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RESUMO

Dissertacédo de Mestrado
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Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil
AVALIACAO DOS EFEITOS BIOLOGICOS DO (S) (3-FENILTELANIL
PROPANAMIDA) SUCCINATO DE DIMETILA, UM NOVO TELURIO AMINOACIDO

DERIVADO DO ACIDO ASPARTICO

AUTORA: DAIANE FRANCINE MEINERZ
ORIENTADOR: JEFERSON LUIS FRANCO
CO-ORIENTADOR: JOAO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 25 de margo de 2011

Estudos recentes de nosso grupo de pesquisa demonstraram que o0 composto (S)
(3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila, um telGrio aminoacido apresentou
atividade mimética da enzima Glutationa Peroxidase (GPx), indicando potencial
antioxidante. Contudo, a toxicidade e a farmacologia deste composto ndo sao
conhecidas. Assim, 0 presente estudo teve como objetivo investigar as potenciais
propriedades toxicologicas deste composto em modelos in vitro e in vivo. Nas
analises in vitro foram utilizados testes bioquimicos como: atividade mimética a GPX,
atividade tiol oxidase e determinacéo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS). Além disso, as analises in vivo foram realizadas com a utilizacdo de
camundongos machos adultos, tratados e submetidos a testes comportamentais
(exploracdo e locomocédo). Para os estudos ex vivo foram dosados a atividade de
enzimas antioxidantes, e testes para avaliar o potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico do composto. Com o intuito de verificar potenciais mecanismos de acao
do composto, foram utilizados inibidores das enzimas Glutationa Redutase (GR) e
Tiorredoxina Redutase (TrxR). Os resultados demonstraram que 0 composto
apresentou importante atividade antioxidante in vitro. No entando, quando testado in
vivo em dose maiores, o0 mesmo demonstrou-se potente agente genotdxico e
mutagénico nas doses de 175 e 195 umol/Kg. Por outro lado, quando testado em
doses menores (1/2 DLsg) 0 composto ndo demostrou significativos sinais de

toxicidade. Quanto ao tratamento com os inibidores das enzimas GR e TrxR, os



resultados demostraram que a inibicAo destas enzimas n&o afeta a acdo do

composto.

Palavras-chave: (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila, antioxidante,
toxicidade, estresse oxidativo.



ABSTRACT

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

Evaluation of the biological effects of (S)-dimethyl 2-(3-
(phenyltellanyl) propanamido) succinate, a new telluroamino acid
derivative of aspartic acid

AUTHOR: Daiane Francine Meinerz
ADVISOR: Jeferson Luis Franco
CO-ADVISOR: Joao Batista Teixeira da Rocha
Place and Date of the Defense: Santa Maria, 25" march, 2011.

Recent studies from our group demonstrated that the (S)-dimethyl 2-(3-
(phenyltellanyl) propanamido) succinate compound, a telluroamino acid showed
glutathione peroxidase (GPx)-like activity, attesting to its antioxidant potential.
However, toxicology and pharmacology from this compound are unknown. Then, the
present study aimed to investigate the potencial toxicological properties of this
compound in vitro and in vivo. For in vitro analysis were used biochemical tests as:
GPx-like activity, tiol oxidase activity and TBARS determination. Futhermore, the in
vivo analyses were carried out using swiss albino male adult mice treated and
submitted to behavioral tests (exploration and locomotion). For ex vivo studies, the
antioxidant enzyme activity, and tests to evaluate citoxicity, genotoxicty and
mutagenicity of compound were carried out. In order to verify the potencial
mechanisms of action of the compound, we used the GR and TrxR enzymes
inhibitors. The results indicated that the compound presented an important
antioxidant activity in vitro. However, when the compound was tested in vivo with the
highest concentrations, it was shown as a potent genotoxic and mutagenic agent at
doses of 175 e 195 umol/Kg. On the other hand, when the compound was tested at
minor doses (1/2 LDsyp), it did not demonstrate significant signs of toxicity. In relation
to treatment with inhibitors of GR and TrxR enzymes, the results showed that the
inhibition of these enzymes did not affect the compound action in our model of study.

Key words: (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido) succinate, antioxidant,
toxicity, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Da familia dos calcogénios, assim como o enxofre (S) e o selénio (Se), o
Telurio (Te) foi descoberto em 1782. Entretanto, a inclusdo desse atomo em
moléculas organicas ocorreu apenas no inicio do século XIX.

O Te pode apresentar-se com diferentes nimeros de oxidacéo: Te*® (telurato),
Te* (telurito), Te (teltrio elementar) e Te™ (telureto) (Scansetti, 1992). No entanto,
€ encontrado com maior frequéncia na forma de teluretos de ouro, bismuto, chumbo
e prata (Zeni e cols., 2003).

Industrialmente o Te? é utilizado no manufaturamento de semicondutores e
outros componentes eletrénicos, como microchips e discos de DVD regravaveis
(Green e cols., 2007). Ele também é utilizado na produc¢édo industrial de vidro e aco,
e como um aditivo anti-detonante da gasolina (Fairhill, 1969). Além disso, €&
empregado no processo de sintese de alguns farmacos e explosivos, na
vulcanizacéo da borracha, em lubrificantes sélidos e na petroquimica (Taylor, 1996).
O Te inorganico € encontrado em solucdes oxidantes que servem para polir metais
(Yarema e Curry, 2005). E ainda, o Te vem sendo utilizado como intermediario na
sintese organica (Petragnani, 1995)

O aumento do uso industrial de produtos quimicos como o Te®, resulta em
riscos ocupacionais e ambientais para a saude humana, e cresce a preocupacao em
relacdo aos potenciais efeitos adversos desses compostos. Os primeiros relatos a
respeito da toxicidade do Te aconteceram apés o acidente de Windscale (UK),
guando um reator pegou fogo e liberou grande quantidade de material radioativo,
incluindo Te 132 (Stewart e Crooks, 1958; Wakeford, 2007).

O Te pode ser prontamente absorvido pelo organismo através da dieta,
principalmente na forma de compostos organicos. Entretanto, a exposicdo e a
absorcao de Te inorganico na forma de teluritos e teluratos também ocorre (Larner,
1995). Casos de intoxicacdo ocupacional aguda por Te sao raros, entretanto,
guando ocorrem, 0s sintomas sao: dores de cabeca, sonoléncia, nauseas, alteracao
da frequéncia cardiaca, bem como odor caracteristico de alho, na respiracdo e na
urina (Mdller e cols., 1989; Taylor, 1996).

Os efeitos toxicos do Te podem estar relacionados ao seu estado de
oxidacéo, dose administrada e tipo de animal testado (Nogueira e cols., 2004; Van

Vleet e cols., 1982). O mecanismo proposto para explicar essa toxicidade envolve a



interacdo com residuos tidlicos (-SH) de moléculas biologicamente ativas. Os
compostos organicos de Te tém a capacidade de oxidar os grupamentos—SH,
inativando enzimas e/ou diminuindo a concentracdo de moléculas sulfidrilicas néo-
protéicas (Blais e cols., 1972; Young e cols., 1981). Ainda, essa toxicidade pode
também estar relacionada a habilidade dos compostos de Te induzirem a formacgéao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Chen e cols., 2001).

Apesar das propriedades toxicas atribuidas aos compostos de Te, existem
relatos na literatura atribuindo importantes propriedades farmacoldgicas aos
compostos organicos de Te tais como, quimioprotetora, antitumoral, antiviral
(Engman e cols., 2000, 2003 a; Cunha e cols., 2005; Nyska e cols.,1989) e a
capacidade de mimetizar a atividade da glutationa-peroxidase (GPx) que, as
custas de glutationa (GSH), neutraliza o peréxido de hidrogénio (H,0,).

Em 1992, Engman e colaboradores demonstraram, utilizando a técnica de
ressonancia magnética nuclear, que varios diaril diteluretos possuem atividade tiol
peroxidase superior aos compostos analogos contendo Se, propondo um
mecanismo de reacdo geral para estes compostos (Esquema 1-Engman e cols.,
1992).

ArTe-TeAr
H0o /RSH
ArTeSR
ASH 1 H,0
RSH Lant
hre
ArTeH +R5SR o
20 ll
ArTeOH ArTeSR
H0, 13
RSSR RSH

Esquema 1 — Mecanismo proposto da reacao tiol peroxidase de diteluretos

(Engman e cols., 1992)

Posteriormente em 1993, Andersson e colaboradores reportaram a atividade

mimética da GPx de diaril teluretos substituidos com moléculas doadoras de



elétrons. Além disso, estes autores apontaram que o efeito antioxidante destes
compostos se devia a formacdo de teluroxido, resultante da oxidagdo do Te+2 a
Te+4, que seria novamente reduzido ao estado inicial pela GSH, num
mecanismo catalitico, neutralizando radicais livres e as espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio (Andersson e cols., 1993).

De particular importancia, compostos organicos de Te tém sido reportados
como excelentes antioxidantes em varios modelos de estresse oxidativo (Briviba e
cols., 1998; Engman e cols.,1995; Jacob e cols., 2000; Avila e cols., 2006, 2007,
2008, 2010).

Recentemente, observou-se que uma série de novos compostos de Te
derivados de aminoacidos demontraram atividade mimética a GPx (Braga e cols.,
2009; Alberto e cols., 2009) atestando para um potencial antioxidante dos mesmos.
Em adicdo, o composto que sera utilizado neste estudo, (S) (3-feniltelanil
propanamida) succinato de dimetila, foi o que apresentou melhor atividade mimética
a GPx in vitro dentre os vinte novos derivados de aminoéacidos testados (Braga e
cols., 2009).

No entanto, estudos adicionais precisam ser realizados para verificar sua
atividade farmacoldgica/toxicologica in vitro e in vivo.

Adicionalmente, considerando-se que o mecanismo pelo qual o (S) (3-
feniltelanil propanamida) succinato de dimetila pode induzir toxicidade nao se
encontre elucidado, ha a necessidade de novos estudos experimentais que
investiguem os mecanismos de toxicidade deste composto, bem como seus efeitos

genotéxicos que resultam em danos ao acido desoxirribonucléico (DNA).



2. JUSTIFICATIVA

Sabendo-se que a toxicidade dos compostos organicos de Te esta
relacionada principalmente a exposicdo ocupacional, e que estes compostos séo
amplamente utilizados em sintese organica em laboratoérios ao redor do globo, torna-
se importante compreender os potenciais mecanismos de toxicidade do (S) (3-
feniltelanil propanamida) succinato de dimetila utilizando diferentes modelos animais.
Além disso, a literatura especifica da area demonstra que muitos compostos
organicos Te sintéticos apresentam-se como potentes antioxidantes, sugerindo a
utilizacdo destes compostos como agentes terapéuticos. Desta forma, € relevante

conhecer a toxicologia destes compostos.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

A fim de obter mais informac@es sobre o potencial toxicolégico, bem como de
outras atividades biolégicas desta classe de compostos orgéanicos de Te, o0 presente
estudo objetivou investigar os efeitos bioldgicos do composto (S) (3-feniltelanil
propanamida) succinato de dimetila, Te aminoacido derivado do &cido aspartico, em

modelos experimentais in vitro e in vivo.

3.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar os efeitos do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila
sobre a peroxidacédo lipidica cerebral, atividade mimética a GPx e tiol
oxidase em modelos experimentais in vitro;

2. Avaliar, in vivo, os efeitos da administracdo subaguda pela via subcutanea
(s.c.) do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila sobre o
indice de mortalidade e peso corporal de camundongos;

3. Observar sinais de toxicidade induzidos pelo (S) (3-feniltelanil
propanamida) succinato de dimetila em modelo experimental com
camundongo durante o periodo de exposicdo ao composto;

4. Auvaliar o efeito da exposicao ao (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato
de dimetila sobre parametros de “estresse oxidativo” e alteracbes
comportamentais em modelo experimental de camundongos e o possivel
bloqueio destes efeitos pela pré-exposicdo desses animais a N-
acetilcisteina (NAC);

5. Investigar o possivel efeito genotoxico e mutagénico do (S) (3-feniltelanil
propanamida) succinato de dimetila em amostras sanguineas de
camundongos;

6. Verificar o efeito de inibidores das enzimas antioxidantes TrxR e GR em
sinapssomas isolados de camundongos tratados com o (S) (3-feniltelanil

propanamida) succinato de dimetila.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Teldrio

O Telurio (Te) pertence ao grupo 16 da tabela periddica, conhecido como
grupo dos calcogénios. Foi descoberto em 1782, isolado pela primeira vez em 1798.
Entretanto, a inclusdo deste atomo em moléculas organicas ocorreu somente no
inicio do século XIX. Além disso, o Te pode apresentar-se com diferentes nimeros
de oxidacdo: Te'® (telurato), Te*™ (telurito), Te® (telGrio elementar) e Te™ (telureto)
(Scansetti, 1992).

Os compostos de Te sao importantes na producao industrial de vidro e aco,
bem como um aditivo anti-detonante na gasolina (Fairhill, 1969). Adicionalmente, sao
utilizados na producéo de explosivos, na vulcanizacdo da borracha, em lubrificantes
sélidos, solucdes oxidantes para polir metais e na indastria petroquimica
(Fairhill, 1969; Taylor 1996). Também o Te tem acdo bactericida, fungicida e
inseticida (Kormutakova e cols., 2000; Toptchieva e cols., 2003; Castro e cols.,
2009).

Recentemente, esse semi-metal vem sendo muito empregado na manufatura
de semicondutores particulados, sistemas de energia fotovoltaica e outros
componentes eletrénicos, como microchips e discos de DVD regravaveis (Green e
cols., 2007; Zhang & Swihart, 2007; Wang e cols., 2008). Possui também uma
grande aplicacdo na industria farmacéutica, sendo importante na sintese de
farmacos (Friedman e cols., 2009).

Contudo, esse aumento no uso industrial do Te, tanto das suas formas
organicas quanto inorganicas, trouxe riscos ocupacionais e ambientais para a saude
humana (Meotti e cols., 2003; Borges e cols., 2007).

O Te metélico também esta presente na composi¢cao de organismos vegetais,
particularmente em membros da Familia Alliaceae, em que o0 representante mais
popular é o alho (Larner, 1995). Alguns estudos ja demonstraram que pequenas
guantidades de Te foram identificadas em fluidos corporais de camundongos,
tais como sangue e urina (Siddik & Newman, 1988; Newman e cols., 1989).

Em 1967, Shoereder e colaboradores determinaram, utilizando espectrometria
de absorcdo atbmica, que 0s organismos humanos possuiriam aproximadamente

600mg de Te, uma quantidade relativamente grande em comparagdo com outros



elementos traco como o ferro e o0 zinco. Apesar desta grande quantidade, nenhuma
funcéo fisiolégica foi ainda atribuida ao teldrio para humanos bem como para outros
mamiferos (Taylor, 1996; Rezanka & Sigler, 2008).

Os efeitos do Te sobre o organismo animal comecaram a ser estudados por
Gmelin em 1824. Entretanto, os primeiros relatos a respeito da toxicidade do Te
aconteceram somente apos o incidente na cidade de Windscale, atual
Sellafield, na Inglaterra (Wakeford, 2007; Bergan e cols., 2008). Casos de
intoxicagdo ocupacional aguda por Te sao raros; entretanto, quando ocorrem, 0s
sintomas sao: dores de cabeca, sonoléncia, nauseas, alteracdo da freqiéncia
cardiaca, bem como odor caracteristico de alho, na respiracdo e na urina
(Blackadder & Manderson, 1975; Yarema & Curry, 2005).

Compostos de Te inorganico sdo compostos altamente toxicos, podem afetar
a pele e outros orgaos, entre os quais os rins (Taylor, 1996). Também s&o potentes
agentes neurotdxicos e, por serem permeaveis a barreira placentéria, teratogénicos
em ratos (Agnew, 1972). Causam hidrocefalia, hipomielinizagdo ou desmielinizagéo
(D’gregdrio & Miler, 1988; Taylor, 1996; Toews e cols., 1991).

Além disso, os compostos de Te atravessam as membranas celulares e se
localizam no citoplasma das células, mais especificamente nas mitocondrias, nos
primeiros estagios de intoxicacdo (Mizuno, 1969; Siliprandi & Storey, 1973). A
ingestao de determinadas quantidades de tellrio 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 gastrointestinal, dos 6rgaos
respiratérios, do sistema reticulo endotelial e do sistema nervoso (Morgan e cols.,
1997).0 metabolismo do Te nos tecidos ndo esta esclarecido, mas € sugerido que
os depositos negros ou os cristais puntiformes contém Te reduzido ou elementar
(Duckett, 1972).

O primeiro composto organico de Te foi sintetizado por Friedrich Wéhler em
1840. Desde sua descoberta até metade do século XX, a quimica dos compostos
organotelurados desenvolveu-se rapidamente. Nos dias atuais, esses compostos
constituem novos interesses farmacologicos. Varias destas substancias, com
diferentes caracteristicas e estruturas quimicas, vém sendo estudadas quanto as
suas propriedades farmaco e toxicoldgicas (Nogueira e cols., 2004; Rezanka &
Sigler, 2008). No Brasil, a quimica do Te foi introduzida pelo professor Nicola

Petragnani, o qual se dedica ao estudo de compostos organicos contendo Te e



sua aplicabilidade como intermediarios em sintese organica (Petragnani, 1995;

Comasseto e cols., 1997).

4.2. Propriedades farmacoldgicas de compostos orgéanicos de Telurio

Em 1987, Sredni e colaboradores descreveram pela primeira vez uma
atividade farmacoldgica para um composto organico de Te, ao demonstrarem as
propriedades imunomoduladoras do composto codificado como AS-101 (telurato de
tricloro  amonio-dioxoetileno-O,0’) em  camundongos, mediando efeitos
imunomoduladores e antitumorais (Sredni e cols., 1987).

Também Cunha e colaboradores em 2005, demostraram a importante
atividade antitumoral e efeito quimioprotetor de compostos orgénicos de Te que
podem estar relacionados a sua propriedade citotoxica e a habilidade de inibir
importantes enzimas necessarias para o crescimento tumoral (Cunha e cols., 2005)

Apesar da habilidade dos compostos de induzirem apoptose e alteracbes de
outras naturezas a fim de causarem morte celular, um novo alvo para a pesquisa
anticancer vem surgindo através da enzima TrxR. Esta enzima tem sua expressao
génica aumentada nas células tumorais, auxiliando no crescimento celular (Grogan e
cols., 2000). Engman e colaboradores sintetizaram uma série de compostos
analogos do telureto de difenila e observaram que alguns eram bons inibidores da
tiorredoxina redutase e inibidores do crescimento de células cancerosas.
Compostos organicos de Te na forma de sais, sollveis em agua, também foram
avaliados, e mostraram-se os melhores inibidores da TrxR ja testados (Engman e
cols., 2003a).

Adicionalmente, os compostos de Te foram amplamente utilizados
terapeuticamente em drogas que atuam no sistema imunolégico, no tratamento da
sifilis e da tuberculose (Kovalev, 1969).

O interesse no estudo de estresse oxidativo e a busca de moléculas com
atividade antioxidante mais potentes que os agentes nucleofilicos classicos também
se voltou aos compostos organicos contendo Te em fins da década de 1990.

A poténcia dos efeitos antioxidantes foi estudada em 1998, com compostos
do tipo diteluretos de diarila em sistemas celulares in vitro em niveis crescentes de

complexidade. Sendo que diferentes teluretos testados reduziram a formacgao de



espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e protegeram o tecido renal
contra o dano oxidativo induzido por reoxigenacdo apds anoxia, indicando um
potencial antioxidante interessante, envolvendo no seus efeitos citoprotetivos.

(Wieslander e cols., 1998). O mecanismo sugerido poderia estar ligado, ao menos

em parte, a uma atividade mimética de GPx (Wieslander e cols., 1998). Neste
contexto, ha um grande interesse na producdo de compostos organotelurados
com propriedades de mimetizar esta importante enzima antioxidante visando
uma potencial aplicacédo farmacolégica (Ren e cols., 2002; Dong e cols., 2004; Back
e cols., 2005).

De acordo, o composto organico de Te ditelureto de difenila (PhTe),, exibe
atividade tiol peroxidase, decompondo H;O, e uma variedade de outros
hidroperoxidos lipidicos em agua ou seus alcoodis equivalentes, utilizando GSH ou
outros tidis sintéticos reduzidos como doadores de elétrons (Engman e cols.,
1992; Kanda e cols., 1999; Klotz e cols., 2003; Nogueira e cols., 2004). Aléem
disso, estes autores apontaram que o efeito antioxidante destes compostos se devia
a formacdo de telurdxido, resultante da oxidacdo do Te+2 a Te+4, que seria
novamente reduzido ao estado inicial pela GSH, num mecanismo catalitico,
neutralizando radicais livres e as espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (Engman
e cols., 1994; Andersson e cols., 1994).

Adicionalmente, o composto estudado neste trabalho, o (S) (3-feniltelanil
propanamida) succinato de dimetila (Figura 1) apresentou melhor atividade mimética
a GPx entre 20 outros compostos de Te derivados de aminoacidos (Braga e cols.,
2009).

Figura 1. Estrutura do composto (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de

dimetila
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4.3. Propriedades toxicologicas de compostos organicos de telurio

Assim como o0 Te elementar e 0s sais inorganicos, 0s compostos organicos de
Te séo bastante toxicos, e a intensidade desta toxicidade depende da estrutura do
composto, da dose administrada e do tipo de animal testado (Nogueira e cols.,
2004).

Embora exista um crescente uso de compostos organicos contendo Te nos
campos da quimica e bioquimica, n&do existem muitos relatos sobre a
toxicidade dessas substancias at¢é o momento. No entanto, da mesma forma
gue na toxicologia dos compostos organoselenados, as moléculas contendo Te
sdo menos toxicas do que o0s compostos ibnicos desse metaléide (Nogueira e
cols., 2004; Kanski e cols., 2001). Além disso, os compostos organotelurados séo
muito mais efetivos que seus correspondentes analogos de Se ou S (Rooseboom e
cols., 2002).

Realmente, muitos efeitos toxicos dos compostos organicos contendo Te
devem-se a inibicdo da atividade enzimatica. Nesse sentido, o ditelureto de dimetila
e o dicloreto de dimetilteldrio interagem com grupamentos sulfidrila da enzima
esqualeno monoxigenase, causando uma inibicio da funcdo catalitica e
consequente desmielinizacdo das células de Schawn (Goodrum 1998, Laden &
Porter, 2001). Esse mecanismo explica um quadro patolégico conhecido como
neuropatia induzida por Te.

Assim, a toxicidade destes compostos deve-se principalmente a interacao
com residuos tidlicos (-SH) de moléculas biologicamente ativas. Os compostos
organicos de Te tém a capacidade de oxidar estes grupamentos —SH, inativando
uma enzima e/ou diminuindo a concentracdo de moléculas sulfidrilicas nao-
protéicas (Blais e cols., 1972; Deuticke e cols., 1992). De acordo, a oxidacdo da
GSH em glutationa oxidada (GSSG) pode ser um dos principais fatores da toxicidade
causada pelos compostos organicos de Te (Barbosa e cols., 1998).

Alguns autores sugeriram que o PhTe;, um composto organico que contém
Te, é neurotdoxico para camundongos e ratos (Nogueira e cols.; 2002; Moretto e
cols., 2003, Pinton e cols., 2010a), outro composto organico de Te como o 3-butyl-1-
phenyl-2-(phenyltelluro)oct-en-1-one também demostrou ser neurotéxicos in vivo,

guando administrados em ratos (Funchal e cols., 2010).
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Além disso, o PhTe, também tem a capacidade de causar toxicidade renal e
hepatica em roedores, quando administrado em doses baixas (Meotti e cols., 2003;
Borges e cols., 2007), além de toxicidade pulmonar (Pinton e cols., 2010b). Outros
compostos organicos de Te como o 1-buthyltelurenyl-2-methylthioheptene também
apresetaram hepatoxicidade e toxicidade renal, no entanto em doses mais altas
(Savegnago e cols., 2006).

Ainda, o ditelureto de difenila é capaz de reduzir a neurotransmissao
glutamatérgica em plaquetas de humanos (Borges e cols., 2004) e de inibir a enzima
6-aminoluvulinato desidratase (86-ALA-D) em eritrocitos humanos (Nogueira e cols.,
2003c). Adicionalmente, esse composto pode causar desordens hematoldgicas
guando utilizadas repetidas administragdes (Borges e cols., 2007).

Stangherlin e colaboradores demonstraram em 2005, que o PhTe, pode
ainda, ser teratogénico para fetos de ratos (Stangherlin e cols., 2005). Ja em 2010,
Degrandi e colaboradores demonstraram, que compostos organicos de Te como o
PhTe, apresentam atividade genotOxica, mutagénica e citotOxica em cultura de
células de fibroblastos de hamster chinés. (Degrandi e cols., 2010). Além disso,
Santos e colaboradores demonstraram in vitro que compostos organicos de Te
apresentam atividade hemolitica, citotOxica e genotoxica em células sanguineas
humanas (Santos e cols., 2009).

Os compostos de Te sao capazes de atravessar as barreiras
hematoenceféalicas, placentarias e a cérebro-espinhal-sangue-fetal (Deuticke e cols.,
1992). Portanto, sdo muito toxicos para mamiferos em desenvolvimento, podendo
causar hidrocefalia em fetos de ratos (Stangherlin e cols., 2005), bem como afetar a
pele e outros 6rgaos, como os rins (Kron e cols., 1991; Meotti e cols., 2003; Borges e
cols., 2008).

Estudos mais recentes tém constatado que a exposicdo a compostos
organicos de Te induz efeitos toxicos em plaquetas, leucdcitos, eritrocitos e
promieldcitos (Sailer e cols., 2003; Borges e cols., 2004, 2007) de ratos. Da mesma
forma, ha evidéncias de que alguns teluretos de diarila sdo potentes agentes
genotéxicos quando usados em doses altas ou de forma cronica (Tiano e cols.,
2000).
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4.4 Espécies reativas de oxigénio e Estresse Oxidativo

Durante o metabolismo basal das células aerdbicas normais existe uma
producdo constante de espécies ERO, acompanhada pela sua continua inativacao
através da acdo de antioxidantes, de forma a manter a integridade estrutural e
funcional das biomoléculas. As principais ERO vinculadas ao estresse oxidativo sdo
o radical anion superoxido (e02-), o radical hidroxil (¢OH), o H,O,, o O6xido nitrico
(NO) e o peroxinitrito (ONOO-) (Halliwel e Gutteridge, 1989). A extensao e o tipo
de dano causado pelas ERO dependem da quantidade e da natureza dos mesmos,
bem como das defesas antioxidantes celulares (Davies, 1991).

Assim, 0 estresse oxidativo pode resultar de uma situagcdo em que ocorre
uma diminuicdo nos niveis das defesas antioxidantes tanto enziméticas quanto
nao enzimaticas do organismo, de uma elevada producdo de espécies reativas
(ER) ou de uma combinagdo de ambos os fatores. Esse quadro de estresse
oxidativo pode causar danos a todas as estruturas celulares, incluindo DNA, lipidios
e proteinas de membranas bioldgicas (Halliwel e Gutteridge, 1989; Dawson e
Dawson, 1996) (Figura 2). Assim, a determinac&o dos niveis de ERO bem como das
defesas antioxidantes celulares servem como medidas efetivas para a avaliacao de

estresse oxidativo e dano celular.
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Figura 2. Dano oxidativo em macromoléculas biologicas.
(adaptado de Torres, 2003)
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4.5 Peroxidacgéo Lipidica

Os é&cidos graxos poliinsaturados de fosfolipideos em membranas bioldgicas
sdo particularmente suscetiveis ao dano oxidativo causado pelas ER, num processo
chamado de peroxidacéo lipidica (PL). Esta interacdo pode levar a modificagdo nos
lipidios de membrana que consequentemente levara a perda nas caracteristicas das
membranas biologicas, criando fendas i6nicas que alteram sua permeabilidade, o
que favorece o transito indiscriminado de metabdlitos e detritos celulares,
provocando a lise celular (Josephy, 1997).

A PL é iniciada pelo ataque de uma espécie reativa (ER) que retira um atomo
de hidrogénio (H) de um &cido graxo insaturado (RH), resultando na formacao de um
radical de fosfolipidio (R.) (Slater, 1984; Janero, 1990; Halliwell, 1992; Holley e
Cheeseman, 1993). Apds, ocorre uma adicdo de oxigénio ao radical formado,
originado um radical peroxil (ROO.), que por sua vez pode retirar um atomo de H de
outra molécula vizinha, formando um hidroperoxido lipidico (ROOH) e outro radical
(R’.), o qual pode desencadear nova sequéncia de reagdes, causando danos
maiores (Slater, 1984; Halliwell, 1992).

O hidroperoxido formado pode ser quebrado e formar outros produtos como
alcanos, aldeidos, entre os quais o malondialdeido (MDA), que sdo marcadores
guimicos da PL. Estudos que visam investigar o envolvimento da PL podem ser
feitos utilizando uma técnica de determinacéo indireta das substancias reativas ao
acido tiobarbitarico, na qual um dos produtos finais da PL, o MDA, reage com o
acido tiobarbiturico, originando um produto de cor rosa que pode ser quantificado
espectrofotometricamente (Ohkawa, 1979).

Na segunda fase da PL, os ROOH primarios sdo convertidos em produtos
mais estaveis, porém esta quebra gera radicais alcoxil (RO’), especialmente na
presenca de metais de transicdo como o Fe2+, favorecendo o processo de
propagacédo. Os radicais alcoxil sdo analogos altamente reativos do radical hidroxil
(OHY), uma potente espécie reativa de oxigénio (Graf e cols., 1984; Janero, 1990;
Namiki, 1990; Halliwell, 1992).
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Figura 3: Etapas do processo de peroxidacao lipidica

4.6 Defesas antioxidantes

Segundo Halliwell e Gutteridge (1990), antioxidante seria qualquer substancia
gue, quando presente em baixas concentracdes comparadas a de um substrato
oxidavel, retarda ou inibe significativamente a oxidacdo deste substrato. Esta
definicdo compreende compostos de natureza enzimatica e ndo enzimatica. Assim,
por diferentes mecanismos, as ERO sé&o inativadas de forma a impedir reacdes
oxidativas posteriores (Sies, 1993).

Entre as principais enzimas responsaveis pela defesa antioxidante do
organismo destacam-se a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a GPx,
gue constituem a primeira linha de defesa enddgena de neutralizacdo das ERO.
Com isso, as células tentam manter baixas as quantidades do O, e de H,O.,
evitando assim, a formacao do OH (Boveris & Cadenas, 1997).

A SOD, presente na quase totalidade dos organismos eucarioticos, catalisa
a dismutacdo do O, em H,O, (McCord & Fridovich, 1969). O H,O, por sua vez é
degradado pela acdo da CAT ou GPx, resultando em agua e oxigénio molecular (Oy)
(Farber, 1990) (Fig. 3).
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Figura 4: Esquema de detoxificacdo de ROS realizada por enzimas antioxidantes, como a

superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.

Em adig&o, outra importante enzima responsavel pela atividade antioxidante é
o sistema da tiorredoxina, que € composto pela enzima TrxR, tiorredoxina (Trx) e
NADPH. Este sistema desempenha importantes funcbes na regulacdo do
metabolismo redox e de inUmeros processos celulares, tais como a sintese de DNA,
proliferacdo celular e processos apoptoticos. Esta ainda, largamente distribuido em
diferente tecidos e 6rgdos em mamiferos (Rozell e cols., 1985). Esta enzima possue
em suas subunidades grupos tidlicos e um grupo selenol/selenolato, o que a torna
alvo em potencial a agentes que possuem a capacidade de oxidar tiéis ou selenais.

Entre os antioxidantes ndo enzimaticos destaca-se o tripeptideo glutationa (y-
glutamilcisteinilglicina; GSH) o qual é o tiol ndo-protéico mais abundante encontrado
nas ceélulas. Foi descoberto em 1921 por Hopkins e possui um importante papel na
protecdo das células contra radicais livres, peroxidos, entre outros. Este tiol é
sintetizado a partir da agao consecutiva de duas enzimas: y-glutamilcisteinase e
glutationa-sintetase (Meister, 1976). Devido a nucleofilicidade do grupo sulfidrilico
da GSH, este pode funcionar como um oOtimo nucledfilo removendo muitos
eletréfilos reativos evitando eventos oxidativos e protegendo grupamentos tiois
de proteinas intracelulares (Shigeoka e cols., 1987). Durante a destoxificacao de
ERO a GSH esta envolvida em duas etapas de reacdes: (i) GSH reage nao-
enzimaticamente com radicais livres (Saez e cols., 1990); (ii) GSH doa elétron
para a reducdo de peroxidos na reacdo que envolve a enzima GPx (Chance e
cols., 1979). Nas células a GSH é regenerada a partir da GSSG pela reacéo

envolvendo a enzima GR.
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Além do GSH destaca-se também como um antioxidante ndo enzimatico, o
acido ascoérbico (vitamina C), que tem se mostrado eficiente contra as ERO (Rose,
1987). O acido ascorbico age protegendo biomembranas contra a peroxidacgéo, e
perpetuando desta forma, a atividade do a-tocoferol, um antioxidante ndo enzimatico
lipossoluvel. O acido ascorbico € um dos antioxidantes mais importantes em tecidos
de mamiferos (Banhegyi e cols., 1997), sendo eficiente na redugdo da toxicidade de
varios xenobidticos (Chakraborty e cols., 1978; Chatterjee & Rudra Pal, 1975).

4.7 Ensaio cometa e Teste de Micronucleos

O ensaio cometa, também conhecido como eletroforese de célula Unica em
gel, é amplamente empregado para avaliar dano ao DNA e reparacdo em células
eucarioticas. A popularidade deste teste deve-se a sua sensibilidade, custo
relativamente baixo e simplicidade (Tice & Strauss, 1995; Collins, 2004; Dusinska &
Collins, 2008; Shaposhnikov e cols., 2008).

O principio desse ensaio leva em conta o comportamento do DNA em
células individualizadas e sua organizacdo no nudcleo celular. Assim, esse teste
€ uma avaliacdo de genotoxicidade, o qual detecta danos primarios ao DNA
induzidos por uma série de substancias quimicas (Collins, 2004). Os danos
detectados sdo principalmente quebras simples e duplas na fita de DNA, eventos
de reparo por excisdo incompletos, sitios alcali-labeis, ligacdes cruzadas entre
moléculas de DNA, entre DNA e proteinas e entre DNA e xenobidticos (Tice e cols.,
2000; Olive & Banath, 2006).

O ensaio cometa ndo é utilizado para detectar mutacbes, mas sim lesfes
genbmicas que, apos serem processadas, podem resultar em mutacdo. Diferente
das mutacOes, as lesdes detectadas por esse teste podem ser reparadas (Tice e
cols., 2000; Collins e cols., 2008; Shaposhnikov e cols., 2008).

Assim, o0 teste tem importantes aplicacbes na verificacdo dos efeitos
genotdxicos de compostos quimicos, ha monitorizacdo ambiental, na contaminacgao
com agentes genotdxicos, no biomonitoramento de intoxicacdes em humanos, na
epidemiologia molecular e em pesquisas que visem avaliar dano e reparo do DNA.

Adicionalmente, as anormalidades na estrutura do cromossomo S&o uma
consequéncia direta do dano em nivel de DNA. A perda de cromossomos e 0s

erros de segregacdo sdo eventos importantes na carcinogénese, causados
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principalmente por defeitos na formagdo do fuso, centrdmero e alteragbes na
condensacao da cromatina antes da metafase (Fenech, 2000)

As quebras cromossdmicas que nao possuem centromero ndo podem ligar-
se as fibras cinetocéricas e consequentemente, ndo podem migrar para 0S
poélos opostos da célula juntamente com o0s demais cromossomos durante a
anafase. Na tel6fase, tanto da mitose quanto meiose, a membrana nuclear é
refeita ao redor do conjunto de cromossomos. Os fragmentos acéntricos ou até
mesmo um cromosso inteiro que ndo estava ligado ao fuso mitético sédo incapazes
de integrarem-se aos novos nucleos. Em raz&o disso, esses fragmentos formam
um pequeno nucleo individual, denominado micronucleo, o qual é detectado
em células interfasicas como um pequeno corpusculo arredondado de cromatina,
separado do nucleo principal (Fenech, 2000; 2006; 2007).

O teste de micronucleos, portanto, detecta mutagénese cromossdémica do
tipo clastogénese, aneugénese, danos no fuso mitotico, aberracdes numéricas e

cromossOmicas.
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5. RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo séo apresentados em duas
partes.

Os resultados da parte | estdo apresentados sob a forma de um artigo
cientifico intitulado “Evaluation of the biological effects of (S)-dimethyl 2-(3-
(phenyltellanyl) propanamido) succinate, a new telluroamino acid derivative of
aspartic acid”. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados
e Referéncias Bibliograficas encontram-se no proprio artigo. O artigo esta disposto
da mesma forma que foi publicado na Revista “Archives of toxicology”.

Os resultados da Parte Il sdo complementares aos resultados do artigo
cientifico e estdo divididos em Materiais e Métodos e Resultados.
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5.1 Parte I: Artigo Cientifico

Avaliacao dos efeitos biolégicos do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato

de dimetila, um novo teltrio aminoé&cido derivado do acido aspéartico

EVALUATION OF THE BIOLOGICAL EVECTS OF (S)-DIMETHYL
2-(3-(PHENYLTELLANYL) PROPANAMIDO) SUCCINATE,
A NEW TELLUROAMINO ACID DERIVATIVE OF ASPARTIC ACID

Daiane Francine Meinerz - Jéssie H. Sudati - Danubia B. dos Santos - Andressa
Frediani - Eduardo E. Alberto - Josiane Allebrandt Jeferson L. Franco - Nilda B. V.

Barbosa - Michael Aschner - Jodo Batista T. da Rocha
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Abstract (S)}dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanam-
ido) succinate, a new telluroamino acid derivative, showed
remarkable glutathione peroxidase (GPx)-like activity,
attesting to its antioxidant potential. However, the stability
and toxicity of this compound has not yet been investi-
gated, The present study was designed to investigate the
pharmacological/toxicological properties of this compound
in vitro and in vivo. In vitro, this telluroamino acid deriva-
tive significantly blocked spontaneous and Fe(ll)-induced
TBARS formation in rat brain homogenates, demonstrating
high antioxidant activity. In addition, it exhibited GPx-like
and thiol oxidase activities, However, when subcutaneously
administered to mice, (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl)
propanamido) succinate indicated genotoxic and mutagenic
effect in adult male mice. Considering the diflerential
effects of (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido)
succinate in vitro and in vivo, additional experiments are
needed to elucidate the mechanism(s) by which this com-
pound displays its antioxidant/toxicological effects.
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Introduction

Organochalcogen compounds possess interesting biological
activities, such as glutathione peroxidase (GPx)-mimetic
activity (Pamham and Sies 2000; Nogueira et al. 2004;
Barbosa et al. 2008). It seems that utilization of the redox
activity of the selenium (Se) and, in particular, the tellurium
(Te) atoms inherent to these substances possess consider-
able antioxidant potency to mitigate the adverse effects of
free radical generation (Andersson et al. 1993, 1994), a pro-
cess inherent to plethora of diseases, including diabetes and
neurodegenerative diseases (Francia et al. 2009; Migliorea
and Coppede 2009). Of particular importance, organotellu-
rum compounds have been reported as excellent antioxi-
dants in several models of oxidative stress (Briviba et al.
1998; Engman et al. 1995; Jacob et al. 2000; Avila et al.
2006, 2007, 2008, 2010). However, in contrast to Se, Te is
a non-essential element that can induce both acute and
chronic toxicity in a variety of species (Nogueira et al.
2004). For example, tellurides cause cytotoxicity (Sailer
et al. 2003, 2004; Iwase etal. 2004; Rooseboom et al.
2002), hepatotoxicity (Meotti et al. 2003), glutamatergic
system alterations (Nogueira et al. 2004), teratogenic
effects (Stangherlin et al. 2009), as well as hemolytic and
genotoxic eflects in human blood cells at relatively high
concentrations (Schiar et al. 2007, 2009; Santos et al.
2009a, b). The toxic properties of organotellurides are
likely due to their interaction with thiol groups of critical
biomolecular sites (Nogueira et al. 2004), and the ability of
the Te compounds to induce the formation of reactive oxy-
gen species (ROS) (Chen et al. 2001).
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In contrast, we have recently observed that diethyl
2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate exhibited in vitro
antioxidant activities and no overt in vivo signs of toxicity
even after repeated exposure to high doses of this compound
(Avila et al. 2006, 2007, 2008). Conseguently, we hypothe-
sized that the toxicological properties of organotellurides refl-
ect their structure, particularly the type of Te—C bond and,
most importantly, the presence or absence of a Te-Te bond.

Recently, we have observed that a series of modular new
telluroamino acid derivatives had remarkable gluthathione
peroxidase (GPx)-like behavior (Braga et al. 2009; Alberto
et al. 2009), attesting to their antioxidant potential. Thus, in
order to better characterize the potential pharmacological
and/or toxicological properties and other biological activi-
ties of this class of organic Te compounds, the present
study investigated the effects of (S)-dimethyl 2-(3-(phenyl-
tellanyl) propanamido) succinate, because this compound
was found to be the most potent mimetic of GPx from about
20 diflerent newly synthesized derivatives (Braga et al.
2009; Alberto etal. 2009). We also evaluated its thiol
oxidase activity in vitro, i.e., its ability to oxidize thiols in
the absence of peroxides and its potential genotoxicity
using the comet assay (Cemeli et al. 2009; Grotto et al.
2009; Zhang et al. 2008), and the cytogenic and mutagenic
micronucleus test (Caria etal. 1995; Engelhardt 2006;
Westphal et al. 2009) as endpoint of toxicity.

Materials and methods
Chemicals

The chemical structure of telluroamino acid derivative of
aspartic acid compound is shown in Fig. 1: (§)-dimethyl
2-(3-(phenyltellanyl)propanamido)succinate. This tested
compound was purified by column chromatography, and
the purity of the product accessed by hydrogen and carbon
NMR and gas chromatography (Braga et al. 2009). The
compound was dissolved in DMSO (dimethyl sulfoxide)
for use in both in vivo and in vitro assays. DMSO was
obtained from Sigma (St. Louis, MO). Malonaldehyde bis-
(dimethyl acetal) (MDA) was obtained from Sigma. All
other chemicals were of analytical grade and obtained from
standard commercial suppliers.

Animals

Swiss adult male mice weighing 40-60 g and male Wistar
rats (=3 months old), weighing 270-320 g, from our own
breeding colony (Animal House-holding, UFSM, Brazil)
were used for the experiments. The animals were kept in
separate animal cages ona 12 h light/12 h dark cycle in a
room with controlled temperature (22°C + 3) and with free

@_’ Springer

Fig. 1 Structure of (S)-dimethyl 2-(3-{phenyltellanyl) propanamido)
succinate

access to food and water. The animals were used in accor-
dance to guidelines of the Committee on Care and use of
Experimental Animal Resources of the Federal University
of Santa Maria, Brazil (23081.002435/2007-16).

In vitro experiments

Freparation of brain homogenates (51) and Thiobarbituric
dcid reactive substances (TBARS)

Brain (1 g) was homogenized in 10 ml of cold 10 mM Tris—
HCI, pH 7.5. The homogenate was centrifuged for 10 min
at 4,000 g and the resulting supernatant (S1) was used for
TBARS quantification (Ohkawa et al. 1979; Puntel et al.
2007).

Chemical determination of GPx-like activity
and Thiol Oxidase activity

Catalytic GPx model reaction (H,0,+2PhSH —
2H,0 + PhSSPh, at 30°C) was initiated by the addition of
5 mM H,0, to a methanol solution containing 1.9 mM thio-
phenol (PhSH) either in the absence or presence of 50 uM
(S)rdimethyl 2-(3-(phenyltellanyl} propanamido) succinate
(Iwaoka and Tomoda 1994).

Thiol oxidase activity of 50 uM (S)-dimethyl 2-(3-(phe-
nyltellanyl) propanamido) succinate was determined in a
medium containing 50 mM Tris/HCI bufler (pH 7.4) and
I mM glutathione or PhSH. An aliquot of 100 pL was
removed at different time points (0, 30, 60 and 120 min) and
added to a solution containing 0.5 mM DTNB and 10 mM
Tris/HC1 buffer (in the absence of thiol oxidation a maximum
of 100 nmol of -SH/ml can be found). Samples were read at
412 nm and the absorbance was compared with respective
standard curves (using GSH or PhSH) (Ellman 1959).

In vivo experiments
Lethal dose—response

Swiss adult male mice were treated with a subcutaneous
(s.c.) injection of (§)dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl)
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propanamido) succinate at 5 different doses (0.1-2.5 mmol/kg)
or vehicle (DMSO, 2.5 ml/kg). In this study, we have used
the subcutaneous route for 3 reasons: (1) the tested com-
pound is lipophilic and the s.c. route is a proper route to
delivery it; (2) the stability of organotellurium compounds
is decreased in aqueous acidic solution and we could not
predict whether the parent compound could be absorbed
after oral administration; (3) previous studies have indi-
cated that the s.c. route is less toxic than the i.p. route for
other tellurium and selenium compounds (Meotti et al.
2003; Nogueira et al. 2004; Avila et al. 2006). Animals
were observed for up 72 h after tellurium administration
and its lethal dose (LDs;) was calculated by the method of
Litchfield and Wilcoxon (1949),

In vivo exposure

Mice were divided in: (1) control group (treated with
DMSO, 2.5 ml/kg, s.c., n=06), (2) 175 pmol/kg of (8)-
dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido) succinate
group, n =9, s.c., and (3) 195 pmol/kg of (S)»-dimethyl 2-
(3-(phenyltellanyl) propanamido) succinate group, n =12,
s.c. (doses were based on an previous LDs; study—Fig. 5,
where the mortality for these two doses were 32 and 47%,
respectively). The animals were treated daily for 21 days
with mortality reaching 33 and 50% for treatments with 175
and 195 pmol/kg of (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl)
propanamido) succinate, respectively. Te-treated mice did
not present loss of weight (data not shown) and renal,
hepatic and cerebral weight was not modified by tellurium
compound (data not shown).

Sample preparation

After 21 days, the animals were anesthetized with ether,
2.5 ml blood samples were collected by heart puncture, and
then, mice were euthanized by decapitation,

Micronucleus test

Two total blood smears from each animal were made on
pre-cleaned microscope slides, air dried at room tempera-
ture and stained in 5% May-Grunwald-Giemsa in bufTered
water for 5 min. The criteria used for the identification of
micronuclei (MN) were a smaller size than one-third of
the main nucleus, no attachment to the main nucleus, and
identical color and intensity as in the main nucleus. The
MN frequency was calculated as: % MN = Number of
cells containing micronucleus x 100/Total number of
cells counted. This percentage was derived from 2,000
cells counted. Micronuclei presence was determined by
three investigators that were blind to the animal treat-
ments.

Leukocytes isolation

The sample separations were conducted following the
method of Santos etal. (2009a) and adjusted to
2 x 10° leukocytes/mL with HBSS/heparin.

Single cell gel electrophoresis: comet assay and analysis of
DNA damage

The comet assay and analysis of DNA damage were carried
out following the method of Santos et al. (2009a), The
slides were analyzed under blind conditions by at least two
individuals.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using one-way analysis
of variance (ANOVA), followed by Duncan’s multiple
range test when appropriate. The values were expressed as
mean = SEM from 3 to 4 independent experiments per-
formed in triplicate, and the results were considered statisti-
cally significant at P <0.05. For the comet assay, statistical
analysis was performed using the nonparametric Mann—
Whitney U test and the values were expressed by medium

(Q1/Q3).

Results

In vitro

Thiobarbituric acid reactive substances measurement
Spontancous and Fe(lI)-induced TBARS formation in
rat brain homogenates was significantly blocked by (§)-

dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido) succinate
(P < 0.05, Fig. 2).

600

% of control

Compound (uM)

Fig. 2 Antioxidant activity of (§)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) prop-
anamido) succinate against basal or 10 uM Fe(Il)-induced TBARS for-
mation in rat brain S1. Values are expressed as mean + SEM from 3 to
4 independent experiments performed in triplicate. * Represent differ-
ence in relation to Fe(ll)-induced TBARS when compared to those in-
duced by Fe(ll) and treated with (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl)
propanamido) succinate. ¥ Represents significant difference between
Fe(1l)-induced TBARS formation and basal values
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Fig. 3 GPx-like activity of (§)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propa-

namide) succinate. Values are the mean = SEM of four independent
experiments performed in duplicate

GPx mimetic properties of (S)-dimethyl 2-
(3-(phenyltellanyl) propanamido) succinate

(S)dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido) succinate
exhibited a GPx-like activity (Ts, = 19.78 £ 4.31 min, Ty,
corresponds to the time required to oxidize 50% of thio-
phenol, Fig. 3) surpassing the potency of the positive con-
trol, PhSeSePh (T5; = 51.38 &+ 2.83 min, data not shown).
In the absence of tellurium compound T5, was
301 £+ 38.43 min.

Chemical Thiol Oxidase activity of (S)-dimethyl 2-
(3-(phenyltellanyl jpropanamido) succinate

(S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido) succi-
nate oxidized GSH and after 120 min the -SH content was
lower than in control samples (P < 0.05; Fig. 4a). In con-
trast to GSH, PhSH oxidation was not accelerated by (5)-
dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl)propanamido) succinate
(Fig. 4b).

5 120 A [ Corol [ GSH
E | T
© T T T
E | B ' mm [l & .
£ 2t
-
[
S
=
[=]
o 24
I
[
0 30 60 120

Time (min)

Fig. 4 Effect of (8)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido)
succinate on Low-Molecular Weight Thiol Groups Oxidation: a GSH
(1 mM) and b PhSH (1 mM). Values are the mean &+ SEM of 4-5
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single injection, mice were observed up to 72 h. Data are reported as
mean = SEM; n = 4-5 mice per dose, except for 175 and 195 umol/kg,
where 9-10 mice were tested

In vivo
LD30 study

The calculated LDs; and the 95% confident interval for s.c.
acute exposure to (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propa-
namido) succinate were 185 pmol/kg (0.175-0.195)
(Fig. 5).

Micronucleus test

Exposure to (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl)propanam-
ido) succinate for 3 weeks caused a significant increase
about 50% (175 pmol/kg) and 130% (195 pmol/kg) in the
number of micronuclei in male mice, when compared to
control value (P <0.01; Table 1).

DNA damage in blood leukocytes

Exposure of mice to (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltella-
nyl)propanamido) succinate for 21 days caused a signifi-
cant increase in DNA damage index (DI) in leukocytes. The
increase was dose-dependent (~1.7 times and ~3.9 times
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independent experiments performed in duplicate or triplicate.
* Represents significant difference between GSH at 120 min and its
respective control at 0 min
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higher in the 175 and 195 pmol/kg groups, respectively, vs.
the control group; Table 2). Notably, (S)-dimethyl 2-
(3-(phenyltellanyl)propanamido) succinate caused a signifi-
cant increase in the frequency of damage 3 and 4, when
compared to the control group (P <0.05; Table 2).

Discussion

Organotellurium  compounds are effective antioxidant
agents, with greater potency than their selenium and sulfur
analogues (Wieslander et al. 1998; Engman etal. 1995,
2000; Kanski etal. 2001). However, few studies have
investigated the in vivo antioxidant or toxic eflects of
organotellurides (Avﬂa et al. 2006, 2007, 2008; Pessoto
et al. 2007). In agreement with its GPx-mimmetic proper-
ties (Braga et al. 2009; Alberto et al. 2009), the present
study demonstrated that (§)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl)
propanamido) succinate has potent in vitro antioxidant
activity and effectively attenuated the pro-oxidant activity
of Fe(ll) in brain homogenates. In addition, (§)-dimethyl
2-(3-(phenyltellanyl) propanamido) succinate showed weak
in vitro thiol oxidase activity, attesting to its low potential
toxicity (i.e., this compound can oxidize thiol groups
efficiently only in the presence of hydrogen peroxide).
Thus, in this compound, Te (1I) can react with H,0, to form

Table 1 Effects of (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido)
succinate

Treatment MN MN % (in 2,000 cells)
Control 30104 0.150 = 0.020

175 pmol/kg 4.56 +£0.23* 0228 = 0.011*

195 umol/kg 6.91 £ 0.53* 0.345 + 0.026*

Treatment for 21 days on Micronuclei Frequency in Whole Blood
Cells from Mice. MN micronucleus, n=6

* P <0.01 by one-way ANOVA (followed by Duncan Multiple Range
Test)

the Te(1V) and H,O. Sequentially, reaction of Te(IV) with
one thiol equivalent generates tellurenyl sulfide, which can
react with another thiol equivalent to restore Te (II) in the
thiol-peroxidase-like catalytic cycle (Braga et al. 2009), In
agreement with these observations, the antioxidant activity
of diorganoyl tellurides has been attributed, at least in part,
to their GPx-like activity (Engman et al. 1992; Andersson
et al. 1993; Meotti et al. 2003; Nogueira et al. 2004),

Even though (S)dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propa-
namido) succinate presented promising in vitro antioxidant
activity, organotellurium compounds have been demon-
strated to be toxic to rodents after in vivo administration
and in vitro models (Sailer et al. 2004, Schiar et al. 2007,
2009; Santos et al. 2009a, b). Here, we demonstrated that at
doses near to its LDsy, (S)»dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl)
propanamido) succinate produced both genotoxic and
mutagenic effects in adult male mice. The molecular mech-
anism(s) involved in (S)}dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl)
propanamido) succinate genotoxic activity is unknown;
however, it can be related to the reactivity of tellurium and
its propensity to be oxidized to Te(lV), which can poten-
tally interact with diflerent nucleophile centers in biomole-
cules. Recently, Rosa etal. have demonstrated that
exposure to diphenyl diselenide caused DNA damage and
GSH depletion in different tissues from mice (Rosa et al.
2007). The knowledge of the relative toxicity of Te and
Se-containing organic compounds is of fundamental impor-
tance, because the use of organochalcogenides in organic
synthesis, industrial applications and as possible compo-
nents of a variety of pharmacological agents (Barbosa et al.
2008; Rosa et al. 2007; Ineu et al. 2008; Brito et al. 2009),

In conclusion, the results presented here indicate that
(§)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido) succinate
was mutagenic in adult male mice (as judged by the
increase in the frequency of micronuclei) and produced sig-
nificant genotoxic effects in mice leukocytes. These eflects
may be linked to the pro-oxidant activity exhibited by high
concentrations/doses of organotellurium compounds. It is

Table 2 Distribution of damage levels in leukocytes from mice exposed to (Skdimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propanamido) succinate

Concentration Level of DNA damage® DI’

0 1 2 3 4
Control 88.5(81/90) 7(6/13) 5(3/5) 0(0/0) 0(0/0) 16.5(14/25)
175 umol/kg 80(75/82) 16(8/19) 5(5/7) 1(1/3)# 0(0/0) 31(31.5/37.5)*
195 pmol/kg 75(62/72)# 11(62/71) 8(8/12) T 14)* 4(2/5)* 86(44/94)*

DNA damage is expressed as DNA damage index (DI) and DNA damage levels. The DNA damage was calculated from cells in different damage
classes {completely undamaged: 100 cells x 0 to maximum damaged — 100 cells x 4). DNA damage levels are expressed as percentages of cells

damaged compared to control and DI as arbitrary units (a.u.); n=6

* Percentage of cells, " A.U., Arbitrary units (a.u. = n; + 21, + 3n5 + 4n;)

* P> 0.01 as compared to control values (nonparametric Mann—Whitney U test)

# P < 0.05 as compared to control values
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noteworthy that (S)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propa-
namido) succinate also had a remarkable thiol-peroxidase
mimetic activity in vitro, which is considered a potential
indicator of in vivo antioxidant activity. However, the pres-
ent study design did not attempt to link the in vitro activity
with the in vivo properties of this compound. Accordingly,
additional studies will be needed to elucidate the mecha-
nism(s) by which (§)-dimethyl 2-(3-(phenyltellanyl) propa-
namido) mediates its in vivo toxic effects and, particularly,
whether or not cellular thiol depletion occurs prior to the
onset of the mutagenic and/or genotoxic eflects of this tellu-
roamino acid derivative.
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5.2 Parte II: Resultados Complementares

5.2.1 Materiais e Métodos:

5.2.1.1 Substéncias quimicas

Glutationa redutase (GR), NADPH, ditiotreitol (DTT), GSH, NAC, foram
obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA). (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de
dimetila foi sintetizado coforme método da literatura (Braga e cols., 2009). O
composto foi diluido em dimetil sulfoxido (DMSO). Todos os demais reagentes foram
obtidos da empresa Merk (Rio de Janeiro).

5.2.1.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, adultos (30-409),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria. Os
animais foram mantidos no Biotério em gaiolas com livre acesso a comida e agua a
uma temperatura controlada (22 £ 3 °C) e em um ciclo claro/escuro de 12:12 horas.
Foram mantidos e usados de acordo com as normas do Conselho Nacional de

Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

5.2.1.3 Protocolo Experimental

5.2.1.3.1 Tratamento 1

A N-acetilcisteina (NAC) contém grupos ti6is em sua estrutura e também é
utilizada como antioxidante em condi¢cdes de estresse oxidativo (Moldeus e cols.,
1986). Sabe-se que a NAC pode estimular a sintese de GSH (Moldeus e cols.,
1986). Neste estudo, utilizamos o pré-tratamento com NAC como uma ferramenta
para elucidar mecanismos de acao do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de

dimetila.

Os camundongos foram divididos em 4 grupos (n= 5) experimentais com as

seguintes doses:
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(1) TFK (Tampéo Fosfato de Potassio 140mM pH 7,4-veiculo) 2,5mi/kg i.p. +
DMSO 1ml/kg s.c.;

(2) NAC 100mg/kg (2,5ml/kg) i.p + DMSO s.c.;

(3) TFK 2,5ml/kg i.p + (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila 92,5
pumol/kg (1/2 DLso) 1ml/kg s.c;

(4) NAC 100mg/kg (2,5ml/kg) i.p + (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de
dimetila 92,5 pmol/kg (1ml/kg) s.c.

O tratamento com NAC foi realizado por 10 dias consecutivos. Os animais
receberam injecdes (Unica aplicacdo diaria) durante 3 dias de NAC ou seu veiculo
(TFK) e posteriormente, mais 7 dias do tratamento com o composto e/ou NAC. ApGs
este tempo de exposicéo, os testes comportamentais foram realizados.

Os animais foram observados diariamente quanto a existéncia ou néo de
sinais de toxicidade, sendo estes: odor galico, parcial ou total paralisia dos membros

inferiores, diarréia, tremores, perda de pelo e reducdo do peso corporal.

5.2.1.3.1.1 Avaliagcdo comportamental

No dia do experimento, os animais foram aclimatados a sala experimental
pelo menos 2 horas antes do procedimento experimental. O teste de campo aberto
foi realizado em uma sala sem nenhum ruido ou interferéncia de atividade humana.

O teste foi realizado em grupos independentes de animais (n=5 em cada grupo).

5.2.1.3.1.1.1 Campo aberto

O teste do campo aberto € uma medida da atividade motora espontanea e
atividade exploratéria dos animais. Este teste foi realizado conforme descrito por Kim
e cols. (2000) com pequenas modificacbes. O aparato consiste em uma caixa de
madeira (56 x 42 x 40 cm) dividida em 12 quadrantes. Cada animal foi colocado
individualmente no centro da arena e o nUmero de segmentos atravessados (com
todas as patas) foi registrado durante um periodo de 5 min. O nimero de quadrados
cruzados com as quatro patas foi utilizado como uma medida da atividade

locomotora.
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5.2.1.3.1.2 Preparagdo das amostras para 0s ensaios bioguimicos

ApoOs o teste comportamental, os animais foram anestesiados, e sangue total
foi coletado por puncdo cardiaca para o teste de viabilidade e ensaio cometa.
Posteriormente os animais foram eutanasiados e o cérebro e o figado removidos e
homogeneizados em Tris — HCI 10 mM, pH 7,4. Os tecidos homogeneizados foram
centrifugados a 2.500 g por 10 min, 4°C. O sobrenadante (S1) obtido foi usado para

as andlises bioquimicas.

5.2.1.3.1.2.1 Andlise da atividade de enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes CAT, GPx, GR e TrxR foi determinada
na porcdo S1 do homogenato de tecido cerebral e hepatico de camundongos, de
acordo com a metodologia previamente descrita por Aebi (1984), Wendel (1981),

Carlberg e Mannervik (1985) e Holmgren e Bjornsted (1995) respectivamente.

5.2.1.3.1.3 Determinacéo de proteinas

O conteudo protéico das amostras foi determinado pelo método de Lowry e
cols (1951).

5.2.1.3.1.4 Coleta de sangue e isolamento de leucocitos

Os animais foram anestesiados com éter, e 1,5 ml de sangue foram coletados
por puncéo cardiaca.

O isolamento dos leucécitos, para posterior realizacdo do teste de viabilidade
e ensaio cometa, foi conduzido de acordo com o0 método de Santos e cols. (2009) e

ajustada para 2x10° leucécitos/ml com HBSS/heparina.
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5.2.1.3.1.4.1 Viabilidade Celular

A porcentagem de leucdcitos viaveis e ndo viaveis das amostras foi
determinada pelo método de Azul de Tripan segundo Mischell and Shiingi (1980). A
viabilidade celular foi calculada como o nimero de células vivas dividido pelo total

do ndmero de células multiplicado por 100.

5.2.1.3.1.4.2 Teste cometa

O ensaio cometa foi realizado com amostras de leucdcitos isolados, e as
analises de danos no DNA foram realizadas seguindo a metodologia de Santos e
cols. (2009). As laminas foram analisadas por dois individuos que ndo tem

conhecimento do tratamento.

5.2.1.3.2 Tratamento 2

Os camundongos foram divididos em 3 grupos (n= 5) experimentais com 0s
seguintes tratamentos:

(1) Salina 1ml/kg via s.c.;

(2) DMSO 1ml/Kg via s.c.;

(3) (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila 92.5 umol/kg (1/2
DL50) 1ml/kg via s.c;

Os animais receberam injecdes subcutaneas (Unica aplicacdo diaria) durante
7 dias.
Foram observados diariamente a existéncia ou nao de sinais de toxicidade, os

guais ja foram relatados no tratamento 1.
5.2.1.3.2.1 Isolamento da Fracdo Sinaptossomal
Vinte e quatro horas apds a Ultima injecdo, os animais foram mortos por

decapitacdo, o cérebro removido, e a fracdo sinaptossomal foi isolada segundo o

protocolo de Franco e cols., 2007.
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5.2.1.3.2.2 Tratamento da fracao sinaptossomal

Foram avaliados os efeitos dos inibidores de enzimas antioxidantes na fracao
de sinaptossomas de camundongos. Foram utilizados, o BCNU, inibidor da GR
(Walther e cols.,, 2003), e o CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno), inibidor da

TrxR(Arnér, e cols., 1995). O tratamento foi realizado conforme o esquema a seguir.

(1) Etanol 10% (veiculo) + solugéo de suspenséo + 25pl de sinaptossomas

(2) BCNU 200 uM + solucao de suspenséao +25ul de sinaptossomas

(3) CDNB 25uM + solucéo de suspenséao +25ul de sinaptossomas

(4) CDNB 25uM + BCNU 200 pM + solucdo de suspensao +25ul de

sinaptossomas.

As amostras foram incubadas durante 1h a 37°C. E posteriormente foi

realizado o teste bioquimico conforme protocolo a seguir.

5.2.1.3.2.3 Ensaio bioquimico

5.2.1.3.2.3.1 Funcao Mitocondrial (MTT)

A funcdo mitocondrial foi acessada através da reacdo de conversao do
corante brometo de metiltiazolildifenil tetrazolio (MTT) a formazan pelas mitocéndrias

viaveis, conforme a metodologia descrita por Dreiem e cols. (2005).

5.2.1.4 Anélise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via ou duas vias,
seguida pelo teste Post Hoc de Newman-Keuls ou Bonferroni respectivamente,
guando apropriado. As analises foram consideradas estatisticamente significativas

guando p < 0,05.
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5.2.2. Resultados

5.2.2.1. Tratamento 1

5.2.2.1.1 Efeito do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila no

ganho de peso corporal

O tratamento com 0 composto causou uma marcada reducdo no ganho de
peso corporal dos animais estudados, significativamente apds o oitavo dia de
administracdo. Quando co-administrada a NAC, essa perda foi ainda maior, sendo

significativo a partir do sexto dia quando comparado com o controle (Figura 1).

5.2.2.1.2 Teste comportamental de campo aberto

Os animais tratados com o0 composto ndo apresentaram alteracdes
significativas no comportamento exploratorio e locomotor, no entanto quando co-
tratados com a NAC, a locomocacao e exploracdo diminui substancialmente (Figura
2).

5.2.2.1.3 Efeito do tratamento sobre a atividade das enzimas antioxidantes

O tratamento com o (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila
guando associado a NAC apresentou uma tendéncia em diminuir a atividade da CAT
hepatica, o que ndo ocorreu no cérebro (Figura 3).

Nenhuma alteracédo foi observada para a atividade cerebral ou hepatica da
GPx quando os animais foram tratados com o composto ou co-tratados com a NAC
(Figura 4).

Quando avaliada a atividade da GR, houve um significativo aumento na
atividade desta enzima no figado quando co-adminsitrada a NAC ao (S) (3-
feniltelanil propanamida) succinato de dimetila. Além disso, no cérebro existe uma
tendéncia a diminuir a atividade desta enzima quando o composto é adimistrado
sozinho ou em associacdo com a NAC (Figura 5).

A atividadade cerebral da TrxR foi significativamente inibida pelo composto e

guando co-administrado com NAC. No entanto, no figado a atividade desta enzima
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demostrou um siginificativo aumento, quando comparado ao controle, quando os
animais foram tratados com (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila e
guando co-tratados com NAC (Figura 6).

5.2.2.1.4 Viabilidade Celular e Ensaio cometa

O tratamento com (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila ou
co-administracdo com NAC, na dose testada ndo mostraram ser citotoxicos ou
genotoxicos nos leucécitos dos camundongos tratados (Figura 7, tabela 1

respectivamente).

5.2.2.2 Tratamento 2

5.2.2.2.1 Fungéo Mitocondrial (MTT)

Ocorreu uma siginificativa reducdo na viabilidade mitocondrial quando
comparados os inibidores com o controle etanol dentro de um mesmo grupo de
tratamente in vivo. No entanto a inibicdo das enzimas antioxidantes ndo afetou o
efeito do composto, 0 que indica aparentemente que elas ndo estdo envolvidas no

mecanismo de acdo do composto (Figura 8).
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Figura 1: Efeito do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila (TeAsp) no
ganho de peso corporal de camundongos adultos. Os resultados sdo apresentados
como porcentagem = erro, de 5 animais por grupo. * representa significativamente
diferente do grupo TFK/DMSO e # significa diferenca significativa do grupo
NAC/DMSO, sendo: * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; # p<0,05; #* p<0,01,
##p<0,001(ANOVA de uma via/ Newman-Keuls).
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Figura 2: Efeito do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila (TeAsp) no
comportamento exploratdrio e locomocgao (campo aberto) de camundongos adultos.
Numero de “rearings” (A) numero de travessias (B). Os resultados sé&o apresentados
como média + erro, de 5 animais por grupo. * representa significativamente diferente
do grupo TFK/DMSO, # significa diferenca significativa do grupo NAC/DMSO e +
diferenca significativa do TFK/TeAsp, sendo * p<0,05; # p<0,05; ## p<0,01; "p<0,05
*p<0,001. ANOVA de uma via  seguido por Newman-Keuls.
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Figura 3: Efeito do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila (TeAsp) na
atividade da enzima antioxidante catalase no cérebro (A) e figado (B) de
camundongos adultos. Os resultados séo apresentados como meédia + erro, de 5
animais por grupo. ANOVA de uma via seguido por Newman-Keuls
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Figura 4: Efeito do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila (TeAsp) na
atividade da enzima antioxidante Glutationa Peroxidase no cérebro (A) e figado (B)
de camundongos adultos. Os resultados sao expressos em nmol de NADPH/min/mg
proteina e sdo apresentados como média * erro, de 5 animais por grupo. ANOVA de
uma via seguido por Newman-Keuls.
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Figura 5: Efeito do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila (TeAsp) na
atividade da enzima antioxidante Glutationa Redutase no cérebro (A) e figado (B) de
camundongos adultos. Os resultados séo expressos em nmol/min/mg proteina e séo
apresentados como meéedia = erro, de 5 animais por grupo. *representa
significativamente diferente do grupo TFK/DMSO (p<0,05). ANOVA de uma via
seguido por Newman-Keuls.
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Figura 6: Efeito do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila (TeAsp) na
atividade da enzima antioxidante Tiorredoxina Redutase no cérebro (A) e figado (B)
de camundongos adultos. Os resultados sdo expressos em nmol de TNB/min/mg of
proteina e apresentados como meédia + erro, de 5 animais por grupo. *representa
significativamente diferente do grupo TFK/DMSO e # significa diferenca significativa
do grupo NAC/DMSO, sendo * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; # p<0,05; ## p<0,01;
##p<0,001. ANOVA de uma via seguido por Newman-Keuls.
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Figura 7: Efeito do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila (TeAsp) na
viabilidade celular de leucécitos de camundongos adultos. Os resultados sao

apresentados como média + erro, de 5 animais por grupo. ANOVA de uma via
seguido por Newman-Keuls.

Tabela 1: Dano no DNA expresso como indice de dano (I.D.) em leucécitos de

camundongos tratados com (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila
(TeAsp).

Tratamento 1.D.

TFK/DMSO 12.25+1.65
NAC/DMSO 13.25+2.86
TFK/TeAsp 13.75+4.8

ClTeAsp 9.7+£3.35
Os resultados sdo apresentados como média + erro, de 5 animais por grupo.
ANOVA de uma via seguido por Newman-Keuls.
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Figura 8: Efeito dos inibidores BCNU e CDNB na viabilidade mitocondrial (Teste
MTT) de sinaptossomas de camundongos tratados com (S) (3-feniltelanil
propanamida) succinato de dimetila (TeAsp). Resultados sdo apresentados como
Médias £ Erro, n=5 por grupo. Sendo que * diferente em ralacdo ao etanol e #
diferente em relacdo ao CDNB. ANOVA de duas vias, seguida por Bonferroni
posttests.
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6. DISCUSSAO

Considerando que a exposi¢cao de humanos aos compostos orgéanicos de Te
esta aumentando devido ao seu papel como importante intermediario na sintese
organica, o qual pode provocar risco ocupacional e ambiental a satde humana (Zeni
e cols., 2006), no presente estudo investigamos os potenciais efeitos bioldgicos in
vitro e in vivo do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila, um composto
organico de Te derivado do &cido aspartico.

Em geral, compostos organicos de Te séo eficientes agentes antioxidantes,
com um potencial maior do que seus analogos Se e S (Wieslander e cols., 1998;
Engman e cols., 1995, 2003a; Kanski e cols., 2001). Estudos mostram que o
principal mecanismo pelo qual os compostos organocalcogénios exercem atividade
antioxidante esta relacionado ao efeito mimético da atividade da GPx (Meotti e cols.,
2004; Nogueira e cols., 2004). De acordo, 0 composto estudado em nosso trabalho
apresentou importante atividade antioxidante in vitro, sendo um potente mimético a
enzima GPx, consistente com dados demonstrados previamente onde este
composto apresentou melhor atividade mimética a GPx dentre outros 20 compostos
de Te derivados de aminoacidos.

Em relacdo ao mecanismo de acdo mimética a GPx do telureto utilizado
neste estudo, acredita-se que inicialmente os compostos de Te (Il) reagem com
H,0, para formar teluréxido, e H,O. A adicdo de um equivalente de PhSH a esses
compostos gera o sulfeto de telurenila o qual reage com outro equivalente
de PhSH para regenerar Te(ll) no ciclo catalitico e produzir PhSSPh e H,0
(Esquema 1.- Braga e cols., 2009).
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ArTe \(\))L O\
PhSSPh + H2O H202
PhSH \Q_/

Esquema 1- Mecanismo da atividade tipo GPx de teluretos
(Adaptado de Braga e cols., 2009)

Sabendo que a atividade mimética da enzima GPx de compostos de Se/Te
depende da reatividade desses compostos com grupamentos tidis na presenca
de peroéxidos, foi demonstrado que a atividade tipo GPx de compostos de selénio
nao depende apenas da reatividade do intermediario selenol com peroxidos, mas
também depende da reatividade do intermediario selenosulfeto com grupos tidis
(Mishra e cols., 2006). A semelhanca desses compostos de Se com o Te pode nos
levar a sugerir que uma maior reatividade do composto com grupo tiol pode estar
associado a um aumento na propriedade mimética da enzima GPx desse composto.

Além disso, o composto apresentou fraca atividade tiol oxidase, o que
acarretaria em uma baixa toxicidade, corroborando com a sua atividade antioxidante
in vitro.

Adicionalmente, a producdo de TBARS causada pelo Fe(ll) em
homogeneizados de cérebro de ratos, foi consideravelmente reduzida na
presenca do composto. A atividade pré-oxidante do ferro pode estar relacionado a
sua capacidade de estimular a producdo de radicais livres (RL) por diferentes
mecanismos (Braughler e cols., 1986; Minotti e cols., 1992). Sendo assim o
composto demonstra importante atividade antioxidante in vitro contra a PL causada

por RL.
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No entanto, mesmo apresentando potencial antioxidante in vitro, compostos
organicos de Te tém demonstrado ser téxicos para roedores quando administrados
in vivo e em modelos in vitro (Sailer e cols., 2004, Schiar e cols., 2007, 2009; Santos
e cols., 2009 a, b). E ainda, poucos estudos tém investigado os efeitos antioxidantes
ou toxicos dos organoteluretos in vivo (Avila e cols., 2006, 2007, 2008; Pessoto e
cols., 2007).

Neste contexto, quando administrado em camundongos adultos o composto
(S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila, o qual apresenta uma DLs, de
185umol/Kg, demonstrou atividade genotéxica e mutagénica quando testado em
altas doses, préoxima a DLs;. O mecanismo envolvido nesta toxicidade ainda néo
esta elucidado, mas pode estar relacionado a oxidacdo do composto a Te(IV) que
potencialmente interage com centros nucleofilicos de biomoléculas.

Tendo em vista que grande parte dos compostos de Te apresentam
toxicidade por consumir grupos SH celulares (Blais e cols., 1972; Deuticke e cols.,
1992) e que a NAC contém grupos tidis em sua estrutura, € utilizada como
antioxidante em condi¢cdes de estresse oxidativo (Moldeus e cols., 1986) e ainda,
pode estimular a sintese de GSH (Moldeus e cols., 1986), realizamos testes
utilizando a NAC como um pré-tratamento ao composto, objetivando elucidar
possiveis mecanismos de acdo in vivo para este composto. Baseando-se nestes
fatos, nossa hipoétese inicial fundou-se na possibilidade de que o tratamento com
NAC reverteria os efeitos toxicos do composto de Te. No entanto, nossos resultados
demonstraram que o tratamento com NAC causou um aumento na toxicidade em
relacéo ao tratamento somente com o composto.

Inicialmente os animais tratados com o composto demostraram alguns sinais
de toxidade, inlcuindo perda de peso e odor galico. Esse efeito foi claramente
enfatizado pelo pré-tratamento com NAC. Resultados semelhantes de perda de peso
corporal foram mostrados também por Brandao e cols. 2006, onde a NAC agravou
os efeitos causados apenas pelo cloreto de mercuario (HgCl,) (Branddo e cols.,
2006).

Quanto ao comportamento de lomoc¢cdo e exploracdo 0s animais tratados
somente com o (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila néo
apresentaram diferenca em relacéo ao controle. No entanto os animais tratados com
NAC e o composto demostraram significativa diminuicdo na locomocéo e

exploracéo. Estes dados corroboram com informagdes na literatura que indicam que
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compostos de Te em geral exercem efeito toxico ao sistema nervoso. (Nogueira e
cols., 2002, Pinton e cols., 2010a). No entanto, como o efeito téxico nao foi
demonstrado para o tratamento somente com o composto de Te, sugere-se que
possa ter ocorrido uma associacdo entre o composto e a NAC, e o conjugado
resultante desta associacao poderia estar sendo transportado mais facilmente para o
interior das células, e assim aumentando a toxicidade do composto. De maneira
similar, esse efeito ocorreu também para a maioria dos testes ex vivo realizados.
Similarmente, Brandao e cols demonstraram um aumento da captacédo de Hg pelos
rins de roedores, o0 que acasionou um aumento no dano renal, devido a formacéo de
um complexo Hg-NAC (Brandéo e cols., 2006).

Um espectro de absorgédo (200-800nm) realizado com o composto e a NAC
demonstrou uma possivel ligacdol/interacdo entre NAC e o0 composto em uma
determinada dose (dado ndo mostrado). O que poderia estar occorrendo também in
vivo, facilitando a toxicidade do composto.

Aléem disso, outra possibilidade de estar exercendo efeito téxico em
associagdo com o composto, é que a utilizacdo da NAC como agente antioxidante
ou quelante, requer certos cuidados, ja que Ritter e cols. (2004) descreveram que 0
uso da NAC pode ter algumas limitacées e apresentar efeitos pro-oxidantes, devido
a facilidade com que interage com o ferro.

Enzimas antioxidantes sdo consideradas a defesa primaria que previne as
macromoléculas biologicas do dano oxidativo. O cérebro possui maior atividade das
enzimas SOD e GPx do que outros orgdos (Benzi & Moretti, 1995). Este fato,
associado a menor atividade da CAT indica que o cérebro seja um orgao bastante
vulneravel ao H;0..

Em nosso estudo, o composto testado néo foi capaz de alterar a atividade de
enzimas antioxidantes cerebrais (GR, GPx e CAT), nem mesmo com a adi¢cdo de
NAC que piorou a acdo do composto em relacdo ao comportamento ou em relacéo a
outro orgao testado, o figado. No entanto o tratamento com o composto causou um
decréscimo na atividade da TrxR cerebral. De acordo com dados da literatura,
compostos de Te sdo capazes de inibir a TrxR e causar citotoxicidade in vitro,
provavelmente devido a alta afinididade de compostos de Te a grupos tiéis (Engman
e cols., 1997; Engman e cols., 2000; 2003 a, b).

Por outro lado quando analisadas a atividade de enzimas hepaticas, a

associacéo da NAC com o composto de Te levou a um aumento na atividade da GR
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e TrxR, ndo alterou a atividade da GPx e teve tendéncia a reduzir atividade da
catalase.

Neste contexto, dados na literatura demonstram que a exposi¢cdo aguda a
oxidantes geralmente pode aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como
resultado de uma resposta adaptativa, o que consequentemente reduz o dano
(Hilbert & Mohsenin, 1996).

Por outro lado, apés uma exposicdo prolongada, os efeitos toxicos
prevalecem sobre os mecanismos adaptativos dos tecidos, como indicado pela
reducdo nos niveis destas enzimas (Hulea e cols., 1995). Neste estudo, o protocolo

e

experimental foi realizado em uma semana de exposicdo, que € um tempo
intermediario, classificado entdo, como protocolo subagudo. Diante disto,

presumimos que o protocolo experimental utilizado neste estudo pode causar
alteracdes enzimaticas observadas tanto na fase aguda quanto na fase crénica de
exposicgao.

De acordo, em nossos resultados, o cérebro apresentou uma redugdo na
atividade da maioria das enzimas testadas. Considerando que este 6rgdo apresenta
maior suceptibilidade a xenobidticos e que compostos de Te tem grande afinidade
por este tecido (Nogueira e cols., 2004), pode-se sugerir que 0S mecanismos de
defesa deste tecido tenham sido esgotados pela exposi¢do ao composto de Te. Por
outro lado, a atividade enzimatica do figado estaria aumentada como resultado de
uma resposta adaptativa.

Como uma maneira de elucidar um possivel mecanismo de acdo do composto
utilizamos inibidores das enzimas TrxR e GR. O CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno),
composto eletrofilico que reage com grupos sulfidrilas por meio da alquilacdo, € um
inibidor irreversivel da TrxR em baixas concentracfes. A inibicdo ocorre somente
depois da reducdo do sitio ativo sulfidrila pelo NADPH (Arnér e cols., 1995). A
diminuicdo da atividade da tiorredoxina reduz as defesas antioxidantes per se (Flohé
e Harris, 2007). Ja o BCNU, é um composto eletrofilico com alta afinidade por
grupos sulfidrilas que inibe especificamente a GR (White e cols., 1999; Tretter e
cols., 2003), comprometendo dessa forma também a funcédo da GPx.

Nossos resultados mostraram, que somente quando inibida a GR
ocorreu um significativo decréscimo da atividade mitocondrial. Ou quando a inibicédo
da GR estava associada a inibicdo da TrxR. A inibicdo somente da TrxR ndo causou

diminuicdo na viabilidade/atividade mitocondrial. No entanto a inibicdo dessas
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enzimas nao afetou a acdo do composto, pelo menos nesta dose testada, mostrando

gue esse composto provavelmente n&o estaria agindo por essa via de toxicidade.



50

7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertagdo pode-se concluir

que:

-> Quando testado in vitro o composto (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato

de dimetila demostra importante atividade antioxidante;

> Os animais tratados durante 21 dias com altas doses do composto apresetam

significativa genotoxicidade e mutagenicidade nas células sanguineas;

> Os camundongos adultos expostos ao (S) (3-feniltelanil propanamida)
succinato de dimetila apresentaram diversos sinais gerais de toxicidade, como: perda

de peso e pelos corporais, tremores e paralisia parcial dos membros inferiores;

> Prejuizos no comportamento sensorio-motor dos animais expostos ao (S) (3-
feniltelanil propanamida) succinato de dimetila, co-tratados com NAC também foram
observados, devido as alteracdes verificadas no desempenho destes animais nos

testes de campo aberto;

> A exposicdo ao (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila modificou
a atividade de enzimas antioxidantes pela reducédo da atividade hepatica da CAT e

aumento da GR hepatica quando associado a NAC em camundongos;

> (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila é capaz de inibir a
atividade da enzima TrxR cerebral, no entanto aumentar a atividade hepética em

camundongos;

> Quando testado em doses menores o (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato
de dimetila ndo foi capaz de induzir citotoxicidade ou genotoxicidade em células

sanguineas de camundongos;

> A NAC, uma importante doadora de gupamentos SH, que atua na defesa ao

estresse oxidativo, ndo foi capaz de proteger os animais conta os efeitos do
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composto na dose testada. Pelo contrario, acentuou o efeito do mesmo em alguns

casos;

- Aparentemente as enzimas antioxidantes GR e TrxR ndo estdo envolvidas no
mecanismo de toxicidade do composto, o que foi demonstrado a partir de tratamento
ex vivo com inibidores das mesmas, em sinaptossomas de animais tratados com (S)

(3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila.
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8. PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, as perspectivas para
trabalhos posteriores séo:

-> Realizar a deteccdo imuno-histoquimica de morte celular por apoptose e
alteracbes sindpticas em cérebro de camundongos expostos ao (S) (3-feniltelanil

propanamida) succinato de dimetila;

> Investigar o possivel efeito genotdxico e mutagénico do (S) (3-feniltelanil

propanamida) succinato de dimetila em testes in vitro;

> Realizar a analise molecular da expressao génica de enzimas antioxidantes;

-> Analisar o efeito do (S) (3-feniltelanil propanamida) succinato de dimetila

frente a diferentes parametros de disfungéo mitocondrial.
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