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E sabido que a maioria dos agentes quimicos atravessam facilmente a placenta e, dessa
maneira, pode-se considerar que a exposicdo materna a agentes externos pode resultar em
efeitos toxicos sobre o organismo embrio-fetal. Considerando as caracteristicas quimicas dos
compostos organicos de tellrio, tais como a solubilidade lipidica e o peso molecular o que
possibilitaria a passagem pela barreira placentéria, estudos toxicologicos devem ser
conduzidos a fim de verificar os efeitos desses compostos sobre o desenvolvimento
intrauterino em modelos experimentais. Alem do mais, compostos organicos de telurio tém
sido vistos como uma alternativa promissora na area da saude por apresentarem propriedades
farmacoldgicas em diferentes modelos em que o estresse oxidativo esta envolvido. Baseado
nisso, esta tese propds verficar o efeito toxicologico de compostos organicos de telurio com
énfase sobre o desenvolvimento embrionario e fetal em camundongos. No artigo 1, a
exposicdo materna ao ditelureto de difenila (PhTe), na dose aguda de 60 mg/kg, via
subcutanea, foi embriotoxico no 4° e 14° dia de gestacdo e na auséncia de toxicidade materna,
mas diferente dos resultados obtidos em ratos (em nosso laboratdrio), que foi toxico para as
mées e teratogénico para os fetos, com dose extremamente inferiores a de camundongos.
Esses achados mostram que fatores farmacocinéticos podem estar envolvidos na diferenca de
suscetibilidade a teratogénese entre ratos e camundongos, como também o periodo da
gestacdo. No manuscrito 1, a administracdo aguda de 1-butiltelurenil-2-metil tiohepteno
(BTMT) na dose de 32,8 mg/kg, via oral, no 8° dia de gestacdo, um dos dias do periodo da
organogénese em camundongos, ndo alterou os parametros de estresse oxidativo materno e
fetal, porém foi embrioletal na auséncia de toxicidade materna. Esses resultados indicaram a
embrioletalidade causada pelo BTMT. No manuscrito 2, a administracdo de 2-feniletinil-
butil teldrio (PEB) na dose aguda por via oral de 10 mg/kg ndo induz a toxicidade materna,
mas afeta o sucesso reprodutivo no 14° dia de gestacdo. Pode-se supor que a principal razéo
para os efeitos diferentes encontrados para o PEB e ao BTMT quando comparados com 0
(PhTe),, € que a estrutura quimica dos diteluretos e dos monoteluretos, ja estudadas e
relatadas na literatura € muito diferente. Isso porque os diteluretos sdo mais reativos que
teluretos por causa da fraca ligacdo Te-Te quando comparado com a ligacdo Te-carbono, uma
vez que o processo de biotransformacéo parece ser importante para as agdes desses compostos
in vivo. Juntos, estes dados sugerem que a exposi¢cdo aguda aos diferentes compostos
organicos de teldrio induziu a efeitos adversos sobre o desenvolvimento intrauterino
dependentes da via de administracdo, estrutura quimica dos compostos, dose, espécie animal e
periodo da gestacdo, portanto, tornando dificil a comparacao dos efeitos observados no artigo
com os resultados dos manuscritos 1 e 2, mas que ndo impossibilitam ou descartam a



continuidade e a importancia de pesquisas adicionais sobre as propriedades farmacoldgicas e
toxicoldgicas destes compostos.

Palavras-chave: organotelurio; gestacdo; desenvolvimento; toxicidade; camundongo.
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It is known that most chemical agents readily cross the placenta and thus may be
considered that maternal exposure to external agents can result in toxic effects on embryo-
fetal organism. Considering the chemical characteristics of organotellurium compounds, such
as lipid solubility and molecular weight that facilitate the cross placental barrier, toxicological
studies should be conducted to verify the effects of these compounds on intrauterine
development in experimental models. Furthermore, organotellurium compounds have been
reported as a promising alternative in health by showing pharmacological properties in
different models in which oxidative stress plays a role. Based on these considerations, this
thesis investigated the toxic effects of organotellurium compounds, with emphasis on
embryonic and fetal development in mice. Article 1, the maternal exposure to diphenyl
ditelluride (PhTe), at single dose of 60 mg/kg, s.c on GD 4 or GD 14 was embryotoxic in the
absence of maternal toxicity but different from the results in rats, which was toxic to the dams
and teratogenic to fetus at dose extremely lower than that of mice. These findings showed that
pharmacokinetic factors may be involved in susceptibility to teratogenesis differences
between rats and mice as well as the period of gestation. In the first manuscript, mice orally
exposed to a single dose of 32.8 mg/kg of 1-butyltellurenyl-2-methyl thioheptene (BTMT) at
GD 8, one day of the organogenesis period, did not altered the parameters of maternal and
fetal oxidative stress, but was embryolethal in the absence of maternal toxicity. These results
indicate embryolethality caused by BTMT in mice. In the second manuscript, the exposure to
2-phenylethynyl-butyl tellurium (PEB) in mice at single dose of 10 mg/kg did not induce
maternal toxicity, but affect the reproductive sucess at GD 14. In mice, the acute exposure to
different organotellurium compounds at doses considerably high showed adverse effects on
intrauterine development ranging from discrete embryotoxic insult to embryolethality. We
assume that the main reason for the different effects found for PEB and BTMT when
compared to (PhTe), is that the molecular structures of these organotellurium are very
different. Ditellurides are more reactive than tellurides because of the weak Te-Te bond when
compared to the Te-carbon bond, since biotransformation process has been seem to be
important for the actions of these compounds in vivo. Together, these data suggest that acute
exposure to different organic compounds of tellurium induced adverse effects on intrauterine
development dependent on the route of administration, the chemical structure of compounds,
dose, animal species and period of gestation, therefore making it difficult to compare effects
seen in the article with the results of manuscripts 1 and 2, but that does not impossible or
discarded the importance of continuity and further research into the pharmacological and
toxicological properties of these compounds.

Key words: organotellurium; gestation; development; toxicity; mice.
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1. INTRODUCAO

A teratologia, o estudo das anormalidades do recém nascido é uma velha preocupacéo
humana. Anteriormente se acreditava que embrides de mamiferos, que se desenvolviam no
utero dito “impenetraveis” de suas maes, estavam protegidos de todo e qualquer fator
extrinseco. Entretanto, apos o desastre da talidomida, na década de 60, se tornou mais claro e
aceitavel que os embribes em desenvolvimento poderiam estar vulnerdveis a determinados
agentes ambientais (Smithells e Newman, 1992). Em virtude deste acontecimento, a
inquietude quanto a inocuidade de xenobidticos durante a gestacdo e a prevencdo de defeitos
congénitos através da identificacdo de teratbgenos em potencial, passou a ser uma
preocupacao da Salude Publica. Um teratdgeno é definido como qualquer fator ou substancia
que pode produzir uma anormalidade permanente na estrutura ou funcgdo, restricdo de
crescimento, ou morte do embrido ou feto. Esses fatores incluem medicamentos, drogas,
produtos quimicos e condi¢cbes maternas ou doencas, incluindo infeccbes (Frias e Gilbert-
Barness, 2008).

Ao longo dos anos, no entanto, as pesquisas foram se intensificando com o intuito de
esclarecer o que realmente estava acontecendo (Kalter, 2003). As agéncias regulatorias e os
organismos internacionais pertinentes, por sua vez, tornaram mais rigorosas as exigéncias
quanto aos estudos de seguranca e eficacia de novos medicamentos, incluindo os estudos de
toxicidade reprodutiva, e estenderam tais exigéncias a outros produtos, tais como pesticidas,
aditivos alimentares e substancias quimicas em geral. Desta forma, nos estudos de toxicidade
reprodutiva os efeitos de um agente ambiental sobre o embrido ou o feto dependem da
natureza quimica ou fisica do agente, além de varios outros fatores, como a dose, via e
periodo da exposicdo e da gestacdo, a susceptibilidade genética materna ou embrio-fetal e a
presenca e natureza de exposicdes simultaneas (Wilson, 1977; Brent, 2001).

Diante desses achados, saber se um agente pode atuar como um teratégeno é importante
ndo SO para que se possa prevenir o aparecimento de malformac@es congénitas, como também
para que se possam desenvolver drogas que sejam seguras para o uso terapéutico em mulheres
gravidas. Embora houvesse avancos nos ultimos 50 anos com o desenvolvimento cientifico de
novas tecnologias por meio de utilizacdo de imagens de ultra-som, capacidade de diagnosticar
e controlar anormalidades fetais, ainda somos incapazes de diagnosticar ou prever todas as
doencas genéticas ou malformacg6es anatdmicas pré-natal ou até mesmo meses ou anos apds o

nascimento (Chervenak et al., 2010).
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H& tempos ja se sabe que compostos toxicos presentes no sangue materno facilmente
atravessa a placenta e atinge a corrente sanguinea do feto (Myllynen et al., 2005), portanto
ndo se trabalha mais com o conceito de “barreira placentaria” (Laporte et al., 1989). Embora,
0 organismo materno seja capaz de alterar uma substancia quimica ou pelo menos, reduzir sua
concentracdo, ha muito tempo ja se sabe que as fungdes protetoras da placenta sdo limitadas.
Neste sentido, determinados xenobidticos além de afetarem diretamente o desenvolvimento
pré-natal, podem causar sequelas que s6 serdo detectadas na vida adulta.

Os compostos de teldrio, que tém propriedades metalicas, atravessam a barreira
hematoencefalica, a barreira placentéria e a barreira ependimal-fluido cérebro espinhal-sangue
fetal (Duckett e Ellem, 1971). Dessa forma, pode-se constatar que compostos contendo telurio
sdo altamente tdxicos para o desenvolvimento cerebral em mamiferos em desenvolvimento. O
ditelureto de difenila (PhTe),, um composto organico de tellrio, bastante estudado em nosso
grupo de pesquisa, quando administrado em ratas prenhas, causa maltiplas malformacgdes nos
fetos em desenvolvimento (Stangherlin et al., 2005) e € dependente do periodo gestacional. O
contrario foi visto em camundongos, onde os efeitos do (PhTe), sobre o desenvolvimento
embrio-fetal foi menos pronunciado nos diferentes periodos da gestacdo, reforcando que 0s
camundongos sd@o mais resistentes a toxicidade deste composto organotelGrio do que ratos
(Roman et al., 2007). A exposicdo materna a baixas doses deste composto durante a lactacéo
causa mudangas neurocomportamentais em ratos (Stangherlin et al., 2006b) e é altamente
toxico ao Sistema Nervoso Central (SNC) em roedores durante a gestacdo e lactacdo
(Stangherlin et al., 2009).

Se de um lado os compostos de teldrio apresentam efeitos tdxicos, por outro lado estao
sendo vistos os efeitos biologicos de alguns derivados inorganicos e organicos em terapias
médicas bastante promissoras. Compostos organicos de telurio tém sido relatados como
excelentes antioxidantes em diversos modelos de estresse oxidativo (Engman et al., 1995;
Briviba et al., 1998; Jacob et al., 2000), especialmente no cérebro (A vila et al., 2007; 2008).
Estudos tém mostrado que compostos teluroacetilenos, em baixas concentracdes, apresentam
atividade antioxidante em homogeneizado de cérebro de ratos in vitro. Dentre eles, o 2-
feniletinil-butil teldrio protegeu contra o dano oxidativo causado pelo nitroprussiato de sédio
(SNP) em encéfalo de camundongos, confirmando o potencial antioxidante deste composto in
vivo (Souza et al., 2009). Outra classe de compostos orgéanicos de teldrio bastante promissora
é o 1-butiltelurenil-2-metil tiohepteno um telureto vinilico com atividade antioxidante e baixa

toxicidade em roedores (Savegnago et al., 2006).
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Considerando o efeito duplo dos compostos orgénicos de tellrio novas investigacoes
de seus efeitos tdxicos sdo necessarias, sobretudo relacionados a toxicidade reprodutiva
desenvolvimental, uma vez que estes compostos parecem ser promissores por apresentar alta

atividade antioxidante, serem facilmente sintetizados e apresentarem baixa toxicidade.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Teratologia

A palavra teratologia, derivado do grego teras significa monstro, € o estudo do
desenvolvimento anormal ou produgdo de defeitos no feto. O sentido original da palavra
refere-se a malformacgdes anatbmicas macroscopicas, embora atualmente tenha se expandido
sua definicdo para englobar anomalias desde uma desordem em nivel funcional, como é o
caso de retardo mental, passando por um estagio de retardo no crescimento intra-uterino,
malformacdes, e em ultima instancia, a morte (Kalter, 2003; Frias e Gilbert-Barness, 2008).

Esses defeitos podem ser deformidades, rupturas, displasia ou malformacdes (Hansen
e Yankowitz, 2002). Malformacdes séo defeitos morfologicos de um érgéo ou em parte do
corpo resultante de um processo de desenvolvimento intrinsicamente anormal (Brunoni,
2002). Conforme Bernardi (2002) malformacdo ndo significa apenas formacdo anormal de
tecidos, mas também anormalidades bioquimicas. Estas podem ser causadas pela acdo direta
de um agente toxico sobre o feto ou através de acdo sobre o organismo materno.

A incidéncia de defeitos ao nascimento varia entre 2-3%, mas duplica no periodo pos-
natal devido ao fato de que muitas disfuncbes ndo sdo perceptiveis no nascimento
(Schumacher, 2004).

2.1.1. Historico

A historia da Teratologia, uma ciéncia essencialmente descritiva, nos remete a
reflexdes sobre as diversas religifes, crencas, visdes e o grau de desenvolvimento tecnologico
em diferentes civiliza¢bes ao longo dos tempos. A malformacédo congénita sempre despertou o
interesse do homem, especialmente quando se manifesta em caracteristicas externas
incomuns. Historicamente o pai ou a méde de uma crianga malformada era exposto ao ridiculo,

a critica ou mesmo a supersticdo (Schumacher, 2004). Folclore e supersticdo dominavam o
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campo aliado a falta de conhecimento, as causas de malformagdes foram atribuidas aos maus
espiritos, fornicacdo com animais, pensamentos lascivos ou outros atos imorais. Certamente,
em 1600, ninguém poderia ter pensado em receber uma indenizacdo pelo nascimento de
crianca malformada (Brent, 2007). Foi a partir destes acontecimentos que Etienne Geoffroy
de Saint-Hilaire (1772-1844) derivou o termo teratologia. Um grande avanco foi dado a
investigacdo teratologica no século XX pelo médico Australiano Gregg em 1941, apés a
observacdo de criancas gravemente deformadas, causadas pelo sarampo, durante o periodo
inicial da gestacdo, assim como varias outras doencas virais incluindo hepatite, papeira,
sarampo, poliomielite, varicela e sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) que
também podiam induzir os efeitos teratogénicos (Schumacher, 2004).

Antigamente, acreditava-se que o Utero era intransponivel a agentes externos e que a
placenta constituia-se em uma verdadeira barreira entre 0 organismo materno e o organismo
fetal. O conceito de que o feto estaria pouco exposto a substancias utilizadas pela gestante foi
abalado apés as consequéncias das bombas atbmicas que destruiram Hiroshima e Nagasaki,
em 1945, a catastrofe da talidomida na Alemanha bem como em outros paises no periodo de
1959-1962 e o desastre de TCDD (tetraclorodibenzo-dioxina) de Seveso no Norte da Italia em
1976 (Schumacher, 2004). Consequentemente pode-se concluir que a “tragédia da
talidomida” um medicamento comercializado como um sedativo moderado, usado para
diminuir as nauseas em mulheres gravidas, provocou uma revolucdo nas pesquisas sobre a
Teratologia Experimental e os levantamentos epidemiolégicos com relacdo as investigacoes
das malformacdes congénitas. Paralelamente, se determinaram precaucdes, controle e grande
cautela na prescricdo de novos medicamentos, particularmente para mulheres durante o
periodo de gestacdo (Saldanha, 1994). Consequentemente sabe-se que a maioria dos farmacos
contidos nos medicamentos utilizados por gestantes atravessa a placenta e atinge a corrente
sanguinea do feto (Myllynen et al, 2005), portanto, ndo se trabalha mais com o conceito
“barreira placentaria” (Laporte et al., 1989). Considera-se que a alegacdo de teratogenicidade
depende de critérios metodologicos precisos e encadeados dentro de um protocolo de

investigacao cientifica (Brent, 1986; 1993).

2.1.2. Principios basicos da teratologia
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A acdo de um agente teratogénico sobre o embrido ou feto em desenvolvimento depende
de diversos fatores e entdo, para o estudo deste ramo da ciéncia devemos levar em

consideracdo os seguintes principios (Wilson, 1977; Brent, 2001):

2.1.2.1 Estagio de desenvolvimento do concepto

E fundamental o conhecimento das etapas do desenvolvimento embrionario, pois
alguns estagios do desenvolvimento sdo mais vulneraveis que outros (Figura 1). E importante
salientar que normalmente 0s agentes atuam ndo apenas em uma estrutura especifica, mas em
um grande numero de estruturas que estdo se definindo durante determinado momento. O
periodo gestacional em que acontece a exposicdo a um determinado agente é um fator
relevante, levando a divisao da gestacdo em mamiferos em trés fases:

- Periodo de implantacédo ou pré-embrionario: Da fecundacdo a implantagdo. Ocorre
até o final da segunda semana de desenvolvimento em humanos (Figura 1) e, em roedores
ocorre até o sexto dia de prenhez (Figura 2) (Damasceno et al, 2008). Logo apds a
fecundacéo, ¢ marcado pela fusdo dos nucleos do 6vulo e do espermatozoide; apds o zigoto
atinge o estagio de blastula que se segue pelo implante do blastocisto no Utero. Neste periodo,
qualquer interferéncia produzida por um medicamento leva a embrioletalidade, sendo rara a
ocorréncia de teratogénese. Danos severos podem causar a morte do produto da concepcao ou,
devido a natureza das celulas pluripotentes, o prejuizo pode ser compensado por vias de
reparacao permitindo a continuidade do desenvolvimento normal (Frias e Gilbert-Barness,
2008).

- Periodo embrionario: A partir da terceira a oitava semana pdés-fecundacdo em
humanos (Figura 1) e, em roedores estende-se do sexto ao 15° dia de prenhez (Figura 2)
(Damasceno et al, 2008). E o periodo de pico em relacdo & divisdo celular, diferenciacéo e
morfogénese do embrido (periodo principal de organogénese), sendo por isso 0 periodo mais
critico com relacdo ao aparecimento de malformacdes (periodo teratogénico classico)
(Gilbert, 2003; Opitz, 2007). Agentes teratogénicos agem de maneira especifica sobre o
desenvolvimento de células e tecidos para iniciar as sequelas da embriogénese anormal que
incluem: reducdo ou excesso na morte celular, a interferéncia na sinalizacdo e diferenciacao
celular, diminuicdo na biossintese, alteracdo nos movimentos morfogenéticos e a ruptura dos

tecidos (Prolifka e Friedman, 2002). Qualquer xenobi6tico quando administrado nas maes
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podem ser teratogénicos, caso a lesdo for compativel com a vida do embrido ou feto; ou
embrioletal, caso ndo seja (Lemonica, 2001).

- Periodo fetal: A partir da nona semana poOs-fecundacdo até o nascimento em
humanos (Figura 1). Em roedores estendendo-se do 15° dia ao final da prenhez (Damasceno
et al, 2008). Nesse periodo o feto € menos suscetivel a alterages morfoldgicas, pois o
processo de desenvolvimento da maioria dos érgdos ja foi concluido. As anomalias mais
comuns associadas com riscos teratogénicos durante o periodo fetal podem ser: restricdo de
crescimento fetal (retardo de crescimento intra-uterino) e leves erros de morfogénese (Frias e
Carey, 1996) que resultam em alteracGes estruturais ou funcionais (Frias e Gilbert-Barness,
2008). Embora existam numerosas exce¢des a estas generalizacdes, caso 0 xenobidtico venha
a ser eliminado lentamente pelo embrido e permanecer em alta concentracdo durante o
periodo fetal, muito semelhante o que acontece em casos de lesdes irreversiveis no DNA
embrionario, devido a auséncia de uma reparacdo adequada persistir no feto (Wells et al.,
2009).

-

Semanas do desenvolvimento humano

Periodo de
sensibilidade maxima a
desenvolvimento anofmal

Risco crescente de anomalias congénitas

8 Me— Epoca do nascimento

0 3 Formagao de 6rgaos 8 Crescimento e maturagio
dos sistemas de drgaos

Figura 1- Risco de desenvolvimento de anomalias durante o periodo da gestacdo em
humanos. Do zero a 3° semana de gestacdo pode ocorrer a morte do embrido; Da terceira a 8°
pode ocorrer malformagdo do embrido e; Da oitava a 38° semana pode ocorrer perturbacéo
funcional do feto.

Fonte: O’rahilly e Muller, 2005.
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Figura 2- Periodo de desenvolvimento dos diferentes érgaos e sistema do rato e susceptibilidade a teratogénese.
Fonte: Bernardi, 2002.

2.1.2.2 Gen6tipo materno-fetal

A heterogeneidade genética tanto da mde como do feto pode conferir maior
suscetibilidade ou resisténcia a manifestacdo de um determinado agente. Sabe-se que a
constituicdo genética de uma populacdo € um fator importante de predisposicao a determinado
efeito teratogénico. Assim, um agente pode ser teratogénico para uma determinada populacdo

e/ou raca, e ndo para outras (Wilson, 1977; Brent, 2001).
2.1.2.3 Relacéo entre dose e efeito

O aumento nas manifestacdes do desenvolvimento anormal do embrido ou feto é
relacionado a dose do agente, o que pode variar desde nenhum efeito, seguido por danos

funcionais e malformacGes até a morte do organismo embrio-fetal (Wilson, 1977; Brent,

2001).
2.1.2.4 Mecanismo patogénico especifico de cada agente

Os agentes teratogénicos atuam por caminhos especificos (mecanismos) durante o
desenvolvimento das células e dos tecidos para iniciar os eventos de um desenvolvimento

anormal (patogénese) (Wilson, 1977; Brent, 2001).
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2.1.3. Agentes teratogénicos

Um agente teratogénico ou teratdgeno €é definido como qualquer substancia,
organismo, agente fisico ou estado de caréncia que, estando presente durante a vida
embrionéria ou fetal, produz uma alteracdo na estrutura ou funcdo da descendéncia (Opitz,
1982). Essas alteracbes podem se refletir como perda da gestacdo, malformacgdes ou
alteracbes funcionais (retardo de crescimento, por exemplo), ou ainda distUrbios neuro-
comportamentais, como o retardo mental (Kalter, 2003).

As malformacGes congénitas podem ser resultantes de fatores genéticos e fatores
ambientais ou pela combinacdo destes dois fatores (etiologia multifatorial). De acordo com
Chervenak et al. (2010), mulheres saudaveis e sem histéria pessoal ou familiar de defeitos
reprodutivos ou desenvolvimental, ja apresentam 3% de chance de possuir defeitos ao
nascimento do feto e que apos a descoberta da gravidez pela falha do primeiro ciclo menstrual
ja existia uma chance de 15% de risco de aborto. H& também um risco de prematuridade e
complicacOes na gestacdo. Esses riscos se aplicam em todas as mulheres gravidas (Chervenak
et al., 2010). Estima-se que aproximadamente 10% das malformacoes congénitas sao
resultantes dos efeitos adversos de fatores ambientais sobre o desenvolvimento pré-natal e

25% dos casos a causa € atribuida a fatores genéticos (Brent, 2001) (Tabela 1).

2.1.3.1. Desconhecidos

Dentre elas compdem a poligenia, multifatoriais (interacdo gene-ambiente), erros
espontaneos de desenvolvimento, e interacdo sinérgica de teratdgenos (Chervenak et al.,
2010). Esses agentes desconhecidos causam malformagfes que ocorrem espontaneamente em
uma frequéncia muito baixa, pelo simples fato de erros espontaneos acontecerem (Brent e
Beckman, 1990). Muitas malformacdes congénitas detectadas no primeiro ano de vida de uma
crianca tém etiologia desconhecida, com aproximadamente 65 a 75% das causas suspeitas. A
etiologia e 0os mecanismos envolvidos nestas malformacBes dependem da identificacdo dos
genes envolvidos em processos plurogénico ou poligénica com a interacdo de determinantes
genéticos e ambientais de caracteristicas multifatoriais e os riscos matematicos de erro,
durante os importantes processos embrionarios do desenvolvimento normal (Brent e
Beckman, 1990).
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2.1.3.2. Fatores genéticos

Constituem em torno de 15 a 25% das malformacdes congénitas (Chervenak et al.,
2010) e incluem os fatores génicos que deriva de mutacdo, que € um erro na replicacdo do
DNA que gera variagfes no conjunto de genes da populacdo (Schumacher, 2004); os fatores
cromossémicos que consiste em anormalidades cromossdmicas estruturais ou numéricas e
consequentemente altera 0 nimero de cromossomos (Schumacher, 2004) e as novas mutacfes
que deriva de mutacdes que ocorrem durante a oogénese ou espermatogénese, induzindo as
doencas genéticas hereditarias e malformacdes anatémicas, sem historia familiar (Chervenak
et al., 2010).

2.1.3.3. Fatores ambientais

Segundo Chervenak et al. (2010), representam em torno de 10% das malformacgdes
congénitas. Estdo incluidas neste grupo, as Condigdes e doengas maternas com 4% de riscos
de defeitos no nascimento. Pode diminuir a fertilidade e a implantacdo, causar prejuizo nas
funcdes placentarias induzindo o aborto, restricdo do crescimento fetal (Johns et al., 2006) e
defeitos congénitos na prole (Frias and Gilbert-Barness, 2008); Agentes infecciosos, sdo
agentes causadores de infeccGes e sdo conhecidos por induzirem diversos tipos de alteracoes
congénitas, como por exemplo, o virus influenza, o citomegalovirus, sifilis, herpes simples
(Chervenak et al, 2010). Com 3% de riscos de defeitos no nascimento estdo os Problemas
mecanicos (deformacgdes) como: Constricdo das bandas amnioticas, compressdo do cordao
umbilical, disparidade no tamanho e contetdo uterino. Representam 1 a 2% de riscos de
defeitos no nascimento (Chervenak et al., 2010). Agentes fisicos: destaca-se, principalmente, a
radiacdo. Os efeitos da radiacdo podem ser manifestados agudamente e resultarem em morte
celular, morte embrionaria, retardo de crescimento e teratogénese. Outros efeitos poderdo ser
verificados no periodo pés-natal ou na fase adulta (Brent, 2009). Agentes quimicos: envolvem
substancias quimicas, drogas e farmacos utilizados na gestacdo. Embora, poucas sdo as drogas
associadas a verdadeiros efeitos teratogénicos em humanos, o uso destas na gravidez
permanece controverso. Entre os possiveis fatores ambientais, as drogas determinam
aproximadamente 1 a 2% de todos os defeitos congénitos de etiologia conhecida (De Santis et

al., 2004; Chervenak et al., 2010). Alguns exemplos classicos sdo a talidomida, abordada
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anteriormente (Newman, 1986; Lenz, 1988), o acido retindico, (Soprano e Soprano, 1995) e o
acido valprdico (Nau et al., 1991; Ehlers et al., 1992; Ornoy, 2009).

Tabela 1- Etiologia das malformagdes congénitas em humanos observadas no primeiro ano

de vida.
Causa suspeita % do total
Desconhecida 65-75
Poligénica

Multifatorial (interacdo ambiente-gene)
Erros espontaneos de desenvolvimento
Interacdo sinérgica de teratégenos
Genética 15-25
Doenga genética inerente ligada ao sexo e autossdmico
Citogenética (anormalidades cromossémicas)
Novas mutacdes
Ambiental 10
Condicdes materna: alcoolismo, diabetes, endocrinopatias, fenilcetondria, 4
tabagismo e nicotina, deficiéncia nutricional
Agentes infecciosos: rubéola, toxoplasmose, sifilis, herpes simples, 3
citomegalovirus, varicela zoster, encefalite eqliina Venezuelana
Problemas mecénicos (deformacdes): constricdo na banda amnidtica, restrin¢do 1-2
no corddo umbilical, disparidade no tamanho uterino e contetdo uterino
Quimicos, prescricao de drogas, radiacdo ionizante em altas doses, hipertermia 1-2
Fonte: Chervenak et al., 2010. Modificado de Brent, 2004.

2.1.4 Avaliacdo da toxicidade no desenvolvimento

2.1.4.1 Classificacdo das substancias quimicas de acordo com o seu potencial

teratogénico segundo o Food and Drug Administration (FDA) (EUA)

Em referéncia as préticas clinicas, diversas classificacdes dos riscos farmacologicos
em relacdo a gravidez foram determinados e tem sido copiada por varios paises. Em particular
em 1982, a Agéncia de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos (FDA) instituiu uma
categorizacdo das drogas de acordo com sua potencial teratogenicidade (Tabela 2). As

categorias variam de A, que inclui drogas que podem ser utilizados com seguranga durante a
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gravidez, a X, que inclui aqueles que sdo contra-indicadas na gravidez, pois estudos
demonstraram teratogenicidade humana (Kelsey, 1982; Frias e Gilbert-Barness, 2008).

Infelizmente, nem sempre esses critérios sdo baseados em evidéncias, pois as
informacGes sobre os riscos teratogénicos ou a seguranca da maioria dos medicamentos sao
limitadas pelo fato de mulheres gravidas serem excluidas dos ensaios clinicos por razdes
éticas e estudos em animais ndo costumam prever os efeitos da droga no embrido ou no feto
humano (Brent, 2001; Lo e Friedmann, 2002). Esta falta de informacdo também se aplica a
medicamentos sem receita, dietas e suplementos de ervas, que ndo sdo controlados pelo FDA,
podendo alguns de seus componentes apresentar efeitos adversos no desenvolvimento pré-
natal (Frias e Gilbert-Barness, 2008). Os testes de toxicologia reprodutiva compreendem
geralmente a exposicdo de animais sexualmente maduros antes da concepg¢do, durante o
desenvolvimento pre-natal e apos o nascimento e, continuadamente, até sua maturacao sexual
(Lemdnica, 2001).

Estudos com animais de laboratorio séo utilizados para identificar a relacdo entre a
dose e a exposicdo a uma substancia e os efeitos adversos associados (Manson e Kang, 1989).
Devido as diferencas de sensibilidade entre as espécies animais e visando extrapolar os dados
experimentais para 0 homem, sdo exigidos testes de no minimo, trés doses diferentes de
exposicdo (Schuler-Faccini et al., 2001; Frias and Gilbert-Barness, 2008). Os efeitos
teratogénicos, assim como de toxicidade geral, sdo dependentes da dose, portanto, a reducao
da dose e do tempo da exposicdo sdo os metodos mais eficazes de reduzir o risco (Neubert,
1992). De acordo com Brent (2009), um estudo positivo quanto a teratogenicidade nao
significa que a droga ou agente seja teratogénico e destaca trés pontos fundamentais na
pesquisa: a qualidade dos estudos epidemioldgicos, estudos envolvendo a radiacdo em
mamiferos prenhes e a plausibilidade bioldgica.

Outro ponto relevante é avaliar a toxicidade materna em estudos de toxicidade
reprodutiva e desenvolvimental porque pode potencialmente alterar o resultado do estudo,
influenciando assim na avaliacdo dos riscos e decisdes regulamentares (Beyer e Kim, 2009).
Efeitos adversos na prole sdo vistos apenas em dosagens maternalmente toxicas, causados
pelo efeito direto, efeito indireto (mediado maternalmente) ou uma combinagdo dos dois.
Efeitos sobre o desenvolvimento da ninhada também podem resultar do estresse materno, bem

como (ou talvez em adicdo) da toxicidade materna (Hood e Rogers, 2009).
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Tabela 2. Classificacdo das substancias quimicas de acordo com o seu potencial teratogénico,

segundo o FDA.

Categoria Descricao

A Estudos controlados demonstram n&o haver risco. Estudos adequados,
bem controlados, em mulheres gravidas ndo mostraram risco para o
feto.

B Sem evidéncia de risco humano. Estudos em animais mostram risco,

mas estudos em humanos ndo o mostram, ou, se ndo ha estudos
adequados em humanos, 0s estudos animais sdo negativos.

C O risco ndo pode ser afastado. Faltam estudos em humanos, e 0s
estudos em animais ou sdo positivos para o risco fetal ou igualmente
faltam. Entretanto, os beneficios potenciais podem justificar o possivel
risco.

D Evidéncia positiva de risco. Dados de investigacdo preliminar ou pés
comercializacdo mostram risco para o feto. Entretanto, os beneficios
potenciais podem ser maiores que o risco potencial.

X Contra-indicada na gravidez. Estudos em animais ou humanos, ou
relatos de investigacdo preliminar ou pds-comercializacdo, mostram
risco fetal que claramente se sobrepde a qualquer possivel beneficio
para a paciente.

Fonte: Kelsey, 1982.

2.2 Transporte transplacentario

A placenta € um 6rgédo transitério materno-fetal com vilosidades coribnicas (fetal)
banhada em espacos de sangue materno, que permite a transferéncia restrita de drogas e
metabolitos para areas especializadas. A placenta desenvolve fungdes respiratéria, nutritiva e
excretora até que os oOrgaos fetais estejam maduros, e também é um importante 6rgao
enddcrino ativo capaz de sintetizar e secretar uma grande quantidade de horménios, (Donnelly
e Campling, 2008), fatores de crescimento, citocinas e outros produtos bioativos, agindo
como uma barreira para o feto contra patdgenos e o sistema imune materno (Regnault et al.,
2002). Outrossim, é um orgdo regulador de troca, em que varios fluxos de material ocorrem
simultaneos a concentracdo elevadas e em direcdes opostas, de forma continua e por longos
periodos (Solder et al., 2009). Ha muito tempo ja se sabe que a funcdo protetora da placenta é
limitada e inicia a partir da terceira semana embrionaria (Garland et al., 1998). O transporte
pode ocorrer por difusdo simples, transporte ativo (Chiavegatto e Bernardi, 1992), fagocitose
e pinocitose (Garland et al., 1998). Por conseguinte, pode alterar o sistema imunoldgico,

neuroldgico, enddcrino e sistemas do organismo embrio-fetal, no periodo critico do
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desenvolvimento (Crinnion, 2009). Gases respiratorios e moléculas relativamente pequenas
podem atravessar a barreira materno-fetal por difuséo passiva e de fluxo limitado.

Por fim, a transferéncia de uma substincia através da barreira materno-fetal ¢
dependente da espessura e dimenséo da barreira, gradiente de concentracdo da substancia ou a
presenca de mecanismos de transporte ativo (Donnelly e Campling, 2008).

A placenta ndo é meramente uma barreira passiva, ela possui enzimas metabolizadoras
e proteinas transportadoras que podem modificar os processos de transferéncia placentaria
assim como, respostas placentarias a compostos estranhos (Myllynen et al, 2005). Vérias
enzimas citocromo P450 (CYP) sdo expressas na placenta durante o primeiro trimestre e a
termo. Contudo, nem todas estas enzimas sdo funcionais na placenta humana (Foster et al,
2008). Em adicdo, as enzimas de fase I, a placenta também expressa as enzimas de
conjugacdo de fase Il, tais como a Glutationa-S-Transferase (GST), epoxide hidrolase, N-
acetiltransferases, sulfotransferases e UDP-Glucoronosil-Transferases (Myllynen et al, 2005;
Foster et al, 2008). Essas enzimas sdo capazes de metabolizar varias drogas e substancias
estranhas que de alguma forma sdo principais para a formacao de metabolicos, como é o caso
da GST placentaria, com papel de protecdo ao feto contra eletrofilos ou estresse oxidativo.
Além do mais, a placenta é conhecida por ativar metabolicamente varios agentes
farmacoldgicos/ambientais (Foster et al, 2008).

A toxicidade desenvolvimental normalmente resulta de um insulto do concepto em
nivel celular, como por meio de um efeito direto sobre o embrido ou feto, ou indiretamente
através de toxicidade do agente para a mae e/ou placenta ou pela combinacdo dos dois
(Chernoff, et al., 1989) (Figura 3). Anormalidades na estrutura e funcdo da placenta induzem
a restricdo de crescimento intra-uterino (RCIU) por privar o feto em desenvolvimento dos
nutrientes necessarios para um oOtimo crescimento. Muitos fatores, incluindo condigcdes
intrinsecas fetal, bem como maternos e questGes ambientais, pode levar a RCIU. As causas
fetais vao desde malformacbes genéticas e estruturais a infeccGes. As causas maternas de
RCIU sdo geralmente relacionadas a reducdo de fluxo sanguineo uteroplacentaria, reducéo do
volume de sangue materno e na capacidade de transporte de oxigénio ou diminui¢do de
nutricdo para o feto (Hendrix e Berghella, 2008).

As propriedades fisicoquimicas das drogas também tém um papel significativo na
determinacdo de permeabilidade trofoblastica. Moléculas que sdo lipofilicas, com baixa
ligacdo protéica, um baixo grau de ionizacdo e com peso molecular inferior a 600 Kd,

permeiam rapidamente através da camada do sinciciotrofoblasto (Audus, 1999).
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Exposicdio a Substéincias
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Figura 3- Interrelacionamento entre os fatores de susceptibilidade materna,
metabolismo, inducdo de alteracGes funcionais e fisioldgicas materna, toxicidade e
transferéncia  placentaria e toxicidade desenvolvimental. Um  toxicante
desenvolvimental pode causar desenvolvimento anormal por meio de uma ou a
combinacdo dessas vias. Os fatores de susceptibilidade materna determinam a
predisposicdo da mae a resposta ao insulto toxico, e os efeitos maternos listados podem
afetar adversamente o desenvolvimneto do concepto. Muitos quimicos atravessam a
placenta de alguma forma, e esta pode ser um alvo de toxicidade. Em muitos casos, a
toxicidade desenvolvimental é provavelmente mediada através da combinacdo dessas
vias.

Fonte: Rogers e Kavlock, 2003.

2.3 Estresse oxidativo

Os radicais livres podem ser definidos como “qualquer espécie quimica capaz de
existir independentemente que contém um ou mais elétrons impares”. Assim, 0 oXigénio
desempenha um papel importante como oxidante na forma de superoxido (Oy), hidroxila
(OH), radical peroxila (ROQO") e seus derivados, denominados espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Halliwell e Gutteridge, 1990). Durante o metabolismo basal das células aerdbicas
normais existe uma producdo constante de espécies reativas de oxigénio (EROS),
acompanhada pela sua continua inativacdo através da acdo de antioxidantes, de forma a
manter a integridade estrutural e funcional das biomoléculas (Davies, 1991). A extensdo e 0
tipo de dano causado pelas ERO dependem da quantidade e da natureza dos mesmos, bem
como das defesas antioxidantes celulares (Davies, 1991). O estresse oxidativo é causado

basicamente por dois mecanismos que s&o: a reducdo da concentracdo de antioxidantes (por
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exemplo, devido a mutacdo de enzimas antioxidantes, toxinas, ou a redugdo da ingestdo de
antioxidantes naturais); e o0 aumento do numero de espécies reativas de
carbono/nitrogénio/oxigénio derivadas dos fagdcitos ativos, isto €, no caso de inflamacéao
cronica (doenca) (Sies, 1991; Somogyi et al., 2007). Estes podem induzir alteragcdes quimicas
em varias organelas celulares e biomoléculas como: a alteracdo do DNA e proteinas,
peroxidacdo dos lipidios (Sohal, 2002; Barzilai e Yamamoto, 2004; Ohshima et al., 2006),
mutagénese, carcinogénese e fragmentacdo de carboidratos (Sies, 1986).

2.3.1 Defesas antioxidantes

Halliwell e Gutteridge (1990) definem como antioxidante qualquer substancia que,
quando presente em baixas concentra¢des, comparadas a de um substrato oxidavel, retarda ou
inibe significativamente a oxidacdo deste substrato. Os antioxidantes podem direta ou
indiretamente proteger as células contra os efeitos prejudiciais de espécies reativas. Esta
definicho compreende compostos de natureza enzimatica e ndo enzimética. Assim, por
diferentes mecanismos, as ERO sdo inativadas de forma a impedir reacdes oxidativas
posteriores e propagacao (Sies, 1993) (Figura 4).

Entre as principais enzimas responsaveis pela defesa antioxidante do organismo
destacam-se a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a as enzimas do ciclo redox
da glutationa, particularmente a glutationa peroxidase (GPx), que constituem a primeira
defesa enddgena de neutralizacdo das ERO. Elas sdo todas determinados geneticamente e,
portanto, as diferencas genéticas podem ordenar a capacidade antioxidante do organismo
(Ornoy, 2007). Com isso, as células tentam manter baixas as quantidades do radical
superdxido e de peroxidos de hidrogénio, evitando assim, a formacdo do radical hidroxila
(Boveris e Cadenas, 1997). A SOD, presente na quase totalidade dos organismos eucarioticos
catalisa a dismutacdo do radical/anion superoxido em peroxido de hidrogénio (McCord e
Fridovich, 1969). O H,0, por sua vez é degradado pela acdo da CAT ou GPx, resultando em
agua e oxigénio molecular (O;) (Farber et al., 1990). As Glutationa-S-Transferases (GSTS)
sdo uma familia de enzimas citosolicas envolvidas na detoxificacdo de uma variedade de
compostos xenobidticos pela conjugacédo de glutationa. A protecéo exercida por estas enzimas
sobre as células € essencial para manter 0s processos biol6gicos normais contra 0s possiveis

compostos eletrofilicos que sao prejudiciais ao organismo (Kilty et al., 1998).
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Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso molecular hidrofilicos e
lipofilicos estdo incluidos as vitaminas A, E e C, flavondides, ubiquinonas e o contetido de
glutationa reduzida (Gianni et al., 2004). O é&cido ascérbico (vitamina C) € um dos
antioxidantes mais importantes em tecidos de mamiferos (Banhegyi et al., 1997), sendo ele
eficiente na reducdo da toxicidade de varios xenobio6ticos (Vannucchi et al., 1998). Existem
ainda, as enzimas de reparacdo, que reparam ou removem biomoléculas danificadas pela
ERO. Estas incluem as enzimas de reparo de DNA e metionina sulfoxido redutase (Halliwell,
1990).

I Cellular | I 0\096
Respiration 'O‘V Hzo i 02 I I I
g v SOoD GPx '
Oxidative =) _-. —> H.,O H,O
Burst 2 2™2 .
_# l GSH GSSG
Environmental ~
Factors GRed
Protein ﬂ IV. Lipid
Peroxidation Peroxidation
DNA Damage

Figura 4 - Representacdo esquematica dos mecanismos de defesa
antioxidante enzimaticos e ndo enzimaticos. A SOD catalisa a
dismutacdo do radical/anion superoxido em peréxido de hidrogénio. O
H,O, por sua vez é degradado pela acdo da CAT ou GPx, resultando
em agua e oxigénio molecular (O,). As GSTs estdo envolvidas na
detoxificacdo de uma variedade de compostos xenobiodticos pela
conjugacéo de glutationa. Radical anion superdxido (O,e-); Perdxido de
hidrogénio (H,0,); Agua (H,0); Glutationa oxidada (GSSG);
Glutationa-S-Transferases (GSTSs).

Fonte: www.biozentrum.uni-frankfurt.de/Pharmakologie/index.html.

2.3.2 Estresse oxidativo e mecanismo de teratogenicidade

Durante o inicio do desenvolvimento embrionario ocorre a utilizacdo das vias
metabolicas aerdbicas e anaerdbicas, devido a necessidade de mudancas na concentracdo de
oxigénio nas diferentes fases de desenvolvimento embrionario (Lima-Verde et al., 2007;
Ornoy et al., 1996; Ornoy et al., 1999). Na fase da implantacdo, a elevacdo de oxigénio é
relativamente toxica para a formacdo do blastocisto, assim como para 0s embrides em
desenvolvimento, os quais parecem ser muito sensiveis em niveis elevados de ERO,

especialmente durante a organogénese. Consequentemente, os radicais superdxido e outras
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ERO, criadas em tais condicOes estdo em excesso em relacdo a capacidade antioxidante dos
embriGes em desenvolvimento, levando a producgdo de espécies altamente reativas de oxigénio
ou nitrogénio e desencadeando estresse oxidativo e danos embrionarios (Ornoy et al., 1996;
Ornoy et al, 1999) como bloqueio ou retardo de crescimento, anomalias congénitas e
inclusive a morte embrionaria (Zaken et al., 2000; Lima-Verde et al., 2007) (Figura 5).
Apesar disso, 0 papel exato do estresse oxidativo no desenvolvimento embrionario ndo esta
ainda bem elucidado.

Algumas evidéncias sugerem que as ERO tém um papel importante na etiologia de
varias anomalias congénitas, como a produzida pela diabete materna, radiacdo, cocaina e a
ingestdo de alcool. Este mecanismo de acdo também foi descrito para varios medicamentos
com acao teratogénica, tais como fenitoina e talidomida (Ornoy et al., 1996; Ornoy, 2007). As
ERO apresentam um periodo de vida curto (Kohen e Nyska, 2002), consequentemente, nao
sdo transferidas para o embrido ou o feto em desenvolvimento. De fato, as EROs embrionarias
ndo sdo de origem materna e 0 aumento observado no embrido em desenvolvimento tem
como causa as alteragfes metabdlicas embrionarias. Porém, essas alteragdes podem ser
iniciadas por varios metabolitos maternos, como aumento na taxa de glicose ou pela acédo
direta de teratdgenos especificos sobre o embrido, tais como o etanol (Ornoy, 2007).

Em adicdo, um agente ambiental ou doenca materna induz a um aumento nos niveis de
radicais livres no embrido podendo afetar o desenvolvimento do embrido, induzindo a
peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e danos no DNA e RNA (Ornoy, 2007). A
inducdo da teratogénese via estresse oxidativo embrionario ja foi descrita por meio de
radiacdo ionizante, cocaina e alcool, hipoxia e tabagismo e varios farmacos (Ornoy, 2007).

Segundo Wells et al. (2005), a reacdo reversivel de ERO com proteinas de transducéo
de sinal altera as vias de transducdo de sinal embrionérios e fetais. Desta forma, o risco
embriopatico € teoricamente determinado pelo equilibrio entre as vias patogénicas e
embrioprotetora (Halliwell e Gutteridge, 1999). Em alguns casos, a via materna de diferente
natureza pode indiretamente contribuir para o risco, se associado com niveis excessivos de
exposicdo a xenobiodticos e/ou uma deficiéncia em termos quantitativos nas principais via
materna de metabolismo e eliminacdo, como glucuronidacdo. De fato, a glucuronidacédo
mantém um Xenobidtico e/ou seus metabdlitos estaveis sem atingir o embrido (Wells et al.,
2005).

Da mesma forma como acontece com as EROs, as espécies reativas de nitrogénio

(ERN) podem induzir a efeitos adversos no desenvolvimento embrionario, mediados em nivel
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molecular, via desregulacdo da transducdo de sinal e/ou dano macromolecular tanto por conta
prépria e/ou em conjunto com as EROs. Embora pouco se sabe sobre os efeitos
desenvolvimental das ERN, ha evidéncias de que elas podem contribuir para 0 mecanismo da
teratogénese de alguns xenobioticos (Wells et al., 2009) (Figura 5).

Vaérios trabalhos tém demonstrado o papel importante dos radicais livres nas funcdes
da placenta que regula a tensdo do oxigénio para o embrido. Desequilibrio no sistema de
protecdo pode levar a perda precoce da gravidez pelo descontrole no fornecimento de
oxigénio para o embrido em desenvolvimento, resultando em danos embrionarios causados

pelos radicais livres (Carter, 2009).
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Figura 5- Potencial interacdo entre as vias de ERO e ERN na
indugdo a efeitos adversos no desenvolvimento embrionério,
mediados a nivel molecular, via desregulagdo da transducdo de
sinal e/ou dano macromolecular tanto por conta prépria e/ou em
conjunto. Radical anion superéxido (O,e-); Peréxido de
hidrogénio (H,O,); radical hidroxila (OH").

Fonte: Kasapinovic et al., 2004; Wells et al., 2009.

2.4 Tellrio

O elemento teldrio foi descoberto em minerais existentes no Distrito de Ouro da
Transilvania por Von Reichenstein em 1782 (Cunha et al, 2009). Entretanto, a inclusdo desse

atomo em moléculas orgéanicas ocorreu no inicio do século XIX. No Brasil, a quimica de
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telurio foi introduzida pelo Prof. Reinbolt, o qual se dedicou ao estudo sisteméatico de
compostos organicos contendo teldrio e sua aplicabilidade como intermediarios em sintese
orgéanica (Petragnani, 1995; Comasseto et al., 1997; Zeni et al., 2003). O tellrio € um
elemento que pertence ao grupo 16 da tabela periddica, denominada familia dos calcogénios,
podendo apresentar-se sob multiplos estados de oxidagdo: telurato (Te™), telurito (Te™),
teldrio elementar (Te) e telureto (Te?) (Scansetti, 1992). E encontrado em muitos minérios,
estando em maior frequéncia na forma de teluretos de ouro, bismuto, chumbo e prata
(Scansetti, 1992). Atualmente, pesquisas estdo sendo desenvolvidas com respeito a emissoes
antropogénicas de compostos de teldrio e as suas implicacdes no ar (Fischer, 2001).

Teldrio elementar (Te%) é usado como componente de muitas ligas metélicas, na
composicdo da borracha, componentes eletronicos e em sistemas de energia fotovoltaica
(Fairhill, 1969). Ele também é utilizado na producdo industrial de vidro e aco e como um
aditivo antidetonante na gasolina (Fairhill, 1969). O teldrio inorganico é encontrado em
solugdes oxidantes que servem para polir metais (Yarema e Curry, 2005) e na industria de
semicondutores particulados (Green et al., 2007; Zhang e Swihart, 2007). Portanto, espera-se
um aumento na exposicao ao teldrio na vida cotidiana. Embora o telurio seja conhecido como
um metaloide ndo essencial e nocivo, seus efeitos toxicos e no metabolismo sdo pouco
conhecidos (Nogueira et al., 2004). Na maioria das afirmacGes sobre a sua toxicidade
encontrada em artigos dedicados a sua aplicacdo sintética, sdo totalmente inadequadas
(Comasseto, 2010). Sdo raros os casos de intoxicacdo ocupacional aguda por tellrio,
entretanto, quando ocorrem, os sintomas sdo: dores de cabeca, sonoléncia, nauseas, alteracéo
da frequéncia cardiaca, bem como odor caracteristico de alho, na respiracdo e na urina
(Mdller et al., 1989; Taylor, 1996). De acordo com Comasseto (2010), é necessario esclarecer
cientificamente as consequéncias da manipulacdo de reagentes de telurio por seres humanos,
portanto, foi visto que parte do folclore sobre a instabilidade e o cheiro de compostos de
teldrio era falsa, como também que os quimicos desenvolveram maneiras seguras de lidar
com esses reagentes.

O teldrio pode ser prontamente absorvido pelo organismo em ratos, através da dieta e
reduzido de telurito a telureto como metabdlitos intermediarios, com aumento na excrecao
urindria e reducdo na excrecdo fecal (Ogra et al, 2008), principalmente na forma de
compostos organicos, mas também ocorre a absorcdo de tellrio inorganico na forma de

teluritos e teluratos (Larner, 1995).
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Embora o &tomo de telurio seja geralmente considerado como um metaldide toxico, 0s
seus efeitos biologicos e de alguns derivados inorgéanicos e organicos tém sido estudados e
revelam um conjunto de aplicagdes diversificadas interessantes e promissoras (Cunha et al,

2009) e interagem com 0s organismos de uma maneira especifica.

2.4.1 Farmacologia dos compostos organicos de telurio

A histéria da busca de efeitos farmacodindmicos em moléculas organicas contendo
telurio é relativamente recente, quando comparada com a farmacologia e toxicologia dos
compostos organicos de selénio. Os testes bioldgicos de compostos orgéanicos de telurio
baseiam-se nos efeitos farmacodindmicos de moléculas contendo selénio e da semelhanca
quimica existente entre esses dois elementos (Nogueira et al, 2004).

Os compostos organicos de telurio sdo facilmente oxidados do estado divalente ao
tetravalente. Por conseguinte, esta propriedade torna os teluretos atraentes como scavengers
de agentes oxidantes com grande reatividade tais como o peroxido de hidrogénio, hipoclorito
e radical peroxido (Nogueira et al., 2004). A busca por compostos organicos contendo telurio
com acao antioxidante recebeu grande atencdo o que os torna candidatos promissores para o
uso no desenvolvimento de terapias antioxidantes (Cunha et al., 2009).

Diversas moléculas foram sintetizadas e testadas em diversos modelos in vitro
comprovando a atividade antioxidante desses compostos (Briviba et al., 1998; Jacob et al.,
2000), especialmente no cérebro (Avila et al., 2007; 2008), além de apresentarem baixa
toxicidade aguda em modelos animais (Avila et al., 2006; Savegnago et al., 2006). Além
dessa propriedade alguns compostos organicos de teldrio possuem capacidade de mimetizar a
atividade da GPx (Engman et al., 1995; Ren et al., 2001), uma importante enzima enddgena
que participa de reacdes de neutralizacdo de agentes pré oxidantes. Evidéncias sugerem que
grande parte da atividade biologica desses compostos estd diretamente relacionada as suas
interacdes quimicas especificas com tidis enddgenos (Hassan et al., 2009).

Compostos teluroacetilenos, em baixas concentracbes, apresentam atividade
antioxidante em homogeneizado de cérebro de ratos in vitro, sendo que este efeito deve-se a
atividade escavenger de radicais livres e espécies reativas, especialmente, o 2-feniletinil-butil
teldrio que protegeu contra o dano oxidativo causado por nitroprussiato de sdédio (SNP) em
cérebro de camundongos, confirmando o seu potencial antioxidante in vivo (Souza et al.,
2009) (Figura 6).



33

Os teluretos vinilicos sdo importantes intermediarios sintéticos devido a sua facil
transformagdo em outros compostos orgéanicos com total retencdo de configuracdo
(Comasseto et al., 1997). Estudos in vitro mostraram que o dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato, possui efeito antioxidante contra a peroxidacdo lipidica induzida por ferro
(Avila et al., 2006) e pelo SNP, mostrando uma possivel atividade neuroprotetora, sem alterar
o sistema glutamatérgico em roedores (Avila et al., 2008). Foi visto que este composto no
apresenta toxicidade subaguda em camundongos (Avila et al., 2006; 2007). O 1-butiltelurenil-
2 metil tiohepteno (Figura 6), outro telureto vinilico tem demonstrado um composto bastante
promissor por possuir potente atividade antioxidante in vitro e in vivo e induzir menores
efeitos toxicolégicos com doses inferiores a DLs (Savegnago, et al., 2006). Da mesma forma,
derivados de teluretos vinilicos também mostraram atividade antioxidante e baixa toxicidade
(Borges et al., 2008).

Além da propriedade antioxidante, ja foram vistos o potencial terapéutico de alguns
compostos organicos de telirio. Em 1981, o AS-101 (telurato de tricloro amonio-
dioxoetileno-0,0”) foi a primeira molécula estudada com essa natureza, demonstrando
atividade imunomoduladora, anti-inflamatoria, podendo ainda ser empregados como drogas
antitumorais e antivirais (Hayun et al., 2006; Frei et al., 2008; Sredni-Kenigsbuch et al., 2008;
Friedman et al., 2009). Ademais, foi visto a protecdo e restauracdo dos neurdnios
dopaminérgicos em modelos de doenca de Parkinson (Sredni et al., 2007), e, em combinacao
com agentes terapéuticos podera servir como ferramenta para a interacdo entre as células de
mieloma e o microambiente da medula 6ssea (Hayun et al., 2009).

Os teluretos séo eficientes drogas antitumorais por exercer atividade citotoxica em
estudos in vitro (Engman et al., 2000; Cunha et al., 2005; Gay et al., 2010). O alquinil vinil
teluretos mostrou ser uma importante fonte de novos medicamentos antidepressivos quando
administrados por via oral em camundongos (Okoronkwo et al., 2009).

@) organoteluroxetano RF-07 (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-214-
teluraspiro[3.5]non-2-yl}fenil Metil Eter) exerce efeito anticonvulsivante associado com a
inibicdo de caspases, sugerindo um promissor potencial terapéutico de compostos
organotellUrio como agentes antiepileptogénico (Persike et al., 2008), bem como, 0 RT-04 (3-
metil-3-hidroxi-butino) que induz a apoptose em linhagem celular da leucemia promielocitica
humana (HL60) (Abondanza et al., 2008).

Estas propriedades farmacologicas fazem com que estes compostos sejam

extremamente atraentes em terapias médicas.



34
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Figura 6- Estrutura quimica de compostos organicos de teldrio.

2.4.2 Toxicologia dos compostos organicos de teldrio

O mecanismo proposto para explicar toxicidade dos compostos organicos de tellrio
envolve a interacdo com sulfidrilas (-SH) de moléculas biologicamente ativas (Blais et al.,
1972; Deuticke et al., 1992). Esses compostos tém a capacidade de oxidar 0s grupamentos
sulfidrilicos, inativando enzimas e/ou diminuindo a concentracdo de moléculas sulfidrilicas
ndo-protéicas, como a GSH. A oxidacdo da GSH em GSSG pode ser um dos principais
fatores da toxicidade causada pelos compostos organicos de telirio (Barbosa et al., 1998;
Nogueira et al., 2003a). De fato, os compostos de teldrio, inibem enzimas sulfidrilicas,
incluindo &-aminolevulinato desidratase (Barbosa et al., 1998; Nogueira et al, 2003b),
esqualeno epoxidase (Laden and Porter, 2001) e Na'/K" ATPase (Borges et al, 2005).
Recentemente foi visto que concentracdes relativamente elevadas de compostos organicos de
teldrio apresentam acdo hemolitica e genotoxica em células do sangue humano (Santos et al.,
2009), e hemdlise in vitro em eritrocitos humanos (Schiar et al., 2009) o que provavelmente
estdo ligados a atividade tiol oxidase pela interacdo com grupos sulfidrila. Além do mais, 3-
butil-1-fenil-2-(fenilteluro)oct-en-1-one provoca lesdo oxidativa no SNC em ratos (Penz et al,
2009).

Pesquisas realizadas por nosso grupo de pesquisa tém mostrado que o (PhTe)z, um
composto organico que contém tellrio (Figura 7), é neurotoxico para camundongos (Maciel et
al., 2000; Nogueira et al., 2001; 2002; Moretto et al., 2003), além de causar toxicidade renal e
hepéatica em roedores, quando administrado em doses muito baixas (Meotti et al., 2003). Além
do mais, o (PhTe), é capaz de reduzir a neurotransmissdo glutamatérgica em plaquetas de
humanos (Borges et al., 2004) e de inibir a enzima 6-aminoluvulinato desidratase (3-ALA-D)

em eritrdcitos de humanos (Nogueira et al., 2003b). Além destas propriedades a administracéo
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repetida deste composto induz a desordem hematoldgica pelo aumento do numero total de
leucdcitos e fornece evidéncias de toxicidade renal e hepatica em ratos (Borges et al., 2007).
Realmente, muitos efeitos toxicos dos compostos organicos contendo tellirio devem-se a
inibicdo da atividade enzimatica.

Recentemente em nosso laboratorio foi sucitado um possivel mecanismo molecular de
toxicidade do (PhTe), gerando a producdo de EROs. A exposi¢cdo aguda a este composto
causa leséo oxidativa e uma resposta adaptativa de antioxidantes em tecido pulmonar de ratos
(Pinton et al., 2010 in press).

Varios destes compostos, com diferentes caracteristicas e estruturas quimicas, vém
sendo estudados quanto as suas propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas, sendo alguns
deles ja descritos na literatura. A presenca do cloro na molécula do (PhTe), ndo altera a
atividade escavengers e antioxidante in vitro, porém aumenta a toxicidade do (PhTe), em
ratos (Pinton et al., 2010).

/ 7

Figura 7- Estrutura quimica do ditelureto de difenila

2.4.2.1 Propriedades toxicologicas no desenvolvimento

Os compostos de teldrio, que tém propriedades metalicas, atravessam a barreira
hematoencefalica, barreira placentaria e a barreira ependimal-fluido cérebro espinhal-sangue
fetal (Duckett e Ellem, 1971). Ja foi demonstrado que o telrio metalico (Tep) atravessa as
membranas celulares se localizando no citoplasma das células (Mizuno, 1969), mais
especificamente nas mitocondrias, nos primeiros estagios de intoxicacdo (Duckett e White,
1974). A ingestdo de determinadas quantidades de telurio por mamiferos adultos e passaros
faz com que aparecam granulos negros ou cristais em forma de agulha no citoplasma das
células do sistema urogenital, do trato alimentar, dos 6rgdos respiratérios, do sistema reticulo-

endotelial e do sistema nervoso (Pentschew et al., 1962, Carlton e Kelly, 1967). O
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metabolismo do telUrio nos tecidos ndo estd esclarecido, mas é sugerido que os depositos
negros ou os cristais puntiformes séo telurio reduzido ou telurio elementar (Duckett, 1972).

Relatos na literatura mostraram pela primeira vez o efeito de um agente teratogénico
na indugdo do aparecimento de hidrocefalia e a presenca de telUrio nos tecidos fetais de rato.
Malformagdes em outros 6rgdos ndo foram verificadas nos animais hidrocefalicos no estudo
em questdo, esses dados foram confirmados posteriormente (Agnew et al., 1968; Duckett e
Ellem, 1971). Também foram realizados estudos que avaliaram o periodo critico em que o0
telurio metalico causa dano aos tecidos fetais. Constatou-se que a administracdo de telurio, no
periodo do 10° ao 15° dia de gestacdo, induziu o surgimento de malformacGes congénitas em
ratas (Duckett e Scott, 1971). Outro estudo, porém, indicou o0 9° e 10° dia de gestacdo, também
como sendo o periodo mais suscetivel ao aparecimento de hidrocefalia induzida por esse
composto em ratas (Agnew e Curry, 1972).

Em adicéo, foi verificada a histopatologia do tecido cerebral. Nesta, foi observada uma
estenose dos aquedutos cerebrais, associada com o fechamento do espago subaracnoideo pelo
aumento do volume nos ventriculos cerebrais fetais, possivelmente pela superproducdo de
fluido cerebroespinhal e/ou a ndo absorcéo desse fluido induzidas pelo teldrio. As alteracdes
observadas foram incompativeis com a vida (Duckett, 1972).

O didxido de telurio (TeO,), um composto inorganico, foi teratogénico para os fetos
de ratos por induzir a formacéao de hidrocefalia, edema, exoftalmia, hemorragia ocular, hérnia
umbilical, a ndo descida dos testiculos, rins pequenos e diminui¢cdo no tamanho corporal,
quando administrado diariamente em injecGes subcutanea (s.c) do 15° ao 19° dia de gestacao
(Perez-D’Gregorio e Miller, 1988). Igualmente, o (PhTe), quando administrado em ratas,
causa multiplas malformacdes nos fetos em desenvolvimento (Stangherlin et al., 2005). Neste
trabalho o estagio fetal tardio do desenvolvimento pré-natal foi o periodo mais sensivel a
exposicdo do teldrio organico em ratos. Dessa forma, pode-se constatar que compostos
contendo telurio sdo altamente toxicos, particularmente para mamiferos em desenvolvimento.

Na possibilidade de que a exposicdo paterna ao (PhTe), também poderia afetar o
desenvolvimento fetal, Favero et al. (2007) verificaram que a exposi¢do subcrénica em ratos
machos a doses baixas de (PhTe), ndo induz a nenhum efeito adverso em sua progénie. A
exposicdo aguda e cronica ao (PhTe),, ndo altera o comportamento sexual e performance
reprodutiva em ratos machos (Stangherlin et al., 2006a). Entretanto, no estudo de Stangherlin
et al. (2009) foi visto efeitos toxicos do (PhTe), sobre o desenvolvimento cerebral de ratos

ap0s o nascimento. Neste estudo, o (PhTe), causou estresse oxidativo no cortex cerebral,
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hipocampo e estriado de ratos jovens, via leite materno. Além disso, a exposicdo materna a
baixas doses deste composto durante a lactacdo alterou os pardmetros de comportamento
relatados para a fungdo neural em ratos jovens (Stangherlin et al., 2006b).

Novas investigacdes sobre os efeitos toxicoldgicos dos compostos organicos contendo
telirio sdo necessarias pelo fato de algumas moléculas mostrarem-se bastante tdxicas, para

com isso serem identificadas as faixas seguras de doses para os testes farmacoldgicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos toxicoldgicos da exposicdo aguda ao ditelureto de difenila (PhTe),,
2-feniletinil-butil telurio (PEB) e 1-butiltelurenil-2-metil tiohepteno (BTMT) sobre os
parametros reprodutivos maternos e fetal, em diferentes periodos da gestacdo, em

camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a toxicidade materna e efeito teratogénico da exposicdo subcutanea ao (PhTe), em
diferentes periodos da gestacdo em camundongos e comparar com 0s resultados obtidos em

ratos, em estagio similar de desenvolvimento;

- Verificar a toxidade da exposicdo oral ao BTMT, no 8° dia de gestacéo, sobre os parametros
reprodutivos materno e fetal, bem como determinar os ensiaos bioquimicos materno e fetal e a

andlise histoldgica hepatica, renal e placentaria materna;

- Analisar a toxicidade materna e os efeitos adversos desenvolvimental nos fetos apos a
exposicdo oral ao PEB, no 4° 8° e 14° dia de gestacdo, bem como a analise histologica

hepatica, renal e placentaria materna.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta tese estao apresentados sob a forma de artigos, 0s
quais se encontram no item ARTIGO CIENTIFICO E MANUSCRITOS. As secdes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliogréficas,
encontram-se nos préprios artigos centificos e manuscritos e representam na integra o
presente estudo.

Os itens, DISCUSSAO E CONCLUSOES encontrados no final desta tese
apresentam interpretacbes e comentarios gerais sobre o artigo cientifico e manuscritos
contidos neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagbes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO desta

tese.
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4. ARTIGO CIENTIFICO E MANUSCRITOS

O artigo esta disposto da mesma forma que foi publicado na revista cientifica (artigo
1). Os manuscritos 1 e 2 estdo dispostos da mesma forma que serdo submetidos para

avaliagéo.
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Efeito do ditelureto de difenila sobre o desenvolvimento embrio/fetal em camundongos:
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Abstract

It is well established that dipheny! ditelluride, (PhTe)s. is a potent teratogen in rats, however, little is known about its effects on
embryo/fetal development in mice. The present study was undertaken to investigate whether any differences exist on embryo/fetal
development of mice exposed to (PhTe), during distinctive periods of gestation compared to rats. Dams were treated subcutancously
(s.c.) with 0.12 or 60.0 mg/kg (PhTe); on gestational day (GD) 4, 8 or 14. Cesarean section was performed on GD18 and external
and skeletal alterations were examined. The lower dose did not affect any parameter evaluated in mouse fetuses. The maternal body
weight for 60 mg/kg (PhTe): groups, at all periods studied. was not affected. Maternal liver and spleen weights were increased at
GD8. At GD14, maternal relative weight of kidney was also increased. A significant reduction in the number of implantation sites
at GD4 was found. At GD4 and GD14, there was a reduction in the fetal weight and biometry. A few signs of reduced ossification in
sternebrae and limbs were observed at GD14 in (PhTe), group. In conclusion, (PhTe), was not toxic to dams and affected some fetal
endpoints only at the dose about 500-fold higher than the dose that was teratogenic in rats, suggesting a different developmental
toxicity induced by (PhTe), among species. Thus, the mice were less susceptible to toxic effects induced by (PhTe), than were rats.
© 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Diphenyl ditelluride: Tellurium; Gestation; Developmental; Mice: Species differences

1. Introduction mechanisms of drug-induced toxicity as well as being

crucial to understanding risk assessment of new chemi-

The magnitude of susceptibility to toxicant expo-
sure is often related to species differences in the ability
to metabolize the chemicals (Hucker, 1970; Caldwell,
1981, 1982). Understanding species differences in toxi-
city to drugs is of fundamental importance in assessing

* Corresponding author. Tel.: 455 55 3220 8140;
fax: +55 55 3220 8978,
E-mail address: criswn@qguimica.ufsm.br (C.W. Nogueira).

cal entities within pharmaceutical development (Bollard
etal., 2005).

Tellurium compounds have been used or produced
in various industrial processes, for example steel pro-
duction and the electrolytic refining of heavy metals,
and tellurium salts were popular as therapeutic agents
in the early years of past century, particularly for the
treatment of syphilis. Inorganic tellurium compounds are
used in the microelectronic industry as a semiconductor
(Larner, 1995). This implies in an increase in the risk of

0300-483X/% —see front matter © 2006 Elsevier Ireland Litd. All rights reserved.
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occupational and environmental human exposure to this
element.

Diphenyl ditelluride, (PhTe)a, is a solid, non-volatile
and highly hydrophobic organotellurium compound
used as an important and versatile intermediate in organic
synthesis. Our research group has obtained persuasive
points of evidence indicating that (PhTe); is a neuro-
toxic compound for mice and rats (Maciel et al., 2000:
Nogueira et al., 2001, 2002, 2004: Moretto et al., 2003)
and provided evidence for renal and hepatic toxicity of
this organotellurium compound for rodents (Meotti et
al., 2003).

Recently, we reported that (PhTe)z can be terato-
genic for rat fetuses and toxic for dams (Stangherlin
et al., 2005). In fact, this study established that a sin-
gle subcutaneous injection of 0.12 mg/kg (PhTe)> (1/3
LDsp) reduced fetal size and weight and induced var-
ious morphological abnormalities in rat fetuses, when
administered at days 10 or 17, but not at day 6 of ges-
tation. Teratogenic/fetotoxic effects were manifested by
the presence of exophthalmia, hydrocephalus and edema
caused by the test compound. Interestingly, the late fetal
stages of rat prenatal development appeared uniquely
sensitive to organic tellurium exposure (Stangherlin et
al., 2005). The exposure to this compound caused mater-
nal body weight loss for three days after the treatment.
In contrast to rats, no information concerning the devel-
opmental toxic potential of (PhTe) is available in mice.

The route of (PhTe)> administration was selected
based both on the exposure conditions performed on the
prior rat studies (Stangherlin et al., 2005) and because
the primary route of occupational exposure of (PhTe),
may be via dermal absorption. In fact, in the organic
synthesis laboratory an inadequate handling of the solid
compound, (PhTe),, can lead to dermal absorption of
tellurium in humans.

Therefore, the present study was performed to eval-
vate the effects of (PhTe); on mice embryo/fetal
development when administered at distinctive periods
of gestation. Of particular importance, this report inves-
tigated whether any differences exist on developmental
toxicity caused by (PhTe); in mice in comparison to rats
(Stangherlin et al., 2005).

2. Materials and methods

2.1. Materials

Diphenyl ditelluride was synthesized according to literature
methods (Paulmier, 1986). Analysis of the '"H NMR and '*C
NMR spectra showed that (PhTe), obtained presented analyt-
ical and spectroscopic data in full agreement with its assigned

structure. The chemical purity of (PhTe), (99.9%) was deter-
mined by GC/HPLC. This drug was dissolved in canola oil,
which was obtained from standard commercial supplier. All
other chemicals were of analytical grade and obtained from
standard commercial suppliers.

2.2, Animals

Female Swiss mice (25-35g) from our own breeding
colony were used. The animals were maintained on a 12-h
light/dark cycle, in an air-conditioned room (22-24 °C), with
free access to water and food (CR1 Nuvilab, Nuvilab Ltd.,
Curitiba, PR, Brazil). The animals were used according to the
guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental
Animal Resources, Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missdes, Campus de Erechim, Erechim, RS,
Brazil.

2.3. Experimental procedure

Two virgin female mice in the proestrous and estrous phases
of the cycle were mated overnight with one adult male mouse
previously determined to be fertile. The day when vaginal
plug was detected was considered to be the gestational day
(GD) 0. The dams recognized as pregnant were separated from
male and housed individually in standard polypropylene plastic
cages.

The pregnant dams received 0.12 or 60.0 mg/kg (PhTe), by
subcutaneous (s.c.) injection on GD 4, 8 or 14. The volume of
each dose was adjusted to 5 ml/kg total body weight. Control
groups were equally manipulated and received vehicle (canola
oil, 5 ml/kg) at the same gestational periods. Since no effects
appeared in any control groups, these groups were pooled for
the sake of clarity in table and figures.

The lower dose was selected based on a previous study
conducted with rats, which indicated that (PhTe), is a potent
teratogen (Stangherlin et al., 2003). This dose did not affect
any parameter evaluated in mouse fetuses (data not shown).
On the basis of LDs; values for mice (Meotti et al., 2004), as
well as, the lack of effect of the lower dose evaluated in this
study, 60.0 mg/kg (PhTe); was tested in pregnant mice.

Dams were daily examined throughout gestation for mor-
tality and signs of toxicity. Maternal body weight was recorded
daily until GD 18. At GD 18, all dams were euthanized and their
uterine horns were removed and weighed. The absolute and rel-
ative (organ-to-body weight. b.w., ratio) weights of the follow-
ing maternal organs were measured: brain, liver, spleen and kid-
neys. The number of implantation sites, resorptions, dead and
live fetuses were also recorded. The fetuses and theirrespective
placentas were weighed to calculate the placental index (pla-
centa/fetus weight). The viability of the fetuses was determined
by the presence of spontaneous breathing or responses to tactile
stimulation. The fetuses were examined under magnifica-
tion for gross external malformation. Findings were classified
according to currently used nomenclature (Chahoud et al.,
1999). Fetal biometry was performed (Perez-D’Gregorio and
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Miller, 1988): crown-rump (CR) length; occipito-nasal length;
trans-cervical diameter; trans-umbilical diameter. To identify
internal skeletal anomalies three—four fetuses per litter were
preserved in 70% ethanol and stained with Alizarin Red S by
the technique described by Staples and Schnell (1964).

2.4. Statistical analysis

The litter was used as the experimental unit. Statistical
significance was assessed by analysis of variance (ANOVA),
followed by Duncan’s test when appropriate. Statistical anal-
ysis of incidence data (percentage of examined fetuses and
percentage of evaluated litters with skeletal anomalies) was
performed using the chi-square (x?) test. A value of p<0.05
was considered to be significant.

3. Results
3.1. Maternal evaluation

Exposure to (PhTe)> did not cause death or behav-
ioral changes. Accordingly, no treatment-related gross
findings were observed at necropsy of the dams in any
group. The maternal body weight at the end of the
experiment was not different from the control group
(data not shown). The gravid uterus weight and the
body weight gain during gestation were not affected
by exposure to (PhTe); at the three different periods
of gestation (data not shown). Pregnant dams exposed
to (PhTe), on GD8 presented significant increase in the
relative weight of liver (8.52 £ 0.34% b.w.) when com-
pared to the control (7.53 £0.15% b.w.). Relative and
absolute weights of spleen increased (0.411+0.02%
b.w. and 0.165 £ 0.01 g, respectively) at the end of ges-
tation compared to control group (0.293 £0.01% b.w.
and 0.124 £ 0.01 g, respectively). Exposure of dams to
(PhTe), on GD14 caused an increase in the relative
weight of kidney (0.643 = 0.03% b.w.) when compared
to the control group (0.574 £ 0.01% b.w.). Other mater-
nal organ weights (absolute and relative) were similar
between treated and control groups (data not shown).

3.2. Reproductive findings

Totally resorbed litters were not found. No signifi-
cant differences were observed in resorptions, dead and
live fetuses following maternal exposure to (PhTe)z at
any period. However, a significant reduction in the num-
ber of implantation sites was observed (11.75 £0.53) in
dams treated at GD4 with (PhTe)? when compared to the
control group (13.38 £0.51, p<0.05).

The placental weight and placental index did not dif-
fer between treated and control groups (data not shown).
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Fig. 1. Effectof (PhTe), exposure during implantation (GD4), organo-
genesis (GDE) or fetal (GD14) periods on fetal body weight. Data
are expressed as mean + S.EM. "p<0.05 when compared to control

group.

Exposure of dams to (PhTe); caused a statistically sig-
nificant decrease in fetal body weight (Fig. 1) that was
accompanied by asimilar reduction in all fetal biometries
analyzed (Fig. 2). The fetal body weight was alsoreduced
after exposure to (PhTe); at GD14 (Fig. 1). At this
period, prenatal exposure to (PhTe); produced a signif-
icant decrease in crown-rump length, trans-cervical and
trans-umbilical diameters (Fig. 2). In contrast, (PhTe);
administered on GD8 did not cause change the fetal
biometry or fetal body weight (Figs. 1 and 2, respec-
tively).

3.3. Skeletal examination

No externally visible abnormalities were found in
fetuses from (PhTe),-treated groups. As shown in
Table 1, the incidence of fetal skeleton alterations was

slightly affected by exposure to (PhTe)z.
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Fig.2. Effectof (PhTe); exposure during implantation (GD4), organo-
genesis (GDE) or fetal (GD14) periods on fetal biometry. Data are
expressed as mean+SEM. "p<0.05 when compared to control

group.
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Table |

Skeletal anomalies in fetuses of mice exposed to (PhTe)» during implantation (GD4), organogenesis (GDE8) or fetal (GD14) periods

Parameters Control* (PhTe),, 60.0 mg/kg
GD4 GDS8 GD14
Total fetuses (litter) examined T71(25) 21 18(6) 24(9)
Fetuses (litters) showing anomalies in (%)"
Skull
Frontal
Incomplete ossification 5(12.09 0(m 2(16.7) 040y
Parietal
Incomplete ossification 4(12.00 00y 2(16.7) 00y
Interparietal
Incomplete ossification 5(12.0) 0( 2(16.7) 0
Supraoccipital
Incomplete ossification 1103200 3(33.3) 5(50.0) 2(11.1)
Bipartite 14.0) 1{11.1) 0m L]
Asymetric 6(20.0) 2(22.2) 3(16.7) 9" (44.4)
Sternebrae
Incomplete ossification 8(20.0) B(66.7) 1(16.7) 117 (55.5)
Misshapened 48(100) 15 (1000 4(50.00 13(77.8)
Bipartite 5200 5(33.3) 6 (50.0) 5(44.4)
Misaligned 2(8.0$) 1(11.1) ()] 1(11.1)
Supernumerary 0(m 1(11.1) 4" (50.0) 111D
Absent 0(0) 0 1(16.7) 1(11.1)
Ribs
Incomplete ossification 00y 0( 0(0) o
Unilateral short supernumerary Ti(32.0) 2(222) 3(33.3) 5(44.4)
Forepaw
Incomplete ossification of metacarpal bones 5012100 00y 2(16.7) 5(22.2)
Digits incompletely ossified 34(68.00 15(66.7) 6(50.0) 13(66.7)
Hindpaw
Incomplete ossification of metatarsal bones 516 0 3(33.3) T 44.4)
Digits incompletely ossified 18(60.0) 13" (66.7) 8(66.7) 10(66.7)
Sacral vertebrae
Incomplete ossification 1{4.0) 0(m 1(16.7) 000y
Caudal bones
Incomplete ossification 301200 1(11.1) 1(16.7) [I(1)}

"p<0.035 and ""p<0.01 when compared to the control group by the y*-test.

2 For the sake of clarity the respective control groups of each treated-group were omitted.
b Data are presented as % of examined fetuses and, between parentheses, as % of evaluated litters.

Fetuses exposed to (PhTe), on GD4 presented incom-
plete ossification of hindpaw digits (66.7%) when
compared to the control group. In (PhTe); group exposed
on GDB8, significant alterations found were sterne-
brae bipartite (50%) and supernumerary (509%). There
were significant differences on skeletal examinations of
mouse fetuses when (PhTe); was givenon GD14, includ-
ing supraoccipital asymmetry (44.4%) and incomplete
ossification of sternebrae (55.5%) and metartasal bones
(44.4%) (Table 1).

4. Discussion

The purpose of the current study was to determine
if (PhTe); induced toxic effects on mice embryo/fetal
development comparing to the toxicity induced by
(PhTe); in rats (Stangherlin et al., 2005). The results
indicated that developmental toxicity induced by
(PhTe); was less pronounced in pregnant mice than was
in rats. In addition, it was evident that developmental
effects observed not only in mice but also in rats were
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dependent of gestational period in which (PhTe),
exposure occurred.

In a previous study. (PhTe), given to pregnant rats at
three distinctive gestational periods was teratogenic to
fetuses, causing malformations in fore- and hind-limbs,
absent or short tail, subcutaneous blood clots, exoph-
thalmia, hydrocephalus and presence of exposed brain
(Stangherlin et al., 2005). Conversely, no adverse effect
was observed when the same dose of (PhTe), was admin-
istered at similar periods to pregnant mice, supporting the
hypothesis that (PhTe); has different potential toxicity in
mouse and rat fetuses.

In the history of drug development. there are a num-
ber of famous individual cases and generalizations about
species differences in drug properties (Collins, 2001).
Regarding (PhTe)> general toxicity, it was demonstrated
that this compound is more toxic for rats than is for
mice (Meotti et al., 2004). In mice, calculated LDsg
(s.c. route) was higher than 200 mg/kg, while in rats it
was .36 mg/kg. In agreement, the developmental data
obtained in this study reinforce that mice were more
resistant to (PhTe); toxicity when compared to rats.

Maternal exposure to xenobiotics during pregnancy
may have different effects on the embryo/fetal develop-
ment depending on the period of exposure (Lemonica,
1996). Experimental data from the present study showed
that 60.0mg/kg (PhTe)> administrated to pregnant
mice during implantation period (represented by GD4)
affected intrauterine growth evidenced by a reduced fetal
body weight and all biometries performed. Since no
adverse effects on dams were observed at this period,
the foregoing findings were probably a direct effect of
(PhTe); and was not a secondary maternal-mediated
effect. Conversely, (PhTe); administrated in the first
period of gestation (represented by GD6) was not toxic
for rat fetuses (Stangherlin et al., 2005).

In addition, (PhTe); was not toxic to mothers at GDS,
demonstrated by the lack of effect on maternal weight.
Tellurium exposure at this period did not produce any
impairment to development of fetuses. In fact, no signif-
icant differences were observed in prenatal loss and in the
common parameters for quantifying changes in growth,
i.e. fetal weight and biometry. Skeletal alterations were
only observed at sternebrae level, but these changes were
unlikely to adversely affect survival or health. According
to Chahoud (1997) this effect might result from a delay
in growth or morphogenesis that has otherwise followed
a normal pattern of development. These findings support
the hypothesis that (PhTe)> did not interfere in the regu-
lar development of mouse fetuses during organogenesis.
The study conducted in rats demonstrated that (PhTe),
was highly noxious to intrauterine development when

administered in the second period of gestation (repre-
sented by GD10).

Furthermore, data from mouse dams treated with
(PhTe); on GDI14 demonstrated that the compound
tested was not toxic to mothers. In addition, viable
fetuses from GD14 had their body weight reduced. as
well as CR length, trans-cervical and trans-umbilical
diameters. The skeletal variations of these fetuses were
mainly on supraoccipital, sternebrae and hindpaw bones.
An increased incidence of “variations™ unaccompanied
by a higher occurrence of malformations is not gener-
ally interpreted as a teratogenic (Chahoud et al., 1999).
In sharp contrast to mouse data, (PhTe), was highly
noxious to intrauterine development at the third period
of gestation (represented by GD17) in rats. Therefore,
these results contribute to emphasize the interspecies
differences in toxicity induced by (PhTe)>.

Stangherlin et al. (2005) reported that (PhTe)z was ter-
atogenic to rat fetuses mainly on the late fetal stages of
prenatal development and toxic for dams. In the present
study, (PhTe)z at a much higher dose (500-fold higher
than the dose used in rats) affected only a few mater-
nal and fetal endpoints. The first (GD4) and the last
(GD14) periods of mice gestation were equally sensi-
tive to this compound, however; the effects were small.
despite the statistical significance. Thus, our findings are
actually examples of retardation rather than any evidence
for frank terata (Khera, 1981) such as found in rat fetuses
(Stangherlin et al., 2005). Based on these findings,
we infer a different developmental toxicity induced by
(PhTe), across species, since the chemical failed to pro-
duce any adverse effects in mice, despite a much higher
dose. Accordingly, species differences in toxicity are
well documented in rodent models (Bollard et al., 2005).

The reasons for differential toxicity between mice and
rats are presently unknown. In fact, it can be related to
differences in the distribution and excretion of (PhTe), in
the two species. The fate of this highly hydrophobic com-
pound inrodents is unknown but probably (PhTe); canbe
either hydroxylated by liver cythocrome P450 enzymes
or its telluride atoms can be oxidized by monooxyge-
nases. If these transformations are faster in mice than
in rats, the excretion and clearance of (PhTe), might be
higher in mice than in rats. This perhaps could at least, in
part, explain the differences in toxicity. However, further
detailed studies will be necessary to clarify this.

To our knowledge there are a few data in the
literature about developmental toxicity induced by
organotellurium compounds in rodents. Recently, it
has been established that a single s.c. administration of
diphenyl diselenide [(PhSe):]. a structural analogous of
(PhTe),, to pregnant rats during organogenesis induces

46



248 8.5, Roman et al. / Toxicology 231 (2007) 243-249

only slightly embryofetotoxicity, represented by an
increase in skeletal anomalies and delayed development
(Favero et al., 2005). In addition, our research group
has also reported that (PhSe);, administered during
organogenesis (GD6 through 15). induced adverse
effects in mothers and on embryonic/fetal growth
without causing externally visible malformations in rat
fetuses (Weis et al., 2007).

Organotellurium compounds have been used in
industry and have been determined to be promising
and advantageous alternative as synthetic intermedi-
ates in organic synthesis (for review see Zeni et al.,
2006). These compounds are also used in photography
(Eastman Kodak, 1985, 1989), stabilizers for polymers
(Engmanet al., 1996) and as a component of insecticides
(Sumitomo Chemical, 1993). In addition, inorganic
forms of tellurium are used as a component of many
alloys, as a gasoline antiknock additive as well as in the
rubber, ceramic, electronic and steel industries (Fairhill,
1969). Indeed. both industrial processes and the use
in organic synthesis can lead to potentially hazardous
tellurium incorporation in humans. Currently, however,
real risks to human health are often difficult to recognize
due to the lack of researches in this area. The main part
of the available data on the toxicity of tellurium com-
pounds are based on relative toxicity using experimental
animals such as rats (Morgan et al., 1995; Nogueira et
al., 2001) or mice (Maciel et al., 2000), evaluation of
dosage effects on tissue (Barbosa et al., 1998), nervous
system (Jortner, 2000) or cell growth inhibition (Sailer
et al., 1999). Descriptions of human toxicity from tel-
lurium intoxication are rare (Yarema and Curry, 2005),
although acute (Blackadder and Manderson, 1975:
Gerhardsson et al., 1986) and chronic (Shie and Deeds,
1920: Keall et al.. 1946) occupational exposure has been
reported. In addition, an isolated case of poisoning from
tellurium-contaminated meat has been reported (Muller
et al., 1989). Clinical features of tellurium toxicity after
occupational exposure include loss of appetite, dryness
of the mouth, suppression of sweating, a metallic taste
in the mouth, and most notable, a sharp garlic odor
of the breath, sweat and urine (Cerweaka et al., 1961;
Muller et al., 1989; Larner, 1995).

In conclusion, the developmental toxicity caused by
(PhTe)> was less pronounced in pregnant mice than was
in rats. These data pointed out interspecies differences
in the type and severity of drug-induced toxicity.
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Abstract

Despite the growing use of organotellurium compounds in the chemical and
biomedical fields, there has been no great concern about their toxicity until now. The aim of
the present study was to examine whether a single exposure to 1-butyltellurenyl-2-methyl
thioheptene (BTMT) induces developmental toxicity in mice. A single oral dose of 32.8
mg/kg of BTMT or vehicle was administered to the pregnant mice at gestation day 8.
Evaluations of toxicity were performed on day 18. These include: maternal/fetal organs
(brain, liver and placenta) for morphological and histological evaluation and biochemical
analysis. BTMT caused developmental toxicity in the absence of maternal toxicity.
Developmental toxicity was characterized by embryonic resorptions, prenatal losses,
decreased number of live fetuses and viability index. There was no alteration in fetal skeletal
development. The biochemistry endpoints indicative of oxidative stress were not altered in
organs of exposed dams and fetuses. Histological findings were similar in animals exposed to
BTMT and the control group. The results showed that a single administration of BTMT

caused low developmental toxicity in mice.

Keywords: toxicity; tellurium; vinylic telluride; developmental; mice.
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1. Introduction

Maternal exposure to an enormous amount of natural and synthetic chemicals
occurring in the environment during pregnancy may have adverse effects on the embryo
development depending on the period of exposure (Paisio et al., 2009), animal species and
administration doses (Matsumoto et al., 2008). On one hand, teratogenicity likely depends on
a large extent upon a balance between the pathogenic pathways of xenobiotic bioactivation,
oxidative macromolecular damage and signal transduction. On the other hand, the protective
pathways of maternal elimination, embryonic detoxification of xenobiotic reactive
intermediates and reactive oxygen species (ROS) are also important for teratogenicity (Wells
et al., 2005). Considering the risk assessment of chemical compounds for developmental
toxicity, studies of potential pharmacological agents are relevant.

The pharmacological potential of inorganic and organic tellurium compounds has been
demonstrated, leading to a set of interesting and promising applications. In this context,
ammonium trichloro (dioxoethylene-O,0") tellurate (AS-101) has been shown to possess
several biological activities that would be predicted to be beneficial in stroke including anti-
apoptotic, immunomodulatory, and neurotrophic actions (Sredni et al., 1987, 1996;
Kalechman et al., 2004). Regarding organotellurium, telluroacetylene compounds have been
reported as antioxidants in models of oxidative stress (Briviba et al., 1998; Souza et al., 2009),
especially in the brain (Kanski et al., 2001). Recently, the protective effect of an
organotelluroxetane in an animal model of epilepsy was demonstrated (Persike et al., 2008).
Besides, studies in vitro have demonstrated that tellurides are proficient antitumoral drugs and
their chemoprotective effects are related to their cytotoxicity (Engman et al., 2000; Cunha et
al., 2005). Moreover, 1-butyltellurenyl-2-methyl thioheptene (BTMT), a non toxic vinylic

telluride, has antioxidant property in vitro (Savegnago et al., 2006).
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Despite the growing use of organotellurium compounds in the chemical and
biomedical fields, there has been no great concern about their toxicity until now. In fact, there
are just few reports on the toxicology of organotellurium compounds (Cunha et al., 2009). In
this context, diphenyl ditelluride has been explored in toxicological studies, which indicate
that low doses of this organotellurium are hepatotoxic (Meotti et al., 2003), neurotoxic
(Nogueira et al., 2004; Stangherlin et al., 2009), teratogenic (Stangherlin et al., 2005; Roman
et al., 2007) and lethal to rodents (Meotti et al., 2003, Nogueira et al., 2004). Diphenyl
ditelluride derivatives have been also reported as cytotoxic agents in vitro (Sailer et al., 2004).
Besides, oxidative damage has been related to in vitro exposure to vinylic tellurides (Penz et
al., 2009).

Based on the considerations outlined above, the aim of the present study was to
examine whether a single exposure to 1-butyltellurenyl-2-methyl thioheptene (BTMT) could

alter to oxidative profile and induce developmental toxicity in mice.

2. Materials and methods

2.1. Materials

1-Butyltellurenyl-2-methyl thioheptene (BTMT) (Fig. 1) was synthesized and
characterized according to Dabdoub et al. (2001). Analyses of the *H NMR and *C NMR
spectra showed analytical and spectroscopic data in full agreement with its assigned structure.
The chemical purity of BTMT (99.9%) was determined by gas chromatography (GC) and
high performance liquid chromatography (HPLC). All other chemicals were of analytical

grade and obtained from standard commercial suppliers.
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2.2. Animals

Female Swiss mice (25 - 35 g) from our own breeding colony were used. Animals
were maintained in an air-conditioned room at 22 + 2 °C with a relative humidity of 55 + 5%
under a controlled 12 h light/dark cycle, with free access to water and food (CR1 Nuvilab,
Nuvilab Ltda., Curitiba, PR, Brazil). All procedures were approved by the Local Ethics
Committee (CEP. 048/PGA/08) and animals were used according to the guidelines of the
Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources, Universidade Regional

Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, Campus de Erechim, Brazil.

2.3. Maternal toxicity and teratogenicity

Virgin female mice in the proestrous and estrous phases of the cycle were mated
overnight with male mice previously determined to be fertile (2:1). Gestation day (GD) 0 was
considered when vaginal plug (solidification of sperm in the vagina) was detected. Mice
recognized as pregnant were separated from male and housed individually in standard
polypropylene plastic cages (41 x 34 x 18 cm). Dams were divided into two groups of eight
animals each. Dams were exposed to a single oral dose of 32.8 mg/kg of BTMT or vehicle
(canola oil, 10ml/kg) by on gavage GD 8, one of the days of the organogenesis critical period.
This gestational time point is known to encompass major organogenesis in rodents (World,
Health Organization, 2001). The dosage regimen was chosen based on a pilot study designed
to test BTMT acute toxicity. To pilot study was considered the LDs, of BTMT in rats,
administered by oral route of 21.32 mg/kg (Savegnago et al, 2006). In our pilot study
demonstrated that a single oral dose of 32.8 mg/kg BTMT did not cause general toxicity in
female mice.

The maternal body weight, feed intake and water ingestion were recorded daily.
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Dams were killed in a CO, chamber on day 18 of gestation, the ovaries and uteri were
removed by cesarean section.

The maternal brain, liver, and placenta were quickly removed to determine the organ
absolute and relative weights. Portions of maternal tissues (liver, kidney and placenta) were
fixed in 10% buffered formalin, embedded in paraffin, sectioned at 4 um and stained by

haematoxylin and eosin (H&E) technique for histological analysis in optical microscopy.

The number of implantation sites and resorptions as well as dead and live fetuses were
recorded. The litter weight, placental litter weight as well as the placental and viability index
were calculated. Fetuses were weighed and examined under magnification for gross external
malformation. The viability of the fetuses was determined by the presence of spontaneous
breathing or responses to tactile stimulation. Findings were classified as anomalies, according
to currently used nomenclature (Chahoud et al., 1999). Then, three fetuses from each litter
were preserved in 70% ethanol and stained with Alizarin Red S (Staples and Schnell, 1964)
for the assessment of fetal internal skeletal anomalies. The degree of fetal bone development
was evaluated by counting the ossification centers in some fetal bones (skull bone, phalanges
of the fore limbs, metacarpus, metatarsus, sternebrea, ribs and caudal vertebrae).

The maternal (liver, brain and placenta) and fetal (liver and brain) organs were
immediately homogenized in cold 50 mM Tris—HCI buffer (pH 7.4). The homogenate was
centrifuged at 1,000 x g for 10 min and low-speed supernatants (S;) were separated and used

for biochemical assays.

2.4. Biochemical assays
2.4.1. 3-aminolevulinic dehydratase (3-ALA-D) activity
8-ALA-D, a sulfhydryl- and Zn**-containing enzyme, is highly sensitive to pro-oxidants

and heavy metals (Farina et al., 2003; Nogueira et al., 2003) 5-ALA-D activity was assayed
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according to the method of Sassa (1982) by measuring the rate of the product
(porphobilinogen) formation except when 45 mM sodium phosphate buffer and 2.2 mM 6-
ALA were used. An aliquot of 200 ul of S; tissue was incubated at 37°C (brain, 3h; liver, 1h
and placenta, 2h). The reaction product was determined using modified Erlich’s reagent at

555 nm. The enzymatic activity was expressed as nmol PBG/mg protein/hour.

2.4.2. Glutathione S-transferase (GST) activity

GST is an enzymatic antioxidant defense that protects against ROS-induced injurious
and is a phase Il detoxification enzyme which catalyzes the conjugation of cytotoxic agents to
glutathione producing less reactive chemical species. GST activity was assayed through the
conjugation of glutathione with 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) at 340 nm as described
by Habig et al. (1974). An aliquot of 100 ul of S; was added in 0.1 M potassium phosphate
buffer, pH 7.4, with CDNB, as substrate, and 50 mM GSH. The enzymatic activity was

expressed in nmol/ min/ mg protein.

2.4.3 Catalase (CAT) activity

CAT is an enzymatic antioxidant defense that is involved in protecting against the
injurious effects of ROS. CAT activity was assayed spectrophotometrically by the method of
Aebi (1984), which involves monitoring the disappearance of H,O; in the S; presence at 240
nm. Enzymatic reaction was initiated by adding an aliquot of 40 ul of S; and the substrate
(H20,) to a concentration of 0.3 mM in a medium containing 50 mM phosphate buffer, pH
7.0. The enzymatic activity was expressed in mg protein (1 U decomposes 1 pumol of H,O,

per minute at pH 7 at 25°C).
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2.4.4 Ascorbic Acid (AA) determination

AA is a non-enzymatic antioxidant defense that is involved in protecting against the
injurious effects of ROS. AA level determination was performed as described by Jacques-
Silva et al. (2001) with some modifications. Briefly, S; was precipitated in 10 %
trichloroacetic acid solution (S;). An aliquot of S, (300 ul) at a final volume of 575 pl of the
solution was incubated for 3 h at 38°C then 500 ul H,SO4 65% (v/v) was added to the
medium. The reaction product was determined using a color reagent containing 4.5 mg/ml
dinitrophenyl hydrazine and CuSO, (0.075 mg/ml) at 520 nm. The content of AA is related to

tissue amount (ug AA/ g protein).

2.4.5. Lipid peroxidation levels

Thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) were determined according to Ohkawa et
al. (1979), in which malondialdehyde (MDA), an end-product of fatty acid peroxidation,
reacts with thiobarbituric acid (TBA) to form a colored complex. The amount of TBARS
produced was measured at 532 nm in spectrophotometer. Results were reported as nmol MDA

/mg protein.

2.5. Protein Quantification

Protein concentration was measured by the method of Bradford (1976), using bovine

serum albumin as the standard.

2.6. Statistical analysis

The litter was used as the experimental unit. Statistical significance was assessed by

analysis of variance (ANOVA), followed by Duncan’s test for paired comparisons between
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groups, when appropriate. Biochemical end points were analyzed by one way analysis of
variance (ANOVA), followed by Duncan’s multiple range test when appropriate. Statistical
analysis of incidence data (percentage of examined fetuses and percentage of evaluated litters
with skeletal anomalies) was used to Chi-square test. A value of p < 0.05 was considered to

be significant.

3. Results
3.1. Maternal toxicity and teratogenicity

The effect of BTMT on maternal findings for pregnant dams are depicted in Table 1. No
maternal death, no signs of sickness or abnormal behavior occurred. None of the females
aborted or delivered prematurely. Maternal food and fluid intake, the weight gain, corrected
body weight and corrected body weight gain in animals exposed to BTMT were similar to the
control group (Table 1). The gravid uterus weight was found to be reduced in dams exposed
to BTMT (Table 1). There was no significant alteration in the organ weights of dams exposed
to BTMT as shown in table 1.

The histological analysis of hepatic tissue in dams exposed to BTMT showed
hepatocyte strings and sinusoid capillaries surround the centrilobular vein of normal
morphology similar to the control group (Figs. 2 A-D). Similarly, no morphological changes
in the renal tubules and glomerulus were observed in the dams exposed to BTMT (Figs. 2 E-
H).

In general, placentas from the dams exposed to BTMT showed normal cellular

architecture when compared to the control group (Figs. 2 1-J).

The effects of BTMT on various developmental parameters are shown in Table 2. The

average numbers of implants were not affected by BTMT exposure. Significant effects on the
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average number of late and total embryonic resorptions and prenatal loss were observed in

BTMT exposed group (Table 2).

Additionally, the number of live fetuses and the viability index were significantly
decreased in BTMT group (Table 2). Other parameters such as number of implantation sites,
dead fetuses, early resorption, fetal and placental weights and the placental index were not
altered by BTMT exposure (Table 2). Fetuses of exposed dams did not present externally
visible abnormalities.

As shown in Table 3, none of the fetuses from BTMT exposed group presented major
skeletal malformations. Developmental toxicity demonstrated by the increase in the
prevalence of bipartite supraoccipital (63.6%) of skull was found only in BTMT exposed
group. However, incomplete ossification of the frontal and thoracic vertebrae, bipartite
zygomaticum, bilateral and unilateral supernumerary short ribs were considered spontaneous

malformations because they were found in both exposed and control groups (Table 3).

3.2. Biochemical end points
Exposure to BTMT did not alter parameters of oxidative damage in liver and brain of
both dams and fetuses. These end points were also unaltered in the placenta of exposed dams

(Table 4).

4. Discussion

The ultimate objective of the present study was to examine whether a single exposure

to BTMT could induce developmental toxicity in mice. In the present study, a single exposure

at the dose of BTMT affected some fetal endpoints in the complete absence of maternal
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toxicity in mice. Moreover, biochemical end points of oxidative damage were not modified in
dams and fetuses BTMT-exposed group.

Administration of BTMT on GD 8 did not cause maternal mortality or signs of toxicity
manifested by changes in body weight, organs weight, body weight gain, food and water
consumption. By contrast, the low weight of gravid uterus in BTMT group was attributed to a
reduction in the number of viable fetuses (because of a high number of resorptions). These
findings further suggest that any observed fetal effects resulted from the toxicity of BTMT
and not from its maternal intolerance since correlations exist between maternal and
developmental toxicity (Makoto and Harazono, 2001).

During the period of organogenesis, effects of drugs may manifest as abortions,
malformations or retarded development (Sullivan, 1993). The BTMT exposure to pregnant
mice in GD 8 had no effect on fertility in terms of uterine implants, fetal death or fetal growth
retardation in fetuses of mice. However, an increase in embryonic resorptions and prenatal
losses, a decrease in the number of live fetuses and in viability index suggest an impact on
intrauterine growth and/or survival in mice. Therefore, alterations in these parameters could
pose a considerable threat to successful pregnancy. According to Ford (1982), the presence of
resorption sites correlates to post-implantation loss and indicates a failure in the process of
embryonic development.

On the other hand, in this study the assessments of external morphology of fetuses
after caesarean rates did not indicate any external visible alteration (gross malformation), with
an exception of a fetal skeletal malformation, demonstrated by an increase in bipartite
supraoccipital of skull in BTMT-exposed group. Chahoud and Paumgartten (2009) have
reported that some skeletal alterations are believed to be transient changes of minor impact on
survival or health. Thus, little effects were observed in reproductive performance at the end of

pregnancy. Additionally, no intrauterine effects were detected in fetal growth and placental
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morphology. The possibility of placental alterations associated with a decrease in its
functional role (Levario-Carrillo et al., 2004) were not considered here because the placentas
of dams exposed to BTMT were not immature.

The induction of developmental toxicity no associated with maternal toxicity suggest
that changes or abnormalities in the fetuses may only be related to treatment (Marques et al.,
2010). In the experimental protocol presented in this study, the little adverse effects on
embryo/fetal development were not associated to maternal toxicity, indicating that an
impairment in the reproductive process might be related to BTMT exposure. Therefore,
exposure to BTMT induced low toxicity in the uterine environment in mice, and it was
embryolethal without being teratogenic.

In general, in early pregnancy failure there is an increase in markers of oxidative stress
and a probable decrease in maternal antioxidant status. In this context, maternal alterations
might have a direct reflection on embryonic and fetal redox status (Allen, 1991). An increase
in ROS generation will most likely affect the entire antioxidant defense mechanism (Allen,
1991). In this way, teratogenicity of drugs such as thalidomide and alcohol has been shown to
involve ROS-mediated oxidative damage (Zaken et al., 2000), indicating that the human fetus
can be irreversibly damaged by oxidative stress. Conversely, BTMT did not alter biochemical
end points of oxidative damage in tissues of dams and fetuses. The results clearly
demonstrated that neither the levels of lipid peroxidation and AA nor the activity of GST and
CAT were altered by BTMT exposure. It is known that one of the mechanisms of toxicity of
tellurium compounds is that they have the ability to generate oxidants (Chen et al., 2001).
Previous studies reported that the toxicity of organic compounds of tellurium is mediated in
part by the ability to react with thiol groups of important biological molecules (Nogueira et
al., 2004; Luchese et al., 2007) by inhibiting enzymes containing thiol-like 8 ALA-D (Meotti

et al., 2003). The activity of 5-ALA-D was also determined in this study. Even using a route
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that favors the bioavailability, this biomarker has not changed at the dose tested and in none
of the maternal and fetal tissues studied. In fact, in our study BTMT did not affect
biochemical parameters, which could reveal mechanisms of toxicity, however, can not be
considered toxic to the embryo-fetal development in mice at a dose of 32.8 mg/kg. The
histopathological findings are strictly in accordance with the biochemical ones, since the
exposure to BTMT did not alter biochemical end points in both kidneys and liver, particularly
vulnerable to toxic agents (Grance et al., 2008).

Different from the results presented here, previous studies from our research group
demonstrated that ditelluride was toxic to rodent fetuses (Stangherlin et al., 2005; Roman et
al., 2007). It is important to highlight that the structure of BTMT is very different from the
ditelluride. It is known that ditellurides are more reactive than tellurides because of the weak
Te—Te bound when compared to the Te—carbon bound (Petragnani, 1994), and this probably is
the main reason to many different effects found in vivo for BTMT when compared to
ditelluride, once the biotransformation process seems to be important to the actions of these
compounds in vivo.

In conclusion, a single oral exposure of a relatively high dose of BTMT on GD 8
affected some fetal endpoints in the complete absence of maternal toxicity in mice. Moreover,
biochemical end points of oxidative damage were not modified in dams and fetuses BTMT-
exposed group. Further detailed toxicological studies of the susceptible days and the change

of susceptibility with time in animals exposed to BTMT are needed.
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Tables

Table 1. Maternal effects of pregnant mice exposed to BTMT on GD 8.

Parameters Control Experimental
No. of treated dams 7 6
No. of death dams 0 0
No. of aborted dams 0 0
Food consumption (g/kg/day) 6.01 £1.05 587 +1.31
Water consumption (g/kg day) 9.96 £ 0.97 9.29+£0.91
Maternal weight (g)
GDO 32.46 £ 3.33 36.71 £ 3.45
GD 8 ( treatment day) 34.25 +3.33 38.85 +4.02
GD 12 38.06 £+ 2.60 41.13 £ 3.67
GD 18 51.95+7.36 56.0 £5.38
Maternal weight gain (g)
GD8-12 5.26 £ 4.46 4.05+£4.05
GDO0-18 21.16 £5.13 19.78 + 8.62
Corrected body weight gain (g)° 4.01+1.96 4.41 +2.33
Corrected body weight (g)" 38.85 + 2.63 42.26 + 3.87
Ovary (g) 0.013 + 0.007 0.014 +0.004
Gravid uterus weight (g) 16.22 £ 4.13 10.94 + 3.59*
Organ weight on GD 18 (g)
Liver (absolute)* 2.72 £0.40 2.91+£0.23
(relative)® 6.82 +0.70 7.05 +0.55
Brain (absolute) 0.39 £0.02 0.42 £0.03
(relative) 1.01 £ 0.07 1.0 £0.09

Data are expressed as mean + SEM
* Significantly different from the control group at p < 0.05.

& Corrected body weight gain = maternal body weight gain on GD 0-18 minus gravid uterus weight.
> Corrected body weight = final body weight minus gravid uterus weight.

¢Organ weight (g)
4 Organ weight (g)/body weight corrected



Table 2. Reproductive parameters from dams exposed to BTMT on GD 8.

Parameters Control Experimental
No. of pregnant mice 7 6

No. of implantations sites/pregnant dam 1266 +196  11.16 £2.63
Resorption

No. of total resorption/pregnant dam 1.16 £1.32 3.83+£2.13*
No. of early resorption/pregnant dam 0.83+0.98 2.0+£2.30
No. of late resorption/pregnant dam 0.33+0.51 1.50 + 1.04*
No. of live fetuses/pregnant dam 10.66 +2.25  6.80 £ 1.92*
No. of dead fetuses/pregnant dam 0 0.14 £0.37
Prenatal loss® 10.11£9.75 35.95 + 14.70*
Viability index ° 89.88+9.76 62.89 + 12.99*
Fetal body weight (g) 1.10+£0.14 1.03+£0.11
Placental weight (g) 0.12+0.02 0.12+£0.01
Placental index ° 0.11 +0.03 0.11 +£0.02

Data are expressed as mean+SEM

#Prenatal loss (per implantation sites/litter) is presented as percent of non-live implantation sites per litter.
®Viability index (Number of live fetuses/number of fetuses)x100.

¢Placental index (Weight placental/weight fetuses)
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Table 3. Incidences of skeletal anomalies in fetuses of dams exposed to BTMT on GD 8.

Parameters Control Experimental
Total fetuses (litter) examined Skeletal alterations® 12 (7) 11 (6)
Skull
Frontal
Incomplete ossification 0 (0) 18 (33)
Parietal
Incomplete ossification 25 (43) 0 (0)
Interparietal
Incomplete ossification 33 (43) 18 (33)
Supraoccipital
Incomplete ossification 42 (57) 36 (67)
Bipartite 8 (14) 64* (83)
Zygomaticum
Bipartido 25 (28) 45 (50)
Cervical vertebrae
Incomplete ossification 17 (14) 0 (0)
Thoracic vertebrae
Incomplete ossification 0 (0) 10 (17)
Sternebrea
Incomplete ossification 50 (71) 64 (83)
Misshapened 0(0) 27 (33)
Bipartite 25 (43) 10 (17)
Absent 17 (28) 10 (17)
Ribs
Incomplete ossification 17 (28) 36 (33)
Short supernumerary”
Bilateral 8 (14) 10 (17)
Unilateral 0 (0) 9.09 (16.6)
Forepaw
Inc. oss. of metacarpal bones 25 (42.8) 27.2 (50)
Digits incompletely ossified 25 (43) 36 (67)
Hindpaw
Inc. oss. of metacarpal bones 25 (43) 36 (50)
Digits incompletely ossified 17 (28) 45 (67)
Caudal bones
Incomplete ossification 33 (43) 18 (33)

Incpl. oss. = bone incompletely ossified.
®Data are presented as percent of examined fetuses and, between parentheses, as percent of evaluated litters.
* p<0.05 when compared to the control group by the Chi-square test.
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Table 4. Effect of BTMT on biochemical parameters in liver and brain of dams and fetuses, and placenta of dams on GD 8.

ALA-D* TBARS" Ascorbic acid® GST? CAT®
Parameters
Groups/ - - - - -
Control Experimental  Control Experimental  Control Experimental  Control Experimental Control Experimental

Dam 36.7+12.0 32.4+13.2 30.7+6.7 28.3+4.8 298.6 + 74.5 329.4+65.2 301.4 £59.6 297.2+102.1 53.8+18.5 51.7+27.5
Liver

Fetus 29.5+10.0 30.9+938 43.9+155 448+12.1 317.5+56.8 335.2+96.7 134.7+235 1245+35.1 29.2+10.7 23.8+11.7

Dam 3710 49+19 33.2+9.0 28.6+9.3 417.9 £ 62.6 404.5 £56.9 326.2+142.0  387.4%219.0 32.8+15.5 36.5+15.8
Brain

Fetus 6.1+24 59+22 41.6 +18.5 50.5 + 16.6 511.7 +109.2 478.9£97.6 201.4+104.1 189.1 +82.0 46.0 +24.3 47.7+23.3
Placenta 125+3.6 140+55 33.5+7.6 36.0+5.0 254.5+65.3 248.1+459 84.2+48.7 87.6 +£80.7 13.2+9.7 23.4+152

Data are expressed as mean+SEM. of 6 - 7 animals per group (one-way ANOVA/Duncan) and expressed as ? (nmol PBG/mg protein/h); °(nmol MDA/mg protein); “(ug ascorbic acid/g tissue);
d(nmol/min mg protein); *(U/mg protein).



Figures

Figure 1

Figure 1. Chemical structure of 1-butyltellurenyl-2-methyl thioheptene (BTMT).
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Figure 2

Figure 2. Photomicrography of the maternal organ segments with a detail on the right of
(A,B) liver of control animal and (C,D) exposed to BTMT; (E,F) kidney of control animal and
(G,H) BTMT exposed-animal; (I) placenta of control animal and (J) exposure to BTMT.
Centrilobular veins (cv); Hepatocyte strings (arrow); Sinusoid capillaries (*); Glomerulus
(gl); Distal (dt) and proximal (pt) tubules; Decidua (d); Trophoblast giant cells (arrowhead);

spongiotrophoblast (Et); Labyrinth (L). H&E. x250 and x400, respectively.



75

4.3 Manuscrito 2

Toxicidade desenvolvimental e materna do 2-feniletinil-butil teltrio em

camundongos

MATERNAL AND DEVELOPMENTAL TOXICITY OF 2-PHENYLETHYNYL-BUTYL
TELLURIUM IN MICE

Silvane Souza Roman; Assis Ecker; Ethel Antunes Wilhelm;

Cristina Wayne Nogueira

Submetido a Reproductive Toxicology



76

Maternal and Developmental Toxicity of 2-Phenylethynyl-butyl tellurium in Mice

Silvane Souza Roman®®; Assis Ecker®: Ethel Antunes Wilhelm?®:

Cristina Wayne Nogueira®

*Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Universidade Federal de
Santa Maria, RS, CEP 97105-900, Santa Maria, Brazil

®Departamento de Ciéncias da Satde, Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missbes, Campus de Erechim, RS, CEP 99700-000 Erechim, Brazil

Correspondence should be sent to:

Cristina Wayne Nogueira

Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Universidade Federal de
Santa Maria, 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil.

Phone: 55-55 3220-8140

FAX: 55-55-3220-8978

E-mail: criswn@quimica.ufsm.br (Nogueira CW)



mailto:criswn@quimica.ufsm.br

7

Abstract

Organotellurium compounds have been reported as dual compounds acting as
pharmacological and toxic agents. The present study investigated the potential maternal and
developmental toxicity of 2-phenylethynyl-butyl tellurium (PEB) in mice. Pregnant adult
mice were exposed to a single oral dose of PEB (10 mg/kg) or vehicle at 4, 8 or 14 days of
gestation (GD). Following euthanasia (GD18), reproductive outcomes and teratogenesis were
assessed. No sign of sickness or abnormal behavior was observed in PEB exposed mice. The
body weight gain and corrected body weight gain of PEB exposed groups at different periods
of pregnancy were similar to those of the control group. Exposure to PEB did not affect
intrauterine growth or embryonic development, but increased prenatal loss at GD14 and
developmental variations at GD4 and GD8. In conclusion, a single acute oral exposure of 10
mg/kg of PEB, at GD14 affect the reproductive success in the absence of maternal toxicity in
mice.

Keywords: toxicity; tellurium; telluroacetylene; developmental; maternal; mice.
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1. Introduction

In recent years, reproductive and developmental toxicity has increasingly become
recognized as an important part of overall toxicology. The possibility of chemicals entering
biological systems during the critical periods of embryonic and fetal development, which span
the implantation, organogenesis and fetal periods, is of great concern with regard to possible
reproductive and developmental toxicity [1]. Thus, exposure of the embryo to a chemical
could alter the development of discrete cell populations (target cells) and result in
morphological, biochemical or physiological changes occurring after birth [2, 3].

Tellurium has been described as an element that crosses the placental barrier [4] then
the transfer and compartmentalization of the chemical from mother to fetus through the
placenta is an important factor by free drug characteristics and placental properties [5, 6]. In
this context, organotellurium compounds could be able to transmigrate through the placenta.
On the one hand, a single subcutaneous injection of diphenyl ditelluride caused fetus
abnormality in rats [7] and affected some fetal endpoints in mice [8]. Diphenyl ditelluride was
also reported to cause neurobehavioral alterations [9] and neurotoxicity to rodents [10]. On
the other hand, organotellurium compounds have been reported as pharmacological agents
[11, 12, 13]. Some researchers have reported that organotellurides are proficient antitumoral
drugs and their chemoprotective effects are related to their cytotoxicity [14, 15].

Vinyl tellurides have been described as pharmacological agents showing
antidepressant-like [16] and antioxidant properties [17]. Furthermore, telluroacetylenes are
also antioxidant agents in brains of mice [18].

Considering the dual effects of organotellurium compounds, this study investigated the
maternal and developmental toxicity of a single oral dose of 2-phenylethynyl-butyl tellurium

(PEB), a telluroacetylene compound, at specific days of gestation in mice.
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2. Materials and methods

2.1. Materials

2-Phenylethynyl-butyl tellurium (PEB) (Figure 1) was prepared according to the
literature method [19]. Analyses of the *HNMR and “*CNMR spectra showed that PEB
synthesized exhibited analytical and spectroscopic data in full agreement with its assigned
structures. The chemical purity of PEB (99.9%) was determined by Gas Chromatography
(GC) and High Performance Liquid Chromatography (HPLC). All other chemicals were of
analytical grade and obtained from standard commercial suppliers. PEB solution was freshly
made to carry out the experiments.

<Figure 1>
2.2. Animals

Female adult Swiss mice (25 - 35 g) from our own breeding colony were used. Animals
were maintained on a 12-h light/dark cycle, in an air-conditioned room (22-24 °C), with free
access to water and food (CR1 Nuvilab, Nuvilab Ltda., Curitiba, PR, Brazil). All procedures
were approved by the Local Ethics Committee (CEP. 048/PGA/08). Animals were used
according to the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animal
Resources, Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, Campus de

Erechim, Brazil.

2.3. Dose and maternal toxicity

The dose of 10 mg/kg of PEB was chosen based on a preliminary study. In this study,

female mice were orally exposed to a single dose (10 or 20 mg/kg) of PEB. After 72 h, the
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dose of 20 mg/kg of PEB caused mortality in 50 % of animals. By contrast, exposure to PEB
at the dose of 10 mg/kg did not cause any sign of general toxicity or death.

Thirty-six virgin female mice in the proestrous and estrous phases of the cycle were
mated overnight with male mice previously determined to be fertile (2:1). Gestation day (GD)
0 was considered when vaginal plug (solidification of sperm in the vagina was detected.
Dams recognized as pregnant were separated from male and housed individually in standard
polypropylene plastic cages (41x34x18cm). Dams were divided into control and exposed-PEB
groups. Each group were subdivided according to gestational period studied (GD4, GD8 and
GD14). Dams were exposed to a single oral dose (p.o) of PEB (10 mg/kg) or vehicle (10
ml/kg, canola oil). For the purposes of these studies, the GD18 period was divided into three
periods according to the developmental stages in mice: the first period was from GD1-GD4
considered to correspond to pre implantation period, the second period was from GD5-GD13,
the organogenetic period, which is considerable the period more susceptible to the
embryotoxicity and the third period was from GD14-GD18 [20]. After the PEB
administration, animals were daily examined for obvious signs of toxicity. The food
consumption, water ingestion and maternal body weight were verified daily up to GD18. Due
to ethical reasons, the number of animals was minimized.

At GD 18, dams of different groups were killed by CO, chamber and the ovaries and
uteri were removed by cesarean section. Maternal spleen, brain, liver, kidney and placenta
were removed and weighed wet. Portions of maternal tissues were fixed in 10% buffered
formalin, embedded in paraffin, sectioned at 4 um and stained by hematoxylin and eosin

technique for histological analysis in optical microscopy.

2.4. Reproductive toxicity
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The uterine horns were removed by cesarean section and the number of implantation
sites as well as resorptions, dead and live fetuses were recorded. Fetuses and their respective
placenta were weighed. These data were used in the calculation of litter weight, placental
litter weight as well as the placental and viability index. Pre- and postimplantation loss was
calculated. Fetuses were examined under magnification for gross external malformation. The
viability of fetuses was determined by the presence of spontaneous breathing or responses to
tactile stimulation. Findings were classified as anomalies, according to currently used
nomenclature [21]. Fetal internal skeletal anomalies were examined after collecting each
litter. Three live fetuses from each litter were preserved in 70% ethanol and stained with
Alizarin Red S by the technique described by Staples and Schnell [22]. The degree of fetal
bone development was evaluated by counting the ossification centers in some fetal bones
(skull bone, vertebrae, phalanges of the fore limbs, metacarpus, metatarsus, sternebrae, ribs

and caudal vertebrae).

2.5. Statistical analysis

The litter was used as the experimental unit. Statistical significance was assessed by
analysis of variance (ANOVA), followed by Duncan’s test for paired comparisons between
groups, when appropriate. Statistical analysis of incidence data (percentage of examined
fetuses and percentage of evaluated litters with skeletal anomalies) was used to Fisher’s Exact

test for 2 x 2 tables. A value of p < 0.05 was considered to be significant.

3. Results

3.1. Maternal toxicity
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Maternal findings for pregnant dam orally exposed to PEB at the dose of 10 mg/kg at
GD4, GD8 and GD14 are presented in Table 1. No sign of sickness or abnormal behavior was
observed in pregnant dam. None of the females aborted, delivered prematurely or died during
the experiment. Maternal food and fluid intake was increased in dams exposed to PEB at GD4
and GD8, but not at GD14, when compared to the control group. The body weight gain and
corrected body weight gain in animals exposed to PEB in different periods of pregnancy were

similar to those of the control group (Table 1).

Absolute and relative maternal organ weights (liver, kidneys, brain and spleen) were
similar between exposed groups and control group (Table 1). There was neither macroscopic

alteration nor histological change in the maternal tissues of exposed groups (data not shown).

<Table 1>

3.2 Reproductive toxicity

Fetuses of exposed dams at GD4, GD8 or GD14 did not show externally visible
abnormalities. The number of prenatal loss was significantly increased in dams exposed to
PEB at GD14. The number of implantation sites, the number of live and dead fetuses, the
placental weight and the placental index were similar in exposed and control groups (Table 2).
There was no effect of PEB exposure on the weight of fetus, the number of resorptions and
postimplantation loss (Table 2).

As shown in Table 3, the incidence of fetal skeleton alterations per litter was slightly
altered by PEB exposure at GD4 and GDS8, but not at GD14.

Exposure to PEB at GD4 increased the prevalence of incomplete ossification in the
frontal and interparietal bones, misslined sternebrae, digits and calcanhar incompletely

ossified of the hindpaw of fetuses when compared to those of the control group. Poor
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ossification in the caudal bones was observed in fetuses from dams exposed to PEB at GD4
and GD8 (Table 3). Furthermore, skeletal alterations were sporadically found in the fetuses of
mice exposed to PEB GD4-GD14, such as incomplete ossification of the parietal,
interparietal, supraoccipital, sternebrae and caudal bones, bipartite supraoccipital and
sternebrae, misslined sternebrae, digits incompletely ossified of the hindpaw and forepaw
(Table 3). Skeletal alterations similar to those above described were found in the control
group; therefore, they were considered spontaneous alterations.

<Table 2>
<Table 3>

4. Discussion

The present study investigated the potential maternal and developmental hazards of a
single oral dose of 10 mg/kg of PEB to mice administered at GD 4, 8 or 14. The results
indicated that PEB exposure at different developmental stages did not induce significant
maternal and developmental toxicity.

To evaluate prenatal toxicity induced by a chemical agent, many factors must be
considered, such as the period of pregnancy, the time of exposure and the dose administered,
among others [23]. The gestation period is one of stages more sensitive of reproductive cycle
and results in important responses. Today, it is known that in this period, most of the agents
through placenta easily and thus, it can be considered that maternal exposure to external
agents, can result in significant effects on embryo-fetal organism [20, 24]. In this sense, signs
of maternal toxicity usually observed in developmental toxicity studies are a decrease in the
weight gain, a decrease in food and water consumption, clinical signs, organ toxicity and
mortality [25, 26, 27, 28]. Considering the parameters of toxicity and histopathological data,
our results showed that exposure to PEB at GD4, GD8 or GD14 was not toxic to the dams. A

slight increase in water and food consumption during exposure to PEB at GD4 and GD8 was
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only observed during the beginning of the experiment, but this increase was temporary and
decreased at the end of the exposure, which may represent the animal's attempt to balance
their metabolic needs.

A failure in the embryo implantation can be related to the maternal exposure to
chemical agents that can interfere with this event by different mechanisms that include
morphological alterations in the embryo which interfere with the implantation or promote
embryolethality [29]. However, little effects were observed in maternal performance at the
end of pregnancy. In fact, there was no significant increase in the number of implantation
sites, total resorptions as well as dead and live fetuses, indicating that PEB did not affect
embryonic/fetal survival when administered at GD4, GD8 or GD14. In contrast, the presence
of resorption indicates a failure in embryonic development. Although we found an increase in
early resorptions which appeared in this protocol experimental before PEB exposure, the
prenatal loss in PEB-exposed group at GD14 should be considered a failure in embryonic
development caused by PEB. This argument is supported by the fact that the prenatal loss
index, the correlation between the number of resorbed and dead embryos with those
implanted in the uterus, evidently, the number of fetuses whose development was interrupted
[29]. Therefore, it is possible to assume that PEB to induce intrauterine imbalance im mice.

In this study, it was evidenced that PEB, a telluroacetylene compound, produced
discrete skeletal alterations in the embryonic development in specific days of gestation in the
absence of maternal toxicity. Evidence of slight alterations were found in fetal skeletal in
exposed groups at GD4 and GD8, therefore, these alterations could be considered variations
because they not adverse survival. Variations are changes that occur within the normal
population under investigation and are unlikely to adversely affect survival or health [21].
Furthermore, the incidence of variations in this study was seen per litter, and in this case, the

incidence of litters with these alterations should be considered. Some authors counter
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argument the idea that an increase in the occurrence of variations, even not being an adverse
effect, means that the chemical agent has the potential to perturb skeleton development [30].
According to Manson and Kang [28], agents capable of causing malformations are considered
teratogenic, whereas agents causing variations are considered embryotoxic.

Therefore, we assume that skeletal alterations found in our study are only variations in
the absence of fetal growth retardation. In addition, Chahoud and Paumgartten [30] have
reported that some skeleton observations as delayed ossification are believed to be transient
changes of minor impact on survival or health. In agreement with Fritz and Hess [31], a
reduced rate of ossification at a given time of development which is never less within the
normal range, may be indicative of a nonspecific retardation of fetal maturation. In the present
study, the fetal body weight was similar to the control group, implying that the PEB exposure
at GD4, GD8 or GD14 did not affect intrauterine growth. In fact, the fetal body weight is an
additional parameter to evaluate fetal development delay [32].

Taken together these results, the alterations found after PEB exposure at GD4 and
GD8 could be classified as variations and not as malformations or intrauterine growth
retardation. Moreover, if the damage caused by a teratogen is very severe, the pregnancy may
end in a spontaneous abortion or fetal death [33]. A variation, therefore, should be considered
in risk assessment, unless evidence exists that it does not have a detrimental effect on survival

or health after birth.

5. Conclusion

The present study showed that a single acute oral exposure of 10 mg/kg of PEB, at GD
14 induce to failure in embryonic development in the absence of maternal toxicity in mice. To
better understand the developmental effects of PEB, additional studies should be carried out
to investigate the occurrence of malformations and the possible effects of this compound on

survival health after birth.
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Tables

Table 1. Maternal toxicity of pregnant mice exposed to a single oral dose of PEB at days 4, 8
or 14 of pregnancy

Parameters PEB
Control (10 mg/Kg)
GD4 GD8 GD14
No. of treated dams 7 11 9 9
No. of death dams 0 0 0 0
No. of aborted dams 0 0 0 0
Food consumption
(9/kg) i
GDO0-8 53.58 +27.78 7415+16.76 %  81.50 + 13.04** 46.51 +11.28
GD8-12 23.40 £6.04 23.76 £ 6.24 22.99 + 3.89 25.38 £5.76
GD 12-18 42.64 +16.45 33.95+9.43 36.31+3.32 41.50 +7.61
GDO0-18 142.65 + 64.26 102.36 + 10.25 136.94 + 16.31 163.83 £ 63.71
Water consumption
(9/kg)
GDO0-8 68.73 £19.72 92.32+£16.76**  92.73 +15.37* 59.24 +32.0
GD8-12 33.25+13.62 27.75 +7.46 30.49 +5.05 41.48 +16.41
GD12-18 68.52 +22.58 53.13 +13.40 67.67 +17.73 74.09 £15.0
GDO0-18 129.10 £ 22.61 137.60 + 16.77 115.90 + 14.20 135.81 * 29.26
Maternal weight ()
GDO 25.13+2.72 26.69 + 1.80 26.41 +4.39 25.59 + 3.88
GD 18 44.24 +4.80 43.46 +5.43 43.99+4.30 43.53 +9.38
Maternal weight gain
(9)
GDO0-8 2.85+0.88 2.03+1.21 2.37+1.17 2.57+£1.35
GD8-12 447+1.19 4.95+2.12 3.91+1.42 3.99+1.73
GD12-18 11.76 £ 3.18 10.10 £ 4.02 12.24 £1.97 10.55 £ 4.54
GDO0-18 19.10 £ 2.99 16.77 £5.80 17.81+£2.37 17.94 £ 6.14
GD 0 - 18 (minus 7.16+£1.73 7.01+4.71 6.26 £ 1.48 4.89 +3.21
uterus weight)
Corgected body weight 32.30+£2.27 33.70+£3.10 31.29+5.31 31.06 £ 2.36
(9)
Ovary () 0.03 £ 0.006 0.02£0.01 0.02 £ 0.003 0.03£0.03
Gravid uterus weight 11.93 +3.60 9.75+5.44 12.58 + 2.26 13.04 +7.43
9)
Organ weight on GD
18(9)
Liver (absolute) 2.39+0.21 2.35+0.29 2.34+£0.22 2.15+0.34
(relative) ° 7.44 £ 0.89 6.98 £+ 0.65 7.94 +2.68 7.27+1.27
Brain 0.36 £ 0.02 0.30£0.11 0.34£0.03 0.36 £ 0.06
(relative) 1.13+0.13 0.91+0.33 1.22+0.47 1.25+0.26
Kidney 0.43+£0.09 0.44 £ 0.06 0.41 £ 0.05 0.39 £0.07
(relative) 1.33+0.24 1.31+£0.11 1.44 £ 0.55 1.30+£0.15
Spleen 0.12£0.02 0.14 £0.03 0.11£0.02 0.12 £0.03
(relative) 0.38 £ 0.09 0.42+0.10 0.39+0.12 0.40£0.10

Data are expressed as mean + SEM
* Significantly different from the control group at p < 0.05.
& Significantly different from the GD 14 group at p < 0.05.

® Corrected body weight = final body weight minus gravid uterus weight

¢Organ weight (g)

¢ Organ weight (g)/body weight



Table 2- Reproductive and developmental toxicity in pregnant mice exposed to a single oral

dose of PEB at days 4, 8 or 14 of pregnancy

Parameters Control PEB
(10 mg/Kg)
GD4 GD8 GD14
No. of pregnant mice 7 11 9 9
No. of implantations 8.57+2.93 7.54 +4.54 9.58 + 1.58 8.88 +4.75
sites/pregnant dam
No. of
resorption/pregnant
dam
Early resorption 0.85+1.46 1.0+1.18 1.23+2.05 1.22+1.09
Late resorption 0 0 0.16 £ 0.40 0
Total resorption 0.85+1.46 1.0+£1.18 1.29+1.75 1.22+£1.09
No. of live 7.71+£242 6.90 £ 4.20 8.80+1.32 7.44 £ 4.61
fetuses/pregnant dam
No. of dead 0 0 0.11+£0.33 0.22+0.44
fetuses/pregnant dam
Prenatal loss ? 1.09+2.90 5.44 +8.61 1.37+£1.75 17.64 + 24.99
Postimplantation loss 7.88 +13.35 13.38 £ 18.55 6.22 + 18.67 22.44 + 22.80
Viability index " 03.21 +13.68 88.73 +13.45 93.43+2.51 88.84 + 17.05
Fetal body weight (g) 1.22+0.24 1.09+£0.37 1.12+0.14 1.41+£0.29
Placental weight (g) 0.11 +0.06 0.12+0.01 0.10+0.01 0.12 +0.02
Placental index ° 0.09 £ 0.02 0.12 £ 0.05 0.09 £+ 0.008 0.08 £ 0.01

Data are expressed as mean+SEM
*p<0.05 when compared to the control and GD 8 groups

®Prenatal loss (per implantation sites/litter) is presented as percent of non-live implantation sites per litter.
PViability index (Number of live fetuses/number of fetuses)x100.
“Placental index (Weight placental/weight fetuses)
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Table 3. Skeletal anomalies in fetuses of mice exposed to a single oral dose of PEB at days 4,

8 or 14 of pregnancy

Parameters PEB
Control (10 mg/Kg)
GD4 GD8 GD14
Total fetuses (litter) 12 (6) 12 (6) 19(9) 18 (9)
examined Skeletal
alterations®
Skull
Frontal
Incomplete 17 (17) 25 (50)* 0 (0) 6 (11)
ossification
Parietal
Incomplete 17 (33) 25 (50) 16 (11) 6 (11)
ossification
Interparietal
Incomplete 42 (50) 58 (83)* 16 (11) 11 (22)
ossification
Supraoccipital
Incomplete 33 (50) 17 (17) 42 (55) 33 (56)
ossification
Bipartite 17 (17) 17 (33) 5(11) 11 (22)
Squamosal 33 (33) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Absent 0 (0) 17 (33) 0 (0)
Zygomaticum 0(0)
Incomplete 17 (17) 8 (17) 0(0)
ossification
Maxilla 0(0)
Incomplete 17 (17) 8 (17) 0(0) 0(0)
ossification
Cervical vertebrae 0(0)
Incomplete 8 (33) 8 (17) 7 (28) 0(0)
ossification
Sternebrae
Incomplete 25 (50) 0(0) 47 (89) 0(0)
ossification
Misslined 0 (0) 17* (33)* 5(11) 11 (11)
Bipartite 17 (17) 17 (33) 17 (21) 5(11)
Absent 17 (17) 25 (50) 5(11) 11 (22)
Forepaw
Inc. Oss. of metacarpal 0(0) 17 (33) 0(0) 11 (22)
bones
Digits incompletely 17 (17) 17 (33) 7(5) 11 (22)
ossified
Hindpaw
Inc. Oss. of metacarpal 0(0) 0(0) 21 (33) 5(11)
bones
Digits incompletely 17 (17) 25 (50)* 21 (33) 17 (33)
ossified
Oss. calcanhar 0 (0) 17* (33)* 0 (0) 0 (0)
Caudal bones
Incomplete 17 (17) 25 (50)* 25 (47)* 11 (22)
ossification

Incpl. oss. = bone incompletely ossified
®Data are presented as percent of examined fetuses and, between parentheses, as percent of evaluated litters.

* p<0.05 when compared to the control group by the Chi-square test.



Figures

Figure 1

Figure 1. Chemical structure of 2-Phenylethynyl-butyl tellurium (PEB).
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5. DISCUSSAO

A utilizacdo e os estudos de compostos organicos de teldrio pela comunidade
cientifica vem aumentando constantemente. Estes compostos sdo alternativas promissoras e
vantajosas para numerosas operacdes sintéticas (Petragnani e Comasseto, 1991; Petragnani,
1994; Zeni et al., 2006). Embora exista um crescente uso de compostos organicos contendo
telurio nos campos da quimica e bioquimica, ndo existem muitos relatos na literatura sobre
ensaios de toxicidade reprodutiva para que possam contribuir com os estudos de toxicidade,
na escollha de compostos organicos de telrio para testes farmacoldgicos.

J& estd estabelecido que compostos de teldrio atravessam as barreiras
hematoencefalicas, placentérias e a ependimal-fluido cérebro espinhal-sangue fetal (Deuticke
et al., 1992). Baseado nisso, este trabalho propds verificar o efeito toxicoldgico de compostos
organicos de teldrio, com énfase sobre o desenvolvimento embrionario e fetal em
camundongos.

No primeiro trabalho (artigo 1) foi estudado os possiveis efeitos teratogénicos do
ditelureto de difenila (PhTe), quando administrado via subcuténea (s.c.), em dias especificos
do desenvolvimento durante a gestagdo em camundongos Swiss. A partir dos dados obtidos
experimentalmente foi visto que o ditelureto de difenila (PhTe),, um composto organico de
teldrio amplamente estudado em nosso laboratério, induziu a efeitos adversos em maes e fetos
de camundongos, porém essa toxicidade foi menos acentuada se comparada aos efeitos
teratogénicos em fetos e a toxicidade materna do (PhTe), causados em ratos (Stangherlin et
al., 2005). De fato, neste estudo foi estabelecido que uma Unica injecdo subcuténea de 0,12
mg/kg (PhTe), (1/3 DLsg) reduziu o tamanho e o peso fetal e induziu a varias anormalidades
morfologicas em fetos de ratos, quando administrada no 10° e 17° dia de gestacdo,
constatando portanto, o periodo fetal do desenvolvimento pré-natal exclusivamente sensivel a
exposicdo de teldrio organico (Stangherlin et al., 2005). Em camundongos, a DL, (via s.c) foi
maior que 200 mg/kg, enquanto que em ratos, foi de 0,36 mg/kg. Baseado nisso, os dados de
desenvolvimento obtidos no artigo 1 utilizando a dose de 60 mg/kg de (PhTe), (500 vezes a
dose utilizada em ratos) reforcam que os camundongos foram mais resistentes a toxicidade do
(PhTe), quando comparados aos ratos pelo fato de afetar apenas alguns parametros maternos e
fetais no inicio e no final da gestacdo e na auséncia da toxicidade materna, ndo sendo portanto
um efeito secundario mediado maternalmente causado pelo (PhTe),. Quanto a teratogénese,
considera-se que 0os camundongos sdo menos suscetiveis a teratogenicidade do (PhTe), que 0s

ratos em termos de malformacdo grave. Isto é porque o (PhTe), causou malformacdes fetais
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grosseiras em ratos, mas ndo em camundongos, mesmo em dose embrioletal e quando
administrado em estagios de desenvolvimento comparaveis.

Além de ter sido constatado que este composto organico de tellrio induz a efeitos
adversos no desenvolvimento embrio-fetal em camundongos, foi visto que a espécie animal é
um fator relevante na diferenca de toxicidade durante a gestacdo (artigo 1), ja comprovado
em estudos com compostos organocalcogénios em ratos e camundongos ndo prenhes (Meotti
et al., 2003). Neste trabalho o (PhTe), foi 0 organocalcogénio mais letal quando adminstrado
pela via s.c (Meotti et al., 2003). Baseado nisso e nas condigdes de exposicdo realizada no
estudo anterior em ratos (Stangherlin et al., 2005), foi selecionada a rota de administragéo s.c
(artigo 1). Além do mais, a principal via de exposicdo ocupacional ao (PhTe), pode ser por
meio de absorcdo cuténea, haja visto que um manejo inadequado dos compostos sélidos em
laboratdrios de sintese organica, pode levar a absor¢do dérmica de telirio em humanos.

De fato, os resultados do artigo 1 apontam diferencas entre espécies quanto ao tipo e
severidade da toxicidade induzida por drogas. Diferencas de espécies na toxicidade estdo
muitas vezes relacionadas a diferenca no metabolismo e disposicdo do composto (Hucker,
1970; Caldwell, 1981; 1982). Se o tempo de exposicdo € mais critico para a teratogenicidade
do que para embrioletalidade na embriotoxicidade do (PhTe),, & possivel que em
camundongos a concentracdo da exposicdo embrionaria para este composto declina
drasticamente, de modo que pode ser insuficiente para causar malformacao fetal na dose baixa
e pode causar morte embrionaria para mascarar a teratogenicidade em doses altas. Esta ideia
baseia-se no fato de que a dose embriotoxica do (PhTe), em camundongos foi extremamente
alta quando comparada em ratos, sugerindo a rapida eliminagdo do composto em
camundongos. Porém, se consideramos os achados farmacocinéticos do disseleneto de
difenila (PhSe),, um analogo estrutural do (PhTe),, essa pressuposicdo € questionavel, pois foi
visto que os niveis plasmaticos do (PhSe), dissolvido no 6leo de canola e, administrado pela
via oral, sdo similares em ratos e camundongos atingindo um pico maximo de 30 minutos
apos a administracdo e a rapida queda nos niveis do composto, ja que se observou que 0
(PhSe), apresenta-se circulante até 8 horas ap0s sua administracdo (Prigol et al., 2009). A
lipofilicidade desses compostos explicaria a rapida absorcdo e disponibilidade na corrente
sanguinea, e também que os efeitos toxicoldgicos do (PhSe), sdo dependentes da via de
administracdo, veiculo da solucéo e espécie animal (Prigol et al., 2009).

Mais trabalhos vem sendo desenvolvidos com outras moléculas a fim de demonstrar a

diferenca de suscetibilidade a teratogenicidade entre ratos e camundongos. Foi visto que ratos



96

e camundongos sao suscetiveis a embriotoxicidade do indio nas mesmas fases de
desenvolvimento intra uterino, ou seja, no inicio do periodo organogenético. Entretanto, os
camundongos sdo menos suscetiveis a teratogenicidade do indio do que os ratos em termos de
malformagdo grave (Nakajima et al., 2000). Deve-se considerar que diversas alteragdes
fisiologicas que ocorrem na gestante interferem diretamente na farmacocinética das drogas,
podendo levar a um aumento na concentracdo plasmatica e efeitos toxicos desses quimicos
(Sa Del Fiol et al., 2000).

Dados do nosso laboratorio tém demonstrado que, além de teratogénico, o (PhTe), em
baixas doses induz a alteragbes neuro-comportamentais em filhotes de ratas Wistar,
indiretamente expostos durante o periodo lactacional (Stangherlin et al., 2006b). Mais tarde
foi verificado que a exposicdo ao (PhTe), via leite materno causou uma série de alteracdes no
status oxidativo cerebral dos filhotes e que as estruturas cerebrais mais afetadas foram o
hipocampo e o estriado (Stangherlin et al., 2009), sendo provavelmente um dos principais
mecanismos envolvidos nas mudancas comportamentais em filhotes de ratas observadas no
estudo de Stangherlin et al. (2006a). Sendo assim, as observacdes desses estudos sugerem que
0 (PhTe), (ou metabolito dele) passa para os fetos (artigo 1) e filhotes através do leite
materno (Stangherlin et al., 2006b; 2009), provavelmente por esse composto ter uma natureza
lipidica.

Os resultados obtidos no artigo 1 com o (PhTe),, nos motivou a estudar outros
compostos organicos de teldrio com perspectivas promissoras, porém com poucos estudos
toxicologicos. Como exemplo, pode-se destacar o efeito antioxidante de teluretos e diteluretos
organicos, os efeitos imunomodulatérios e a diversidade de usos correlacionados a este efeito
de uma telurana inorgénica denominada AS-101. Ademais, as aplicacbes de teluranas
organicas (organoteluranas) como inibidoras de proteases e as aplicacGes em modelos de
doencas compBem a mais recente contribuicdo ao cenario dos efeitos e aplicacdes bioldgicas
do tellrio e seus compostos (Cunha et al., 2009).

Com base em todos os aspectos acima mencionados, o estudo dos efeitos bioldgicos
das diferentes classes de compostos organotellrio ainda sdo um ramo aberto de investigacao.
Desta maneira 0 manuscrito 1 e 0 manuscrito 2, tratam de compostos estudados em nosso
laboratdrio que apresentaram atividade antioxidante in vitro e baixo efeito toxicoldgico em
experimentos in vivo e ex vivo em roedores (Savegnago et al., 2006; Souza et al., 2009).
Nesses manuscritos além da analise dos mesmos parametros de toxicidade previstos no

artigo 1, foram avaliados outros parametros, tais como bioquimicos e histolégicos a fim de
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complementar os resultados obtidos com a toxicidade materna e fetal. Para a determinagéo
das doses relatadas nos manuscritos foram realizados testes de toxicidade aguda (avaliados
em relacdo a sua toxicidade sisttémica em animais) com doses iniciais baseadas em
experimentos anteriores em nosso grupo de pesquisa e com perspectivas farmacoldgicas.
Ressalta-se que para os testes toxicoldgicos em camundongos prenhes foram identificadas as
faixas relativamente alta de doses. De acordo com Miranda et al. (2006), um nivel de dose
toxico para o organismo materno, aumenta as chances de trabalhar em faixas de dose capazes
de produzir algum tipo de efeito sobre o desenvolvimento embrio-fetal.

Nos resultados preliminares para a escolha das doses utilizada no manuscrito 1 e 2 foi
visto que doses muito proximas por nés utilizadas foram consideradas toxicas para as mées e
embrioletal para a maioria dos fetos, e que os fetos sobreviventes a toxicidade materna néo
apresentavam teratogenicidade.

A exposicdo a um agente quimico durante a gestacdo pode ter diferentes efeitos no
desenvolvimento preé-natal dependendo da dose administrada, da duracdo da exposicdo e do
periodo gestacional, sendo o periodo da organogénese o mais sensivel a acdo de agentes
externos por ser a fase de formacdo dos 6rgéos e tecidos (Sadler, 2005). Conforme mostra os
resultados do manuscrito 1, uma unica exposicdo a uma dose relativamente alta de 32,8
mg/kg de BTMT em um dos dias do periodo da organogénese (8° ddg), correspondente ao
periodo mais susceptivel a teratogenicidade em camundongos, afetou alguns parametros fetais
na auséncia de toxicidade materna, mas sem alterar os parametros bioquimicos de estresse
oxidativo nas mées e fetos, demonstrando ser um composto organico de teldrio menos toxico
que os diteluretos.

Em geral, os dados apresentados no manuscrito 1 confirmam a baixa toxicidade do
BTMT nas mdes e no desenvolvimento embrionario. Entretanto, a exposicdo aoc BTMT
induziu a baixa toxicidade no ambiente uterino em camundongos, e foi embrioletal sem ser
teratogénico. Sabe-se que a correlacdo entre a presenca de reabsorcbes e perdas poés-
implantacdo sdo indicativos de falhas no processo do desenvolvimento embrionario (Ford,
1982), visto no manuscrito 1. Portanto, as alteragBes nestes parametros podem constituir uma
ameaca consideravel para a gravidez bem sucedida. Esses resultados sugerem que os efeitos
embrionario observados, por menores que tenham sido, resultaram da toxicidade do composto
e ndo de intolerancia materna, pois existe correlacdo entre toxicidade materna e toxicidade
desenvolvimental (Chahoud et al., 1999). Efeitos embriofetotoxicos, quando na presenca de

toxicidade materna, sdo de menor significado, fato que dificulta enormemente a avaliagdo e o
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gerenciamento de risco (Murray et al., 1978), o qual foi desconsiderado em nossos resultados,
pois ndo encontramos indicativos de quaisquer sinais clinicos de toxicidade, tais como:
controle do peso corporal, do consumo didrio de racdo e de &gua, modificacdes da
deambulacdo, piloerecdo, ocorréncia de diarréia e morte do animal, além do peso de érgéos
materno (Khera, 1984). Entretanto, ndo observamos diferencas em relagdo ao peso relativo
dos 6rgaos materno (figado, rins, baco e placenta), o que confirma que as alteragdes do peso
destes 6rgdos apenas acompanharam as alteracGes do peso materno.

Além do mais, os resultados apresentados no manuscrito 1 confirmam a baixa
toxicidade desenvolvimental do BTMT na dose de 32,8 mg/kg, verificado pela baixa
incidéncia de anormalidades esqueléticas nos fetos expostos durante o 8° dia de gestacdo.
Haja vista que em ratos, a administragdo do (PhTe), no 10° dia de gestacdo foi teratogénico
por induzir hidrocefalia e edemas que foram incompativeis com a vida (Stangherlin et al.,
2005). O estagio do desenvolvimento por volta do 8° dia de gestagdo em camundongos €
considerado por corresponder ao redor do 10° dia de gestacdo em ratos (Damasceno et al,
2008).

E importante notar que a estrutura é muito diferente da estrutura de diteluretos e
teluretos ja estudadas e relatadas na literatura. Sabe-se que diteluretos sdo mais reativos que
teluretos por causa da fraca ligacdo Te-Te quando comparado com a ligacdo Te-carbono
(Petragnani, 1994), e isto provavelmente é a principal razdo para muitos efeitos diferentes
encontrados in vivo para 0 BTMT quando comparado com o (PhTe),, uma vez que 0 processo
de biotransformacéo parece ser importante para as acdes desses compostos in vivo. Dentre as
diversas classes de compostos organicos de teldrio, os teluretos vinilicos apresentam baixa
toxicidade pela potente atividade antioxidante e promissores para avaliacbes farmacologicas.
O dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato além de baixa toxicidade, possui atividade
antioxidante quando administrado sub-agudamente e por vias de rapida absorcdo em
camundongos (Avila et al., 2006; 2007; 2008). Assim como, 0 BTMT, por apresentar baixa
toxicidade ex vivo e in vivo e atividade antioxidante em baixas doses, sem alterar a atividade
da 6- ALA-D in vitro. Contudo, somente em doses mais elevadas (a partir de 24,6 mg/kg), é
que foram letais em ratos, alterando os parametros bioquimicos analisados nos animais
sobreviventes (Savegnago et al., 2006).

Neste estudo o valor da DLsp do BTMT foi de 21,32 mg/kg para ratos, enquanto que
no manuscrito 1 foi utilizado uma dose alta de 32,8 mg/kg em camundongos e conforme ja

discutido poucos foram os efeitos sobre a toxicidade reprodutiva e na auséncia de toxicidade
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materna, mostrando uma baixa toxicidade deste composto orgénico de teldrio quando
comparado aos efeitos toxicos do (PhTe),, descrito no artigo 1. O BTMT compartilha alguma
caracteristica estrutural do dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato, por ser também um
telureto vinilico, podendo este fato ser o primeiro passo para futuras investigacdes sobre a
toxicidade destes compostos (Zeni et al., 2006). Podemos constatar ainda, que os resultados
do manuscrito 1 corroboram com os resultados reportados por Borges et al. (2008) quanto a
baixa toxicidade dos teluretos vinilicos in vivo, com o valor da DLs, aproximadamente 30
vezes maior quando comparado ao (PhTe), e potente atividade antioxidante em baixas
concentragdes em ratos. Porém, ressalta-se que para a realizacdo deste trabalho foram
utilizados animais ndo prenhes, o que deve ser considerado.

O estresse oxidativo materno tem uma influéncia significativa sobre os resultados
adversos do nascimento através de oxigénio transplacentario e transporte de nutrientes ou
indiretamente, através das respostas hemodindmicas materna (Kannan et al., 2007). As
enzimas antioxidantes, como a CAT e GST, trabalham direta ou indiretamente para a
eliminagdo das ERO (Somogyi et al, 2007). Conforme visto no manuscrito 1, ndo houve
aumento de estresse oxidativo materno ou fetal por ndo ter sido encontrado alteracdes nos
niveis de peroxidagdo lipidica e AA como na atividade da GST e CAT. Alguns autores
demonstraram que a exposicdo materna a xenobioticos durante o a organogénese, induz a
toxicidade materna e teratogenicidade associado ao aumento de ERO no figado e na placenta
materna (Zhang et al., 2007; Zhao et al., 2008). Sabe-se que um dos mecanismos de
toxicidade dos compostos organicos de telrio é a capacidade que eles tém de gerar agentes
oxidantes (Chen et al., 2001). Estudos prévios reportaram que a toxicidade dos compostos
organicos de teldrio € mediado, em parte pela habilidade de reagir com grupos tiois de
importantes moléculas bioldgicas (Nogueira et al., 2004; Luchese et al., 2007) inibindo
enzimas contendo tiol como a 3-ALA-D (Meoti et al., 2003). A atividade da 6-ALA-D foi
também determinada neste protocolo. Mesmo utilizando dose alta, e na via que favorece a
biodisponibilidade, este biomarcador novamente ndo foi alterado na dose testada e em
nenhum dos tecidos materno e fetal avaliados, indicando uma possivel vantagem do BTMT
comparado aos outros compostos organicos de teldrio. De fato, em nosso estudo o BTMT nao
afetou os parametros bioguimicos, que poderiam evidenciar mecanismos de toxicidade, no
entanto, ndo pode ser considerado toxico para o desenvolvimento embrio-fetal em
camundongos na dose de 32,8 mg/kg. Nem mesmo foram vistas alteracdes histoldgicas,

inclusive no tecido hepatico materno, visto que 0s compostos de teltrio sdo metabolizados no
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figado (Amdur, 1947; Tani et al., 1981). No entanto, os efeitos observados no presente estudo,
embora estatisticamente significativo, ndo sdo muito drésticos e o uso de apenas uma dose e
um periodo da gestacdo especifico limita o alcance e a aplicabilidade geral dos resultados.
Porém, sdo importantes para verificar os efeitos toxicoldgicos para futuras aplicacdes
bioldgicas desses compostos.

Baseado nisso, no artigo 1 foi visto que a natureza e a intensidade dos efeitos
induzidos pelo (PhTe), depende fortemente do estdgio de desenvolvimento no qual o
organismo € exposto. Também o nUmero de perdas pds-implantacdo parece depender
fortemente do periodo de exposicdo, tendo sido estabelecido o inicio da organogénese, i.e. 0
periodo compreendido entre os dias 4° e 14° de gestacdo, como o intervalo de maior
vulnerabilidade aos efeitos embrioletais do (PhTe),, constatando que o efeito teratogénico
deste composto parece ser, preferencialmente, induzido na fase mais adiantada do processo do
desenvolvimento embrio-fetal. Diferentemente, a exposicdo ao BTMT interfere logo apos o
periodo da implantacédo pelo efeito embrioletal observado. Neste contexto, estudos adicionais,
ampliando o nimero de compostos organicos de tellrio na avaliacdo da susceptibilidade
embrio-fetal em diferentes fases do desenvolvimento devem ser conduzidos em nosso
laboratorio.

Frente a isso buscou-se por meio do manuscrito 2 verificar os efeitos do PEB nos
parametros reprodutivos de camundongos em periodos especificos da gestacédo, na dose de 10
mg/kg. O PEB, ja mostrou efeito antioxidante em baixas concentracdes, tanto em cérebro de
ratos in vitro quanto em cérebro de camundongos in vivo (Souza et al., 2009). Os dados
obtidos no manuscrito 2 mostraram auséncia de toxicidade materna, porém indicios de falhas
no sucesso reprodutivo no 14° dia de gestacdo, mas sem causar retardo de crescimento intra
uterino em camundongos nos diferentes periodos da gestacdo. Entre os animais controles e 0s
expostos ao PEB nos diferentes dias da gestacdo, ndo foram encontradas quaisquer alteractes
de toxicidade materna, indicando que o composto ndo parece ser tOxico para as maes,
considerando-se os sinais clinicos observados. Em adicéo, ndo foram observadas alteracGes
macroscopicas e/ou histopatoldgicas nos tecidos maternos, o que representa auséncia de
alteracdo na funcéo celular.

O que podemos observar é que em apenas um dos parametros de toxicidade previsto
em nosso protocolo foi significativo, que foi o aumento nas perdas pré-natais do grupo
exposto ao PEB, no 14° dia de gestacdo. Sabe-se que a proporcéao de reabsorcdes correlaciona

0 numero de reabsor¢des observadas e o numero de implantes vidveis e, portanto, quanto
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maior a proporcdo de reabsor¢cOes maior, evidentemente, o numero de fetos cujo
desenvolvimento foi interrompido (Kalter, 2003). Embora as perdas pré-natal encontradas em
nosso trabalho foram correlacionadas com o aumento das reabsor¢des precoce, que S&o
encontradas anteriores a exposicdo ao composto, ndo podemos descartar a possibilidade de o
PEB influenciar no sucesso reprodutivo, induzindo a falha no processo reprodutivo ou
embrioletalidade.

Os dados do manuscrito 2 sugerem que o PEB pode ser capaz de interromper a
gestacdo em camundongos, quando administrado apds a fase da implantacdo dos embrides no
Utero, que ocorre até o quarto dia da prenhez (Silva et al., 2002). Desta forma, no manuscrito
2 foi visto alteragdes quanto a manutencdo da gestacéo e sobrevivéncia embrionaria ou fetal
durante a vida intrauterina. Os demais parametros de toxicidade fetal quanto ao nimero de
implantes, fetos vivos, viabilidade fetal em todos os grupos expostos ao PEB ndo foram
alterados, porem evidenciaram-se alteracfes no esqueleto fetal nos grupos expostos no 4° e 8°
dias de gestacdo, mas que sdo consideradas variacdes e reversiveis, por terem sido
encontradas também nos fetos dos animais controles, portanto, ndo afetou adversamente a
sobrevivéncia dos fetos. De acordo com a literatura, as anormalidades estruturais podem ser
variacdes ou malformac6es (Chahoud et al., 1999). Este autor classifica os desvios do normal
encontrado no esqueleto como segue: as variagGes individuais de normal, retardo de
desenvolvimento do esqueleto (efeitos de atraso) e malformacdes. O termo variacdo é usado
para indicar uma divergéncia no desenvolvimento estrutural usual, podendo ndo afetar
adversamente a saude ou a sobrevivéncia. De acordo com Manson e Kang (1989), todo o
agente causador de variacGes pode ser considerado embriotdxico. Podemos perceber que
existem algumas divergéncias na literatura quando se trata de variacbes no esqueleto fetal.
Segundo Chahoud and Paumgartten (2009), as variacfes devem ser consideradas na avaliacao
de risco causada por um agente, a menos que existam evidéncias de que ele ndo tenha efeitos
negativos sobre a sobrevivéncia ou a satde dos filhotes apds o nascimento.

Em consideracdo a literatura e baseado nos resultados do manuscrito 2, podemos
sugerir que o PEB, na dose e parametros avaliados ndo causou toxicidade materna e influencia
no sucesso reprodutivo no 14° dia de gestacdo, no entanto, estudos comportamentais sao
necessarios, a fim de certificar que as variagfes encontradas no esqueleto fetal ndo afeta a
salde ou sobrevivéncia da ninhada p6s-natal. Assim, investigacGes adicionais sao necessarias
para determinar se as alteracdes acima mencionadas sdo de fato manifestacfes de toxicidade

desenvolvimental do PEB.
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A literatura é abrangente quando se trata de efeitos toxicos de xenobidticos durante a
gestacdo, pois, € uma das fases mais sensiveis do ciclo reprodutivo e que resulta em repostas
importantes. Hoje, sabe-se que, nesse periodo, a maioria dos agentes atravessa facilmente a
placenta e, dessa maneira, pode-se considerar que a exposicdo materna a agentes externos,
entre esses 0s agentes quimicos, pode resultar em efeitos importantes sobre um organismo
passivo, alvo secundario desses agentes, que é o organismo embrio-fetal (Damasceno et al.,
2008). Teldrio tem sido descrito como um elemento que atravessa a barreira placentéria
(Duckett e Ellem, 1971). E evidente que os quimicos com um peso molecular (menor que 600
kd) pode facilmente atravessar a placenta (Mirkin, 1973). Considerando as caracteristicas
quimicas do (PhTe),, do BTHT e do PEB tais como solubilidade lipidica e peso molecular
(409; 328; 285, respectivamente), infere-se que estes compostos organicos de tellrio podem
induzir a efeitos adversos desenvolvimental por atravessar a barreira placentaria, o qual foi
mais pronunciado pelo (PhTe),, mas que ndo pode ser ignorado a discreta embriotoxicidade
evidenciada pelos BTHT e PEB.

A lipofilicidade desses compostos explicaria a absorcdo e disponibilidade na corrente
sanguinea, e que os efeitos toxicoldgicos desses compostos sdo dependentes da via de
administracao, estrutura quimica dos compostos, dose, espécie animal e periodo da gestacgéo,
portanto, tornando dificil a comparacdo dos efeitos observados no artigo com os resultados
dos manuscritos 1 e 2, mas que ndo impossibilitam ou descartam a continuidade e a
importancia de pesquisas adicionais sobre as propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas
destes compostos. Podemos considerar ainda que alteracdes fisiolégicas que ocorrem na
gestante modificam o efeito de uma droga no organismo, por aumentar o volume sanguineo e
filtracdo glomerular, assim como a atividade hepatica podem diminuir muito a concentragédo
plasmatica de algumas drogas (Preston, 2004).

Em conjunto, esses resultados demonstram que fatores farmacocinéticos devem estar
envolvidos na diferenca de toxidade entre ratos e camundongos, assim como entre diteluretos
e monoteluretos, portanto, estudos deverdo ser conduzidos a fim de verificar o metabolismo

dos compostos organicos de teltrio no compartimento materno e fetal.
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6. CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesta tese mostraram diferencgas na toxicidade materna e no
desenvolvimento intrauterino em camundongos expostos aos compostos organicos de tellrio e
entre os resultados observados estéo:

- A exposicdo materna ao ditelureto de difenila (PhTe), na dose de 60 mg/kg via s.c. foi
embrioletal no 4° e 14° dia de gestacdo na auséncia de toxicidade materna, apontando para uma
certa seletividade dos efeitos adversos sobre o desenvolvimento embrio-fetal, mas diferente
daquele observado em ratos que foi toxico para as maes e teratogénico para os fetos, com dose
extremamente inferior ao de camundongos.

- A administracdo unica de 1-butiltelirio-2-metil tiohepteno (BTMT) na dose aguda de 32,8
mg/kg, via oral, no 8° dia de gestacdo, um dos dias do periodo da organogénese, foi embrioletal
na auséncia da toxicidade materna em camundongos. Esses achados indicam a embrioletalidade
causada pelo BTMT.

- A administracdo de 2-feniletinil-butil telurio (PEB) na dose aguda de 10 mg/kg em
diferentes dias especificos da gestacdo em camundongos, ndo apresentou toxidade materna,
mas afetou o sucesso reprodutivo.

Os dados desta tese apontam que 0s teluretos sdo compostos promissores para maiores

estudos farmacoldgicos e toxicologicos para elucidar os efeitos toxicos desenvolvimental.
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