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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITOS DA EXPOSI QAO MATERNA OU PATERNA AO DISSELENTO DE
DIFENILA SOBRE O DESENVOLVIMENTO INTRA-UTERINO DA PROLE DE
RATASWISTAR
AUTOR: Alexandre Marafon Favero
ORIENTADORA: Cristina Wayne Nogueira
CO-ORIENTADOR: Gilson Zeni
LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, julho de 2006.

O selénio (Se) € um elemento trago essencial para humanos e desempenha uma
importante fungdo durante a gestacdo, regulando o crescimento e desenvolvimento de fetos
e recém-nascidos. Além disso, 0 Se € um micronutriente requerido para 0 processo da
espermatogénese e, portanto, essencial para a fungdo reprodutiva em machos. Entretanto, o
elemento Se, dependendo da dose, pode ser toxico para diversas espécies de animais. O
disseleneto de difenila [(DSe);] € um composto de Se amplamente utilizado como
intermedi&rio em reagdes de sintese organica, 0 que aumenta o risco de intoxicagdo por
exposicdo ocupacional a este composto. Existem diversos estudos demonstrando gque o
(9Se), possui propriedades farmacoldgicas. O presente estudo avaliou os efeitos da
administragdo subcuténea, Unica, de (JSe), nas doses de 50 ou 100 mg/kg no 6°, 10° ou 17°
dia da gestacdo de ratas Wistar (artigo 1). Os estudos com a maior dose de (dSe), (100
mg/kg) foram estendidos a outros dias da gestagéo (7° ao 12°). No 20° dia de gestagéo foi
realizada uma laparotomia para a retirada dos fetos e a observacdo do aparecimento de
malformagbes morfolégicas externas e esgueléticas. N&o foram observadas mortes
maternas e fetails Nos grupos expostos ao (JSe),. A exposicdo ao (ASe), ndo causou
alteragbes significativas nos parametros de desenvolvimento avaliados (peso e
comprimento fetal), com excecdo da exposicao a 100 mg/kg de (ASe), no 9° dia de
gestacdo, a qual produziu mudangas significativas na biometria fetal: diminuicdo do
comprimento longitudinal e do peso corporal do feto. N&o foi observado um aumento
significativo no aparecimento de malformacOes fetais nos grupos expostos ao (A£Se),. A
exposicdo ao (ASe), aumentou a incidéncia de alteragdes na ossificagdo do esqueleto dos
fetos, principalmente nos grupos tratados no 9°, 10° e 11° dia de gestacdo sem afetar a
sobrevivéncia dos mesmos. As alteragdes observadas incluem: ossificagdo incompleta dos
0ss0s do cranio, das vértebras sacrais e caudais e dos 0ssos das patas anteriores e
posteriores. Além disso, foram observadas alteracdes nas esternebras das quais, destacam-
se: malformagdo, nimero reduzido e incompleta ossificagdo. Um nimero extra de costelas
e costelas onduladas também foi observado. Portanto, com base nos resultados
encontrados, concluimos que a exposi¢éo materna ao (JSe), leva ao aumento na incidéncia
de alteragdes esqueléticas nos fetos, sem causar 0 aparecimento de malformagdes externas
visiveis e sem afetar a sobrevivéncia dos mesmos. Outro foco deste estudo foi avaliar o
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grau de toxicidade da exposicao sub-cronica ao (9Se), sobre o desenvolvimento da prole
de ratos Wistar (artigo 2). Os ratos foram expostos ao composto pela via subcutanea por
um periodo de 4 (na dose de 5,0 mg/kg) ou 8 semanas (2,5 mg/kg) antes do periodo de
acasalamento. Nao foram observadas mortes em nenhum dos grupos e, ao final do periodo
de exposicdo, apenas 0s animais tratados com o composto por um periodo de 4 semanas
apresentaram uma reducdo significativa do peso corpora. O peso dos Orgdos sexuais
masculinos (testiculos e epididimos) ndo foi alterado pelo tratamento. Foi observado um
aumento significativo no nimero de sitios de implantacfes nas fémeas acasaladas com os
machos expostos a0 (dSe), por um periodo de 8 semanas. Em relagdo aos parametros
fetais, ndo foram observadas anomalias externas e nem mudangas no peso em ambos 0s
grupos tratados com o (JSe), (4 ou 8 semanas). N&o foram observadas diferencas
significativas no desenvolvimento do esqueleto dos fetos expostos a este composto. O
presente estudo demonstrou que a exposi¢ao sub-cronica (4 ou 8 semanas) ao (JSe), ndo
causou efeitos adversos sobre a prole de ratos Wistar. Tendo em vista os dados obtidos no
presente estudo, é possivel concluir que o composto (dSe), apresenta baixa toxicidade
desenvolvimental, uma vez que os efeitos adversos observados neste estudo se manifestam
apenas em uma dose muito alta. E importante salientar que o (@Se), desempenha suas
propriedades farmacoldgicas em doses mais baixas do que as testadas neste trabal ho.

Palavras-chave: Selénio, Disseleneto de Difenila, Toxicologia Desenvolvimental,
Exposicéo Materna, Exposicéo Paterna e Ratos.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com
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Dissertation of Master’s Degree
Post-Graduate Course in Toxicological Biochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

EFFECTSOF MATERNAL AND PATERNAL EXPOSURE TO DIPHENYL
DISELENIDE ON THE INTRAUTERINE DEVELOPMENT OF PROGENY OF
WISTAR RATS
AUTHOR: Alexandre Marafon Favero
ADVISOR: Cristina Wayne Nogueira
CO-ADVISOR: Gilson Zeni
DATE AND PLACE OF THE DEFENSE: SantaMaria, 2006

Selenium (Se) is an essential trace element for man and is known for its role in
regulating growth and development of the fetus and newborn. Furthermore, Se is a
micronutrient required for normal spermatogenesis and, therefore, essential for normal male
reproductive function. However, it is well known that this element, depending of dose, can
be highly toxic to several species of animals. Diphenyl diselenide [(PhSe);] is a Se-
compound widely used as intermediate in organic synthesis, as a consequence, the risk of
human exposure to this chemical a the workplace may increase. Several studies
demonstrated that (PhSe). is an organoselenium compound with potential therapeutic use.
The present study evaluates the effects of single maternal subcutaneous injection of 50 and
100 mg/kg (PhSe), at gestational days (GD) 6, 10 or 17 in Wistar rats (article 1). The
highest dose of (PhSe), was also administered at GD7-12. External and internal fetal soft-
tissue examination was performed at GD20. No mortality was observed in fetuses or dams
a any (PhSe), treatment. Neither did exposure to (PhSe), cause significant changes to
fetal body weight, organ weight, or fetal size when administered at GD6-8, 10-12 or 17.
Exposure to 100 mg/kg (PhSe), at GD 9 produced significant changes in fetal biometry
(crown-rump (CR) length) and body weight. No increase in the proportion of fetuses with
external visible abnormalities was observed in groups exposed to (PhSe),. Skeletal
anomalies were observed in fetuses in the GD 9-11 treatment groups and included
incomplete ossification of cranial bones, misshapen and incomplete ossification of
sternebrae, reduced sternebrae number, wavy and extra ribs, incomplete ossification of fore
and hindpaw bones and incomplete ossification of sacral and caudal bones. We conclude
that maternal administration of (PhSe), during GD 7-12 led to increased incidences of these
skeletal variations or anomalies, but did not cause externally visible malformations in rat
fetuses. Another focus of this study was the evaluation of the effect of paternal exposure to
(PhSe), on the development of progeny of Wistar male rats (article 2). Male rats were
exposed to (PhSe), subcutaneously for 4 weeks (wk) at the dose of 5.0 mg/kg and 8 weeks
at the dose of 2.5 mg/kg, prior to mating with unexposed females. No lethality was noted
in any group. At term of exposure period, 4-wk-exposed male rats presented significant
decrease in the body weight. Sex organ weights were smilar in (PhSe),-exposed and
control male groups. The number of implantation sites in females mated with males
exposed to (PhSe), for 8-wk was significantly higher than those of the respective control
group. Male exposure to (PhSe),, administered for 4- and 8-wk, did not change fetal body
weight. Gross examination of fetuses from 4- and 8-wk-exposed groups did not reveal the

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

appearance of external anomalies. Examination of live fetuses for ossification centers did
not show any significant difference between groups. No increase in the incidence of
skeletal anomalies was observed in fetuses obtained from females impregnated with
(PhSe)-exposed males. The current study indicated that (PhSe), given sub-chronically (4
or 8 weeks) to male rats had no adverse effects on their progeny. On the basis of results
mentioned above, it is possible conclude that (PhSe), is a compound with low
developmental toxicity, since adverse effects observed were only manifested at a high level
dose. Of particular importance, (PhSe), possess its pharmacological properties at doses
lower than these tested here.

Keywords: Selenium, Diphenyl Diselenide, Developmental Toxicity, Paternal and Maternal
Exposures and Rats.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO, esta descrita uma sucinta revisio bibliogréfica sobre os
temas trabal hados nesta dissertacéo.

Os resultados que fazem parte desta dissertagcdo estéo apresentados sob a forma de
artigos, os quais encontram-se no item ARTIGOS CIENTIFICOS. As segfes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussao dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se
nos proprios artigos e representam a integra deste estudo.

Os itens, DISCUSSAO E CONCLUSOES, encontrados no final desta dissertacéo,
apresentam interpretacbes e comentérios gerais sobre 0s artigos cientificos contidos neste
trabalho.

No item PERSPECTIVAS est@0 expostos 0s possiveis estudos para continuacéo do
estudo do autor, referente a esse assunto.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA, DISCUSSAO e
CONCL USOES desta dissertacio.
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1. INTRODUCAO

1.1. TERATOLOGIA

O desgjo de conceber filhos saudaveis permeia toda a histéria da humanidade e a
preocupacdo com 0 uso de alimentos e drogas na gestacéo existe desde os tempos mais
remotos (Schumacher, 2004; Jelinek, 2005).

A ciéncia que trata do estudo das malformagtes congénitas, ou sgja, das anomalias
de desenvolvimento que provocam alteracOes estruturais e/ou funcionais presentes ao
nascimento, bem como o estudo de suas causas € a Teratologia (Wilson, 1977). O termo
provém do grego "teratos’, que significa monstro. O sentido original da palavrarefere-se a
malformagdes anatbmicas macroscopicas, embora atuamente tenha se expandido sua
definicdo para englobar anomalias mais sutis como atraso intrauterino e distrbios
bioguimicos e neuro-comportamentais. Num sentido amplo, pode-se referir como sendo o
estudo de todos os aspectos do desenvolvimento pré-natal que acontecem de maneira
anormal (Dicionério Internacional de Medicina e Biologia, 1986).

As manifestagbes do desenvolvimento anormal podem ir desde uma desordem a
nivel funcional, incluindo-se aqui o retardo mental, passando por um estégio de retardo no

crescimento intra-uterino, malformacdes, e em Ultima instancia, a morte (Kalter, 2003).

1.1.1. Histérico

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 0 organismo
fetal. O conceito de que o feto estaria pouco exposto a substancias utilizadas pela gestante
foi abalado apenas no inicio da década de 60, pela “tragédia da talidomida’, um
medicamento comercializado como um sedativo moderado, usado para diminuir as nduseas
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em mulheres gravidas. Quantidades pequenas, como as referentes a uma simples dose,
foram suficientes para causar defeitos significativos ao nascimento. Milhares de criangas
malformadas nasceram de mulheres que ingeriram a talidomida durante a gestacéo. Os
fetos expostos a talidomida apresentaram intestinos malformados, defeitos na audicéo,
auséncia de orelhas, anomalias renais e oculares. No entanto, o fendtipo que mais chamou a
atencdo foi a focomelia: sindrome caracterizada pela aproximagdo ou encurtamento dos
membros junto ao tronco do feto (Smithells & Newman, 1992). Como 0 seu uso havia se
mostrado seguro em vérias espécies animais, foram necessarios varios anos e altas taxas de
malformagdes (20-30%) para a confirmagdo dos seus efeitos adversos em humanos.

Atualmente, sabe-se que a maioria dos farmacos contidos nos medicamentos
utilizados por gestantes atravessa a placenta e atinge a corrente sangtiinea do feto. Néo se
trabalha mais com o conceito de “barreira placentéria’. Deve-se considerar entdo, que
guando uma gestante ingere ou recebe qualguer medicamento, dois organismos serdo
afetados, sendo que um deles (o organismo embrio-fetal) ainda nd tem a mesma
capacidade de metabolizar as substancias que a mée, pois ndo possui 0s sistemas corporais
plenamente desenvolvidos, estando, portanto, sujeito a efeitos negativos ndo esperados
(Laporte ecols., 1989).

1.1.2. Agentes Teratogénicos

Um agente teratogénico ou teratdgeno € definido como qualquer substancia,
organismo, agente fisico ou estado de caréncia que, estando presente durante a vida
embrionéria ou fetal, produz uma alteragdo na estrutura ou fun¢éo da descendéncia (Opitz,
1982). Essas alteragOes podem se refletir como perda da gestagdo, malformagdes ou
alteracOes funcionais (retardo de crescimento, por exemplo), ou ainda distarbios neuro-
comportamentais, como o retardo mental (Kalter, 2003).

As anomalias congénitas podem ser resultantes de fatores genéticos e fatores
ambientais ou pela combinagdo destes dois fatores (etiologia multifatorial). Em muitas das

anomalias ndo se pode determinar com seguranca a sua causa.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

1.1.2.1. Fatores Genéticos

S80 de doistipos:

a) fatores génicos. sdo aqueles que envolvem a heranca dos genes que causam a
anomalia. Um exemplo de malformagdo oriunda desse fator é a polidactilia, (individuo
apresentando mais de cinco dedos, principal mente nas maos).

b) fatores cromossOmicos. abordam as aberragbes cromossomicas
representadas pelo nimero anormal de cromossomos. Um exemplo é a trissomia do 21
(Sindrome de Down). Sdo responsaveis pela grande maioria das malformacdes ou

aproximadamente 85% dos defeitos com causa conhecida.

1.1.2.2. Fatores Ambientais

a) agentes infecciosos. um teratdégeno desse tipo € o virus da rubéola, cuja infecgéo,
nas primeiras quatro semanas ap0s a concepcdo, possui altos riscos de gerar defeitos
cardiacos e oculares (Swan & Tostevin, 1946). Outros agentes causadores de infecces sdo
conhecidos por induzirem diversos tipos de alteragdes congénitas, como por exemplo, o
virus influenza (Arvin & Maldonado, 1995), o citomegalovirus (Stagno, 1995), o
protozoé&rio parasita Toxoplasma gondii (Alfors e cols., 1983; Remington e cols., 1995) e 0
virus Varicdla-zoster (Alkalay e cols., 1987; Higa e cols., 1987; Gershon, 1995).

b) agentes quimicos. envolvem substancias quimicas e drogas utilizadas na
gestacdo. Alguns exemplos classicos seriam a talidomida, abordada anteriormente
(Newman, 1986; Lenz, 1988), o acido retindico, utilizado no tratamento da acne (Soprano
& Soprano, 1995) e o &acido valpréico, um medicamento usado para o tratamento de
convulsdes (Nau e cols., 1991; Ehlers e cols., 1992). O acool também é reconhecido como
um agente teratogénico, causando hipoplasia maxilar, microcefalia, retardo de crescimento
e da maturagdo psicomotora (Jones & Smith, 1973; Streissguth e cols., 1980).

C) agentes fisicos. destaca-se, principalmente, a radiagdo. Os raios X, por exemplo,
podem causar defeitos oculares e cranianos e mortalidade fetal (Murphy, 1929; Goldztein
& Murphy, 1929; Russel, 1954; Wilson, 1954). Outro tipo de radiagdo que causa
preocupacdo pelas suas consegiéncias sobre o organismo é a radiagdo atdmica. Nas
explosdes das bombas atdmicas em Hiroshima e Nagasaki, em 1945, por exemplo, muitas
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criancas japonesas que estavam se desenvolvendo foram afetadas e nasceram com
anormalidades. Uma das malformagdes que apareceram foi a microcefalia, isto é, areducdo
da circunferéncia da cabega do feto, com subsequente retardo mental (Warkany e cols.,,
1981).

1.1.3. Principios Basicos da Teratologia

A acdo de um agente teratogénico sobre o embri&o 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):

a) Estagio de desenvolvimento do concepto: é fundamental o conhecimento das
etapas do desenvolvimento embrionario, pois alguns estagios do desenvolvimento s8o mais
vulnerdveis que outros. E importante salientar que normalmente os agentes atuam n&o
apenas em uma estrutura especifica, mas em um grande niUmero de estruturas que estdo se
definindo durante determinado momento. Portanto, a exposicdo intra-uterina a agentes
teratogénicos em periodos de desenvolvimento e sensibilidade diferentes pode levar ao
aparecimento de efeitos toxicos diversos sobre o organismo embrio-fetal e,
consequientemente, serem observados, ao nascimento, como diferentes alteracbes. Podemos
citar, como exemplo, a infec¢do pelo virus da rubéola em humanos, a qual determina o
aparecimento de alteracfes oculares, com destaque a retinopatia, catarata e microftalmia se
adquirida durante a sexta semana de gestacéo e, o condicionamento de surdez congénita se
a infeccdo ocorre na oitava Semana.

Como podemos observar, o periodo gestacional em que acontece a exposi¢do a um
determinado agente é um fator relevante, levando a divisdo da gestacéo em trés fases:

- periodo do ovo: da fecundagdo a implantagdo. Ocorre antes da segunda semana de
desenvolvimento em humanos. Geralmente, se ocorre agum tipo de insulto reprodutivo ndo
h& a implantagdo do embrido e se da o aborto espontaneo.

- periodo embrionério: da segunda & oitava semana pés-fecundagdo. E o periodo de
pico em relacdo a divisdo celular, diferenciacdo e morfogénese do embrido (periodo
principal de organogénese), sendo por isso 0 periodo mais critico com relacdo ao
aparecimento de malformacdes (periodo teratogénico cléssico).
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- periodo fetal: de oito semanas completas pos-fertilizagdo até o término. Os efeitos
da exposicdo a um determinado agente teratogénico neste periodo se produzem
principalmente sobre o sistema nervoso central (SNC), que continua se diferenciando, bem
como sobre o crescimento fetal.

b) Gendtipo materno-fetal: A heterogeneidade genética tanto da mée como do feto
pode conferir maior suscetibilidade ou resisténcia a manifestagdo de um determinado
agente. Sabe-se que a congtituicdo genética de uma populagdo é um fator importante de
predisposicéo a determinado efeito teratogénico. Assim, um agente pode ser teratogénico
para uma determinada populagdo e/ou raga, e ndo para outras.

c) Relacdo entre dose e efeito: as manifestagdes do desenvolvimento anormal
aumentam a medida que se aumenta a dose do agente, variando desde nenhum efeito,
passando pelos danos funcionais e malformagdes até a morte do organismo embrio-fetal.

d) Mecanismo patogénico especifico de cada agente: os agentes teratogénicos
atuam por caminhos especificos (mecanismos) no desenvolvimento das células e dos

tecidos parainiciar os eventos de um desenvolvimento anormal (patogénese).

1.1.4. Classificagdo das Substancias Quimicas de Acordo com o seu Potencial
Teratogénico Segundo o FDA (Food and Drug Administration)

Existem algumas classificagOes de medicamentos conforme o risco associado ao seu
uso durante a gravidez. Segundo a classificagdo adotada pelo FDA, os medicamentos
podem ser enquadrados em cinco categorias (Kelsey, 1982):

- Categoria A: medicamentos para 0s quais ndo foram constatados riscos para o feto
em ensaios clinicos cientificamente desenhados e controlados;

- Categoria B: medicamentos para 0s quais 0s estudos com animais de laborat6rio
nd demonstraram risco fetal (mas ndo existem estudos adequados em humanos) e
medicamentos cujos estudos com animais indicaram algum risco, mas que ndo foram
comprovados em humanos em estudos devidamente controlados;

- Categoria C: medicamentos para 0s quais 0s estudos em animais de laborat6rio
revelaram efeitos adversos ao feto, mas ndo existem estudos adequados em humanos, e
medicamentos para 0s quais ndo existem estudos disponiveis;
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- Categoria D: medicamentos para 0s quais a experiéncia de uso durante a gravidez
mostrou associagdo com 0 aparecimento de malformagbes, mas que a relagdo risco-
beneficio pode ser avaliada;

- Categoria X: medicamentos associados com anormalidades fetais em estudos com
animais e em humanos e/ou cuja relagdo risco-beneficio contra-indica seu uso na gravidez.

Considerando 0 acima mencionado, é importante estabelecer se um agente pode
atuar como um teratdgeno ndo SO para que Se possa prevenir o aparecimento de
anormalidades congénitas, como também para que se possa desenvolver novas drogas que
Sejam seguras para 0 uso terapéutico em mulheres gravidas. Portanto, o presente estudo
visa abordar, num primeiro momento, os efeitos do disselento de difenila [(dSe),] sobre o
desenvolvimento intra-uterino da prole de ratas Wistar expostas durante o periodo
gestacional, afim de verificar o possivel efeito teratogénico deste composto.

1.2. EXPOSICAO PATERNA

Outro assunto de interesse desta dissertacdo é o efeito do (@Se), sobre o
desenvolvimento intra-uterino da prole de ratos Wistar expostos a este composto durante o
periodo gque antecede o acasalamento.

A exposicdo a agentes quimicos pode resultar em efeitos toxicos sobre a reproducéo
de mamiferos ndo somente durante o periodo que compreende a gestacdo, mas durante todo
0 seu ciclo reprodutivo (Lemonica, 1996). Nas ultimas décadas hd um crescente interesse
sobre os possiveis efeitos toxicoldgicos de produtos naturais ou sintéticos sobre o sistema
reprodutor masculino (USEPA, 1996). As alterages reprodutivas relacionadas a exposicao
paterna ndo se mostram ainda t&o claras e definidas como ocorre na exposicdo materna,
mas as poucas evidéncias relativas a este tipo de exposi¢cdo sdo mais relacionadas ao baixo
nimero de pesquisas feitas nesta area do que a auséncia de causalidade (Davis e cols.,
1992). Contudo, alguns estudos demonstram que a exposicdo de individuos do sexo
masculino a certos agentes pode afetar de maneira adversa o desenvolvimento de sua

progénie.
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Os defeitos no desenvolvimento resultantes da exposi¢cao paterna em humanos e em
animais incluem diminuicdo no peso e tamanho da ninhada, abortos, malformagdes
congénitas, tumores e anormalidades neuroquimicas e comportamentais (Friedler, 1985;
1996; Joffe & Soyka, 1981; Joffe e cols., 1990; Davis e cols., 1992; Colie, 1993; Olshan &
Faustman, 1993; Mattison & Olshan, 1994; Nelson e cols., 1996).

Ha trés possiveis vias de toxicologia reprodutiva relacionadas a exposicdo paterna
(Olshan e cols., 1991; Davis e cols., 1992; Spritzer, 2001):

1.2.1. Exposicao Direta por Dano as Células Germinativas

a) Por inibicdo da espermatogénese: o processo completo da espermatogénese dura,
em média, 64 dias, e ocorre durante toda a vida do homem. Portanto, na maioria dos casos,
a resposta a drogas e outras substancias é agudo. Contudo, se desta exposi¢do resultar
oligospermia ou azoospermia, pode ocorrer infertilidade, e o grau de reversibilidade
depende do agente especifico e da dose deste recebida pelo paciente. O alcool, um exemplo
importante pela alta prevaléncia de seu uso, se usado cronicamente, pode causar
hipogonadismo e infertilidade (Schilsky e cols., 1980; Davis e cols., 1992; Robaire &
Hales, 1993).

b) Por alteragdes morfoldgicas. a diminuicdo da motilidade é o efeito de maior
importancia neste caso, e influi diretamente na trajetoria do espermatozoide até o 6vulo e
sua penetracao neste (Davis e cols., 1992; Zhang e cols., 1992). Teoricamente, poderia estar
relacionado a defeitos funcionais grosseiros de embriogénese ou fetogénese, isto se ocorrer
fecundacéo.

c) Por alteracbes cromossOmicas: ocorrem principalmente as aneuploidias
(trissomias, monossomias, etc), por ndo disjun¢do dos cromossomos hameiose | ou 1, aém
de quebras e outras alteragdes (Olshan e cols,, 1991). Um dos principais exemplos de
indutores de aberragcdes cromossdomicas € a exposi¢cdo a altos niveis de radiaco.

d) Por alteragdes génicas. sdo mutagdes que podem ocorrer em qualguer regido do
genoma das células germinativas, que podem ser transmitidas a prole mesmo muito tempo
depois de ter ocorrido por determinada exposicéo. Sabe-se ainda que as mutagdes nos
gametas masculinos sdo muito mais freguientes que nos gametas femininos, pela altataxa de
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reproducéo das espermatogobnias. O cigarro, mais especificamente, pode estar associado a
malformagdes congénitas e neoplasias na infancia por causar mutagénese das células

germinativas e diminuir a reparagao génica das mesmas (Zhang e cols., 1992).

1.2.2. Transporte de Substancias através do Liquido Seminal

Neste tipo de transmissdo, a substancia em questdo deve estar presente em
quantidade significativa no liquido seminal. As substéancias presentes no liquido seminal
podem entrar no trato reprodutivo da fémea durante a relacdo sexual interferindo
diretamente no desenvolvimento fetal. Além disso, estas substancias podem ligar-se a
componentes do espermatozbide e penetrar no ovocito durante a fertilizacdo, afetando a
sequiéncia normal do desenvolvimento (Lutwak-Mann, 1964; Trasler e Doerksen, 1999). A
motilidade dos espermatozdides pode ser também reduzida por substéancias dissolvidas no
liquido seminal, podendo ocasionar infertilidade temporaria.

Vé&rias substancias quimicas foram identificadas nos fluidos de todos os
componentes do sistema reprodutor masculino em animais e no fluido seminal em humanos
(Gerber & Lynn, 1976; Mann & Lutwak-Mann, 1982). Ainda ndo esta completamente
estabelecido se a presenca de um agente exdgeno no fluido seminal pode alterar o
desenvolvimento embrio-fetal em humanos. No entanto, estudos em animais relacionaram a
presenca de algumas drogas conhecidas no sémen, como por exemplo, a morfina, a
talidomida e a ciclofosfamida a um aumento na mortalidade perinatal e diminui¢cdo no peso
fetal (Blatt e cols., 1980). Além disso, a presenca da talidomida no sémen de coelhos esta
diretamente correlacionada com o aparecimento de malformagdes congénitas (Lutwak-
Mann, 1964).

1.2.3. Exposicdo M aterna Passiva
Ocorre principalmente por substancias trazidas pelo marido (ou outra pessoa) do seu

local de trabalho, seja no uniforme ou no proprio corpo. Exemplo: agrotéxicos, chumbo,
cigarro, berilio (Olshan e cols., 1991; Davis e cols., 1992).
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Existem muitas limitagBes nos estudos clinicos e epidemiolégicos em humanos,
incluindo a dificuldade de identificar o agente quimico envolvido, bem como controlar a
dose e o0 tempo da exposicdo paterna ao determinado agente. Devido as similaridades no
processo de espermatogénese em roedores e humanos, os estudos realizados com animais
de laborat6rio podem fornecer uma indicagdo dos possiveis efeitos mediados pela
exposicdo paterna em humanos (Norris e cols., 1990).

Diante do acima mencionado, um outro aspecto a ser abordado neste estudo € a
avaliacdo dos efeitos do (9Se), sobre o desenvolvimento da prole de ratos Wistar expostos

sub-cronicamente a este composto no periodo que precede o0 acasalamento.
1.3. Selénio

O selénio (Se) foi descoberto em 1817, pelo quimico sueco J. J. Berzelius. O Se é
um elemento do grupo 16 da tabela periddica, podendo apresentar-se sob quatro estados de
oxidacdo: selenato (Se™), selenito (Se™), selénio elementar (Se”) e seleneto (Se?).

O Se compartilha propriedades quimicas e fisicas com o enxofre (S). Esta
similaridade permite que o Se substitua 0 S, promovendo interagcbes Se-S nos sistemas
biologicos. Por outro lado, as diferencas nas propriedades fisico-quimicas entre Se e S
constituem a base de seus papéis bioldgicos especificos (Stadtman, 1980).

Os selendis (R-SeH) sdo as formas correspondentes aos tidis (R-SH), onde ocorre a
substituicdo do &omo de S pelo aomo de Se (Klayman & Gunther,1973).

1.3.1. Atividade biolégica

O Se é um elemento trago, cuja essencialidade nutricional foi demonstrada em 1957
por Schwartz & Foltz (1957).

Nos ultimos anos, tem sido descrito que baixos niveis de Se podem levar a pré-
disposicdo para 0 desenvolvimento de algumas doengas, tais como cancer, esclerose,
doenca cardiovascular, cirrose e diabetes (Navarro-Alarcon & Lopez-Martinez, 2000).
Neste contexto, a suplementacdo de dietas com Se, tanto para animais quanto para
humanos, tem sido aceita pela comunidade cientifica. A Junta de Alimentacdo e Nutrigdo
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da Academia de Ciéncias dos Estados Unidos propde uma ingestdo diaria de 50-200 ng de
Se, aqual é considerada segura para individuos adultos (Food and Nutrition Board, 1989).
O Se apresenta um grande nimero de funcdes bioldgicas, sendo a mais importante
como um antioxidante. Ja é conhecido que 0 Se edd presente como residuo de
selenocisteina no sitio ativo das enzimas glutationa peroxidase (Flohé et al., 1973),
tioredoxina redutase (Holmgren, 1985), 5'-deiodinase (Behne e Kyriakopoulos, 1990) e
selenoproteina P (Ursini et al., 1990). A atividade redox do Se tem fundamental

importancia para o sitio catalitico dessas enzimas.
1.3.2. Disseleneto de Difenila

O disseleneto de difenila [(@Se), — figura 1] € um composto organico que contém
Se, portanto um organocalcogénio, largamente utilizado como intermediario em reagdes de
sintese organica (Paulmier, 1986; Braga e cols., 1996). A partir da década de 30, os
organocalcogénios tém sido alvos de interesse para 0s quimicos organicos em virtude da
descoberta de suas aplicagdes sintéticas (Comasseto, 1983), suas propriedades bioldgicas e
aplicacbes farmacologicas (Parnham & Graf, 1991; Kanda e cols., 1999; Nogueira e cols.,
2003a). Consequentemente, o risco de contaminagdo ocupacional por organocalcogénios
tem motivado estudos toxicoldgicos.

e
=4 )
Figura 1. Estrutura quimica do Disseleneto de Difenila
1.3.2.1. Propriedades Farmacoldgicas
Varios relatos foram publicados sobre compostos de Se que mimetizam a atividade
da enzima glutationa peroxidase. Além disso, um estudo recente relatou que disselenetos de

diarila apresentaram atividade antioxidante em camundongos. O (dSe), demontrou ser

mais ativo como mimético da glutationa peroxidase (Meotti e cols., 2004) e menos toxico
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em roedores do que o ebselen (Meotti e cols. 2003; Nogueira e cols. 2003b). Além disso,
nosso grupo de estudo tem demonstrado que o (@Se), possui outras propriedades
farmacoldgicas, tais como efeitos anti-Ulcera (Savegnago e cols., 2006), hepatoprotetor
(Borges e cols., 2005), anti-inflamatorio e antinociceptivo (Nogueira e cols., 2003a, Zasso e
cols., 2005).

1.3.2.2. Propriedades T oxicologicas

Além das propriedades farmacoldgicas, 0os compostos organicos de Se, incluindo o
(9Se),, séo conhecidos por induzir toxicidade in vitro e in vivo. Dados do nosso laboratério
tém mostrado que formas organicas de Se podem ser neurotéxicas (Moretto e cols., 2003;
Nogueira e cols., 2003c), causar toxicidade renal (Meotti e cols., 2003) para roedores
adultos, ou serem nocivas para proteinas ou enzimas de véarios tecidos de mamiferos, tais
como aenzimad-ALA-D (Barbosa e cols., 1998; Maciel e cols., 2000; Farina e cols., 2001;

Bolzan e cols., 2002; Nogueira e cols., 2003Db).

1.3.3. O Selénio e a Toxicologia Desenvolvimental

1.3.3.1. Exposicdo materna

O elemento Se, dependendo da dose, pode ser tOxico para diversas espécies de
animais (Painter, 1941). Quando administrado durante a gestacéo, foi observado que este
elemento atravessa a barreira placentéria e é distribuido aos tecidos fetais (Shariff e cols.,,
1984; Bedwal & Bahuguna, 1994). Apesar de determinados estudos apontarem para uma
relacdo entre a exposicdo a0 Se e problemas reprodutivos, a teratogenicidade deste
elemento ndo tem sido claramente demonstrada (Willhitte, 1993).

A exposicdo a formas inorganicas de Se causa 0 aparecimento de malformagoes
embrionérias em patos (Hoffman & Heinz, 1988) e gdinhas (Palmer e cols., 1973). Em
camundongos, 0 Se causa aborto e retardo no crescimento dos fetos expostos a doses
materno-toxicas, mas ndo mostrou efeitos teratogénicos (Yonemoto e cols., 1983). Ndo
foram observadas malformagoes fetais em macacas prenhas que receberam selenometionina
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durante a gestacéo (Tarantal e cols, 1991). Por outro lado, esse mesmo composto foi
teratogénico em hamsters (Ferm e cols., 1990). O selenito, selenato, selenometionina e
selenocistina provocaram o aparecimento de malformagdes fetais em cultura de embrides
derato (Usami & Ohno, 1996).

Apesar dos estudos ja realizados, ndo ha dados referentes ao possivel efeito tdxico
do (dSe), sobre o0 desenvolvimento intra-uterino em roedores.

1.3.3.2. Exposicdo paterna

O Se é um micronutriente requerido para 0 processo da espermatogénese e,
portanto, essencial para a funcéo reprodutiva em machos (Behne e cols., 1982; Maiorino e
cols., 1999). Estudos demonstraram que existe um importante aumento no contelido de Se
tegicular em animais no inicio do amadurecimento sexual e, além disso, que a
suplementacdo moderada com Se tem efeitos benéficos sobre a reproducdo em animais de
laboratdrio, de fazenda e no proprio homem (Behne e cols., 1986; Bedwal & Bahuguna,
1994; Hansen & Deguchi, 1996). A deficiéncia nos niveis de Se estd associada com um
prejuizo na motilidade do esperma, alteragbes estruturais na peca intermedidria e
diminuicdo dos flagelos dos espermatozoéides (Behne e cols., 1996).

Os estudos sobre 0 sistema reprodutor masculino tém explorado primariamente 0s
efeitos de agentes toxicos sobre a fertilidade, dando menor importéancia aos possiveis
efeitos sobre o desenvolvimento intra-uterino.

Existem poucos estudos sobre a toxicidade reprodutiva de compostos de Se,
especialmente com formas orgénicas, em individuos do sexo masculino. De acordo com 0s
estudos referentes a fertilidade masculing, verificou-se que esta ndo é afetada em
camundongos suplementados com uma dieta normal ou com quantidades excessivas de Se
(Kaur & Bansal, 2005). Entretanto, neste mesmo estudo, foi demonstrado que a
suplementacdo com uma dieta deficiente em Se causou prejuizo na fertilidade, diminuicdo
no peso e no nimero de fetos por ninhada (Kaur & Bansal, 2005).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a exposicéo ao (JSe);
(aguda ou sub-crénica) ndo causa nenhum tipo de prejuizo nos parametros reprodutivos
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avaliados em ratos Wistar (indice de fertilidade, contagem de espermatozoides na cauda do
epididimo e histopatologia testicular) (Stangherlin et al., 20064).

N&o h& estudos no que diz respeito ao aparecimento de malformactes congénitas
apos longos periodos de exposicdo ao (JSe), de pais do sexo masculino. Tendo em vista
gue o aparecimento de anormalidades na prole de individuos do sexo masculino expostos a
um determinado agente ndo é usual mente acompanhado por alteractes na fertilidade ou em
gualquer outro indice de sucesso reprodutivo (Friedler, 1996), é de extrema importancia
avaliar quais sdo as consequéncias sobre o desenvolvimento embrio-fetal da prole de ratos
expostos a doses de (dSe), que ndo prejudicam a sua fertilidade.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos:

- Avaliar o possivel efeito teratogénico do (9Se),, administrado na gestagdo em ratas Wistar;
- ldentificar o periodo-alvo datoxicidade desenvolvimental do (@Se),, administrado em dias
especificos da gestacdo, em ratas Wistar;

- Identificar as possiveis alteracOes esqueléticas fetais, apos a administracdo do (JSe), em
ratas Wistar prenhas;

- Avaliar o efeito do (dSe), sobre o desenvolvimento da prole de ratos Wistar expostos sub-

cronicamente a este composto no periodo que precede 0 acasalamento.
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3- ARTIGOSCIENTIFICOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigos cientificos, os quais encontram-se aqui organizados. Os itens Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se nos
proprios artigos. O artigo 1 esta disposto na forma que foi publicado na edi¢céo da revista
cientifica e 0 artigo 2 esta disposto na forma que foi submetido para revisdo (ainda nédo
publicado).
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3.1 —EFEITOS DO DISSELENTO DE DIFENILA SOBRE O DESENVOLVIMENTO
INTRA-UTERINO DA PROLE DE RATAS WISTAR EXPOSTAS DURANTE O
PERIODO GESTACIONAL

Artigo 1

TERATOGENIC EFFECTSOF DIPHENYL DISELENIDE

IN WISTAR RATS

FAVERO, A.M., WEIS, SN., STANGHERLIN, E.C., ZENI, G.,
ROCHA, JB.T., NOGUEIRA, C.W.

Reproductive Toxicology, 20 (2005) 561-568.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Available online at www.sciencedirect.com
SCIEHGE@DIHEBT'

Reproductive Toxicology 20{ 2005} 341568

Reproductive
Toxicology

www.elsevier.com/locate reprotox

Teratogenic effects of diphenyl diselenide in Wistar rats

Alexandre M. Favero, Simone N. Weis, Eluza C. Stangherlin,
Gilson Zeni, Joao B.T. Rocha. Cristina W. Nogueira®

Cenitre de Cifnciar Naln

Depariomenio de ¢ ¢ Fratas, Universidade Federal de Santa Maria, SM, RS, CEP 9T 105-%00 Saia Maria, Brazil
Receivad 10 February 2005; receivad in revised fomm & Aprl 2005; accepled 30 April 2005
Available cnling 20 June 2005

Ahstract

Diphenyl diselenide is an crganoselenium compound with potential therapeutic use, The present study evaluates the effects of single maternal
subcutaneous injection of 30 and 100 mg/'kg dipheny] diselenide [{PhSe);] at gestational days (GIN) 6, 10 ar 17 in Wistar rats. The highest
dose of (PhSe); was also administered at G 7-12. External and intemal fetal sofi-tissue examination was performed at GD 20, No mortality
was observed in fetuses or dams at any (PhSe): treatment group. Neither did exposure to (PhSe); cause significant changes to fetal body
weight, organ weight, or fetal size when administered at GD 6-8, 10-12 or 17, Exposure to 100 mg/'kg (PhSe); at GD 9 produced significant
changes in fetal biometry (crown-rump (CR) length) and bady weight. No significant increase in the proportion of fetuses with external visible
abnormalities was observed in groups exposed to (PhSe);. Skeletal anomalies were observed in fetuses in the GD 9-11 treatment groups and
included incomplete ossification of cranial bones, misshapen and incomplete ossification of stemebrae, reduced sternebrae number, wavy
and extra ribs, incomplete cssification of fore and hindpaw bones and incomplete cssification of sacral and caudal bones, We conclude that
maternal administration of (PhSe)z during G 7-12 led to increased incidences of these skeletal vanations or anomalies, but did not cause

extemally visible malformations in rat fetuses,
© 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kevwords: Selenium; Diphenyl diselenide; Teratogenicity; Pregnancy; Rais; Toxicity

1. Intreduction

Selenium is an essential trace element for mammalian and
avian species [ [-3], but can also act as a significant environ-
mental toxicant [4]. Many selenium-containing enzymes and
proteins are essential for normal growth, development, and
metabolism [5-9]. Selenium is essential to the function of
several enzymes having physiological antioxidant properties,
ineluding different ¢lasses of glutathione peroxidase [10-12].
The mammalian thioredoxin reductase [13], 3'-deionase [14]
and selenoprotein P [13] are also known to be selenium-
containing proteins.

Inorganic selenium compounds have been widely used in
industry [16]: therefore, it is part of the public health con-
cern for oceupational and environmental exposures. Among
the potential adverse effects derived from exposure to metals,

Y Comesponding author. Tel: +35 55 32200 8 140; fax: +55 55 3220 8978
E-punif aldlvess: criswni@quimicaufsm.br (CW Nogoeim .

DEOD-A23R% — sae front matier © 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.
eoiz 10,1016 reprotos, 2003040013

developmental toxicity is a serious risk [17]. Selenium is a
teratogen in birds and a suspected teratogen in mammal [ 18].
Selenite, selenato and selenomethionine all cause embryonic
malformations such as hydrocephaly, beak defects, microph-
thalmia, anophthalmia and foot defects in ducks [19.20] and
chicken [21-23] when given to hen or injected to eggs. In
contrast, the teratogenecity of selenium has not been clearly
shown inmammals. No fetal malformations were observed in
pregnant monkeys who received selenomethioning at doses
that causing maternal toxicity [24]. In hamsters, selenite,
selenato and selenomethionine caused fetal malformations,
mainly enchephalocele and exencephaly, at exposures caus-
ing maternal toxicities such as lethargy and body weight
reduction [25]. Inmice, inorganic selenium caused resorption
and growth retardation of fetuses at matermnotoxic doses, but
showed no teratogenic e flects [26]. It was previously reported
that rat embryos had susceptibility to selenium terato genecity
[27]. Despite of several studies on the effects of selenium
in gestational periods have been reported in the literature,
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there are no available data concerning the teratogenicity of
diphenyl diselenide in rats.

Organoselenium compounds, including diphenyl dise-
lenide, are recognized as toxic in vitro and in vivo. Accord-
ingly, data fromourlaboratory have shownthat organic forms
of selenium canbe neurctoxic [28] for adult rodents (mice and
rats), or noxious for mammalian enzyme systems [29-33].
Furthermore, studies showedthat alow dose ofdiphenyl ditel-
luride, a structural analogous of diphenyl diselenide, can be
teratogenic in rats [34]. On the other hand, in vitro studies
reported that organoselenium compounds (alkyl and aryl dis-
elenides) are potential antioxidant compounds [33,36]. Our
group hasreported that diphenyl diselenide possess therapeu-
tic potential due to hepatoprotective, anti-inflammatory and
anti-nociceptive properties [37,38].

Taking into aceount the importance of diphenyl diselenide
[(PhSe)z] as an intermediate in onganic synthesis [39,40], the
possibility of occupational exposure to this compound and
its possible potential use as a component of a range of thera-
peutic agents [38.41]. the present study has been undertaken
to assess the effect of diphenyl diselenide on intrauterine
development in distinctive pericds of pregnancy in Wistar
rats.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Diphenyl diselenide (Fig. 1) was synthesized according to
published methods [42]. Analysis of the 'H NMR and 1*C
NMR spectra showed that the compound obtained presented
analytical and spectroscopic data in full agreement with its
assigned structure. The chemical purity of (PhSe); (99.0%)
was determined 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.

Nulliparous Wistar rats {1 70-250 g) from our own breed-
ing colony were used inthese studies. The colorny was housed
in separate quarters on a 12-h light/12-h dark cyele, at room
temperature, with free access to food and water. The animals
were used according to the guidelines of the Committee on
Care and Use of Experimental Animal Resources, Schoal of
Veterinary Medicine and Animal Science of the University
of Sao Paulo, Brazil.

Se

Fig. 1. Strucire of diphany] diselenide.

ey 200 2005 561-568
2.3 Experimental procedures

Females inthe proestrous and estrous phases of the cycle
were bred to mature males (3:1) overnight. The onset of
pregnancy was confirmed by the presence of spermatozoa
in vaginal smears on the following morming, defined as ges-
tation day (GO 0 [43]. Dams were randomly assigned into
groups of 6—18 pregnant rats each and housed individually in
standard plastic cages.

One group of dams received a single dose of 50mg/’kg
(PhSe); by subcutaneous (s.c.) injection on gestation days
6, 10 or 17. Another group of dams were administered a
single s.¢. dosz of 100mgkg (PhSej; on GD 6-12 or 17.
The volume of each dose was adjusted to | mlkg total body
weight. Control groups received only cancla oil vehicle. The
dose level was guided by results o f LDsy studies conducted in
our laboratory [44]. Dams were daily examined for obvious
signs of illness. Maternal weight was recorded daily to GD
20.

On GD 20, dams were euthanized by decapitation. The
utems, maternal liver, brain, kidney andspleenwere remaved
and weighed. The gravid uterus was further examined for the
presence of dead and live fetuses. Fetuses were removed,
separated from placenta, weighed and examined under mag-
nification 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 variations or malformations, according to cur-
rently used nomenc lature [45]. Fetal biometry was performed
[46]: crown-rump (CR) length: oceipito-nasal length: trans-
cervical diameter; trans-umbilical diameter.

After finding a litter with external malformation after
maternal exposure to [00mg'kg (PhSej; at GD 10, further
evaluation of skeletal anomalies was undertaken for expo-
sure during the organogenetic period {GD 7-12). To identify
internal skeletal variations and anomalies a sample of each
litter was preserved in 70% ethanol and stained with Alizarin
Red S [47].

24, Statistical analysis

The litter was used as the experimental unit. Statistical
significance was assessed by analysis of variance (ANOWVA),
followed by Duncan’s test when appropriate. Statistical anal-
ysis of incidence data {fetuses with skeletal anomalies) was
performed using the chi-square test. A value of p = 0.05 was
considered to be significant.

A Resulis
3.1 Maternal observation
Dams administered 50 or 100 mg/kg (PhSe ) at different

days of gestation showed no signs of illness or abnormal
behavior and appeared normal. No matemnal lethality was
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noted. Maternal body weight gain in the 100 mgkg (PhSe);
group at GO & was significantly lower than the vehicle con-
trol group when monitored on GD 15 and GD 20 (Fig. 2a).
Maternal body weight gain at GD' 7. 9 and 11 was signifi-
cantly lower 3 days after treatment with 100 mg/kg (PhSe)2
versus the contral group (Fig. 3a and b). Treatment at the
highest dose tested, and at all periods except GD 8. signifi-
—&— GO —%— GDg

—a— Conirol  —— GDT

cantly decreased maternal body weight gain at GD 20 versus
the controls (Figs. 2b, ¢, 3aand b). In contrast, treatment with
50mgkg (PhSe jp at GD 6, 10ar 1 7did not significantly affect
maternal body weight gain (Fig. 2a—¢). There were no sig-
nificant differences in maternal organ weights (liver, brain,
kidney and spleen) at term for any treated or control group
under the conditions tested here { Table 1).
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Fig. 3. Maternal body weight gain during gestation. Data are recorded as percent of initial waight = gestation days. Dams that received 100meke (PhSai: or
canola oil at GI 7-9 (a) or at GI3 10-12 (b, Data are reported as mean £ %.5.M. *Denote p <0.05 as compared o respective control group.
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Table 1
Evaluation of matemal and fatal parmmetars
Contral* 100mg ke (Fh3e),
Ghé Gl 7 G& Goo G 10 Gl 1l Gl 12
Matemal parameters
Mo of dams 26 10 & [ 8 18 8 [
Maternal body weight at 2746 £59 263580 266559 2745+ 164 272040140 270787 IT45+11L6 2A20+E57T
Go2n
Iumber of total pups’ I021+£061  S10+£070 025 L1 1125 £085  1100£058 958 £0.54 200+ 1.78 10,75 £ 10.85
litter®
Absolule organ weight (g) on G 20
Liver 1087 027 11572034 11502050 11324040 116242057 11224043 10902072 930042
Hmin 166 003 160 0,05 158 005 178 £0.02 1.70 £0.08 159 +0.08 1.80 4 0.04 1.70 4001
Kidnay 0.71 20,01 0722003 0.76 £ 0.04 0.75 20.02 075 2£0.03 0.72 2002 075 20.02 0.72 20.04
Spleen 0622004 058002 063 2 0L0G 050 0,07 048 0,03 060 40,03 0,62 4008 068 010
Fetal parameters
Diead fatuses 0 ] 0 1] 1] 1} o 1}
By wazight g|" 3212005 307016 14018 327 +£0.31 2734013 2954004 2754003 2954014
Bicmetry cm)®
CHR length 3532008 3422007 356 20.05 35620011 A3 E0.08° 348003 A4 2000 3452008
Occipito-nasal length 153 £0.02 151 003 152 +0.03 152 2004 145 0,02 151 002 1.50 £0.03 148 £0.02
Truns-carvical 1071 £ 0003 1.00 £ 003 096 10,05 093 0.4 0ES £0.03 1.00 £0.03 090 4+0.01 0.90 10,02
diamater
Trans-umbilical 1.25 0,03 1.21 £0.08 1.21 2004 1.24 0,06 116 £0.0% 1.24 £0.03 1.17 £0.01 116 £0.03
diameter
Kidnay length 0354001 035 +£0.01 036 +0.02 035 +0.02 D345+000 D35 +0.01 0324001 0.34 002
Organs weight (g
Hmin 023 £0.004 01160007 D133 £00056 D35 £0018 0134 £0010 0024 £0.006 00133 20,000 00146 £0.002
Liver 0220 £ 0008 Q198 £0.010 0186 £008 0218 £0022 019240024 0201 £0.012 0189 £0.003 0211 0016

Litters with malformations or variations’

Short or absend tail 26 i s
Fore- and hind-limbs (V26 [ ] s
Ciowih retardation W26 ola [
Subcutaneous blood (V26 i W

clots

s
e
G
G

e 1718 s LS
W& 1118 e oG
[LY 1718 s éE
e 114 LS LS

Dams were acately exposzd o 100 mg/kg ( Phie): during distinctive days of organogenetic pericd.
A For the sake of clarity the respective control groups ofeach reated-group were omitbed.

P Dt are recorded as mean & S.E.M.
£ Diffierent from control group.
4 Number of litters with malfomationsnumber total of litters,

3.1.1. Feial examinavion

{PhSe); administered to dams at 50 ar 100 mg/'kg did not
cause fetal montality (Table 1) At 30mgkg. (PhSe)z did
not produce significant changes in fetal weight and biometry
when administered at GD 6, 10and 17 (data not shown). In
contrast, 100mg/kg (PhSe)s, administered at GD 9 produced
significant changes in CR length and fetal weight (Table 1 ).
Nochanges on fetal liver and brain weights were found. After
internal examination of the pe Ivis, the size of kidneys was not
different on experimental groups when compared to control
group (Table 1).

There were no abnormalities in fetuses from dams treated
with 50 mg/hkg (PhSe); on GD 6, 10 or 17, At the highest
dose (100 mg/kg) external malformations were limited to a
single litter ( 1/1 &) exposed at GD 10, Fetuses obtained from
this litter presented short or absent tail and malformed fore-
and hind-limbs. No other external malformations were noted.
Subcutaneous blood clot and delayed intrauterine growth

were the only external variations found in this litter in which
malformations were observed {Table 1 ).

The incidence of fetal skeletal anomalies was altered by
exposure with (PhSe)z (Table 2). The observed anomalies
included incomplete ossification of cranial bones, misshapen
and incomplete ossification of sternebrae, reduced sterne brae
rumber, wavy and extra ribs, incomplete ossification of fore
and hindpaw bones and incomplete ossification of sacral and
caudal bones (Fig. 4 ). The incidence of these skeletal anoma-
lies was pronounced in fetuses of GDV 911 exposure groups
(Table 2).

4. Discussion
The present study has tested for teratological effects of

{PhSe); in Wistar rats. Generally, we found no maternal
mortality or clinical signs of toxicity. The present study
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Incidences of skeletal anomalizs in fauses of fanale rats reated with 100 mgkg (PhSe iz during distinetive days of organogendic period

Paramaeters Control 100mg ke (Fhie);
Pay 7 Day & Dy 9 Day [0 Day 11 Day 12
Fetuses examined 40 24 18 20 14 20 14
Litters examined 14 & [ 8 & 8 [
M fietuses showing ancmalies (% o
Skull
Fromial {incpl. oss.) 0oy 4011y 00y & Aoy 633) 2000 (LN
Panietal (incpl. oss.} L] 5(25) 0oy 10 (503" 844" e oy
Interparieial (incpl. oss.0 L] 6(25) 201" 6 a0y s 44" &4y (g
Supracccipital (incpl. oss.) (15 &(25) 4(22) 12 (o A4 12 (60" 2(12)
{hipartite assification) o0 28 201 {0y 200 40200° {0
{asymeiric} 0oy RN {1}] 201 0 422y hTRDT (LN
Squamosal (incpl. oss.) 0im 0y 0oy 42m° [N ooy 0 {0y
Fygomaticum (incpl. Oss) 0oy i) 00} 20m” (i) {1} 1 {0}
{slight fused with Bj. o= maxill.) 2(5) [RR{I] 0oy 2{1m 4122} LR (LN
Cervical vertebrae (incpl. oss ) (M 40117 (o 42m" 4227 2(1m" I¥]]
Stemebrag
{misshapenad) 4(1m 12 {50y 120671 14 (703" A4 A (30 4425
{incpl. oss.) 14 (35} 16 (67) 12(6T} 14 (70} 100 (55) 16 &0y 10 (62}
{hipartile ossification) 0 (i} o 2015 210y o (i} 1 {11}
{reduced sternebrag number} 0y 208 200" 12 (" 60337 2000t 1 {11}
Ribs
{hilateral supemumerary short ribs)® G5} 0y 0oy 4 (204 0y B 40y 425}
funilateral supemumerary short ribg 2{% 208 2001y 210y 4022 2010y 0§y
fwavy) 2(5 [RR{I] 0 2(1m S R{1}] 4 (20 2012
Forepaw
{incpl. oss. metacarpal bones) & (209 200(83) 1056 12 (5" 14 (78) 14 (700" 12 (75)°
{digits poorly ossified) & (20 12 (507 B (44} 14 (704" 14 (787 16 (&0 10 Bn"
Hindpaw
{incpl. oss. metatarsal bones) ooy 2(8) 0y 0 (i 201 o LN L]
{digits poory ossified) 16 (4001} 20 (83) 16 (&9 15 (90" 18 (100y"" 18 om" 16 (100"
Sacral verehrae (incpl. oss.) 14 (35} 12 {5i) 10§ 56} 40} 4222} ] 10 {62}
Candal bomes (incpl. oss. 3 i (15} &{33) G (33} 2{1m 055,57 (30} LRI

Inepl. oss. = bone incomplaely ossibed; Bj. os maxill.

maxillary bone, zygomatic process,

! For the sake of clarity the respective control groups of each treated-group were omitied.
b Data are presented as number of feluses with ancmalies and as percant of total evaluated Fetuses (),

© Lumbar ribs
* p= 0001 compared to the control group by 72 -lest.
" < 0003 comparad to the conirol group by ;_r:-lc.\'l.

established that a single s.c. administration of (Ph3e); did
not cause external malformations on fetuses at different peri-
ods of gestation.

Administration of 100mg/'kg (Ph3e)z resulted in a sig-
nificant reduction on maternal body weight gain: however,
treatment with (Ph8e): did not induce external malforma-
tions. The results corroborated earlier studies on rats, which
did not observe negative effects on pups born to mothers
given selenium during gestation [48-50]. Conversely. the
administration of 100 mg/kg (PhSe)z at GD 10 caused one
litter with malformations ( short or absent tail and malformed
fore- and hind-limbs) suggesting that the rat prenatal devel-
opment at this stage may be sensitive to organic selenium
expostre. These findings with (PhSe 2 were similartomalfor-
mations indueced by diphenylditelluride, a structural analogue

they measured one hall’ and more than one half the length of the last thormcic ks,

of (PhSe)z. In fact. diphenyl ditelluride, at low dose, has
been reported as a teratogenic compound to the rat fetuses
[34].

Motivated by the appearance of external malformations
in one litter, we evaluated the possible skeletal anomalies
in fetuses exposed to (PhSe) during organogenesis [51].
Our results suggest that acute administration of 100 mg/kg
(PhSe)z during G 7-12 did not induce external malforma-
tions but increased the incidence of skeletal anomalies, a sign
of growth retardation or developmental delay. Inaddition, the
fetal body weight and CR length were significantly decreased
implying that exposure to (PhSe j; at GD'Y impaired intrauter-
ine growth.

Selenium efficiently crosses the placenta and is distributed
in fetaltissues [52,53]. Placental transfer is significantly mod-
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[4)]

(@

3

Fig. 4 {13 A mt fotus oblainsd from o dam exposad 1o 100mgke (PhSe); showing skull bones anomalies (right) and a control faus (leit)y, Os, supracceipital
hipartite (A); inepl. sssification of parietal {8} interpanietal bones (C). Feluses ware cleared with KOH and skeletons were stainad with Alizarin Red 5. (2)
Acnal fetus obtainad from a dam exposad to 100mgkg (PhSe); showing misshapen, reducad number and incomplate ossification of stemebrae (rights and a
contral fetus left). Each stemebra was representad for a later (a1 Fetuses were cleared with KIOH and skeletons were stained with &lizarin Red 2. (33 A ral
letus obtained from a dam exposad o 100 me'ke (Fh%a); showing wavy ribs (right} and & control fetos (left). Femses were cleared with KOH and skelatons

were stained with Alizarin Red 5.

erated by free drug charactenistics (such as lipid solubility,
degree of ionization and molecular weight) and placental
properties (maternal and fetal blood flow, drug metabolism
and placentalage . [t is evident that chemicals with a molecu-
lar weight <600 may readily cross the placenta [34]. Consid-
ering the chemistry chamcteristics of (PhSe)s, such as lipid
solubility and molecular weight (mol. wt. 312, we infer that
this compound, like organotellurium compounds [34], could
readily crossed the placenta.

Other studies have examined the reproductive effects of
selenium exposure in animals. In mammals, adverse repro-
ductive effects such as eyve malformations in sheep were orig-
inally reported in livestock grazing within seleniferous areas
[35.56]. Despite some inconsistencies, results of subsequent
experimental studies in mice administered with selenate and
selenite [57-59] in hamsters [25] have suggested adverse
effects of selenium compounds on fetal growth, resorption
rates, and malformations such as ¢left palate and encephalo-
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cele. Conversely, Tarantal and collaborators [24] have failed
to identify teratogenic e ffects among macaques administered
with L-selenomethionine. Dietary sodium selenite protected
against salicylate induced embrictoxicity after intravenous
infusion in rats [48]. The effect of selenium against several
heavy metals may also include protection against the terato-
genicity of cadmium, arsenic and mercury [60.61].

Teratogenicity of (PhSe); is relevant because this com-
pound has useful pharmacological properties [33,37,33].
[ndeed. invitro studies demonstrated that { PhSe)2 has antiox-
idant properties and thiol peroxidase-like activity [36.41].
The cwrrent study does not find significant teratogenicity
with (PhSejz expoure to pregnant Wistar rats: however,
{PhSe); administered to dams during organogenesis (GD
7-12} increased the incidence of skeletal anomalies, a sign
of growth retardation or developmental delay. Thus, con-
firmatory studies in other experimental species would be
warranted. Neurobehavioral and second-generation studies
are also recommended to support the conclusion of prenatal
hazard of the compound.
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4.2 - EFEITOS DO DISSELENTO DE DIFENILA SOBRE O DESENVOLVIMENTO
DA PROLE DE RATOS WISTAR EXPOSTOS SUB-CRONICAMENTE A ESTE
COMPOSTO ANTESDO ACASALAMENTO
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ADULT MALE RATS SUB-CHRONICALLY EXPOSED TO DIPHENYL DISELENIDE:

EFFECTS ON THEIR PROGENY

Abstract

The present study was conducted to evaluate the toxicity of diphenyl diselenide
[(PhSe),] exposure on the progeny of Wistar male rats. Male rats were exposed to (PhSe),
subcutaneously for 4 weeks (wk) at the dose of 5.0 mg/kg and 8 wk at the dose of 2.5
mg/kg, prior to mating with unexposed females. No lethality was noted in any group. At
term of exposure period, 4-wk-exposed male rats presented significant decrease in the body
weight. Sex organ weights were similar in (PhSe),-exposed and control male groups. The
number of implantation sites in females mated with males exposed to (PhSe), for 8-wk was
significantly higher than those of the respective control group. Male exposure to (PhSe),,
administered for 4- and 8-wk, did not change feta body weight. Gross examination of
fetuses from 4- and 8-wk-exposed groups did not reveal the appearance of external
anomalies. Examination of live fetuses for ossification centers did not show significantly
difference between groups. No increase in the incidence of skeletal anomalies was
observed in fetuses obtained from females impregnated with (PhSe),-exposed males. The
current study indicated that (PhSe), given sub-chronically (4 or 8 weeks) to male rats had

no adverse effects on their progeny.

Keywords. Organoselenium, Paternal exposure, Progeny, Testis, Toxicity.
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1. Introduction

Selenium is an essential trace element that constitutes the active center of
glutathione peroxidase [1] and is a component of other selenoproteins|[2, 3]. Conversely, it
is well known that selenium can also act as an environmental toxicant [4]. Diphenyl
diselenide [(PhSe);] is an organoselenium compound widely used as intermediate in
organic synthesis [5, 6], and as a consequence, the risk of human exposure to this chemical
at the workplace may increase. Extensive studies have been focused on the potential
toxicological and pharmacological effects of (PhSe), in animal models (for review see [7]).
Of particular importance, antioxidant [8-9], antinociceptive and antiinflamatory [10], anti-
secretory and antiulcer [11] and hepatoprotective [12] properties have been attributed to
(PhSe)s.

Recently, we established that (PhSe),, administered sub-chronically, produces only
dlight toxic effects in exposed male adult Wistar rats [13]. In that study, (PhSe),-treated
males showed significant reduction in body weight and no alterations in reproductive
parameters, including fertility index and epididymal sperm counts. Interestingly, it has
been reported that abnormalities in progeny outcome in animal paternal-exposure studies
are usually not accompanied by alterations in fertility or other used indices of reproductive
success [14]. Taking this into account, male toxicological studies are important to
determine the safe utilization of (PhSe)s.

Male reproductive toxicology has recently become a rapidly expanding area of
research and testing. In the last decades there has been growing concern over the effects of

either natural or synthetic products on the male reproductive health [15]. However, studies
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in male have primarily explored the effects of toxic agents on fertility rather than on
developmental outcome. It has been demonstrated that paternal exposure to therapeutic and
recreational drugs as well as to chemicals in the workplace and environment can induce a
broad spectrum of deleterious effects on the normal course of development. The impact on
progeny outcomes includes. increase in pre- and post-implantation loss, congenital
malformations, increase in spontaneous abortions and fetal growth retardation [14].

Until recently, investigations of developmental disorders of parental exposure to
pharmacological or other chemical and physical agents have focused almost exclusively on
maternal factors. Accordingly, our research group have demonstrated that (PhSe), produces
dlight toxicological effects in the fetuses when pregnant rats were exposed to this
compound, following both acute and repeated administrations during gestation [16-17]. To
the best of our knowledge, however, there are no data in the literature that focus on the
effects on progeny of male rats administered with (PhSe)..

Thus, the present study was undertaken to evaluate if (PhSe),, at the same dosing
regimens used in the early reproductive study [13], promotes reproductive alterations

and/or toxic effects on the progeny of male Wistar rats.

2. Materials and methods

2.1. Test Chemical

Diphenyl diselenide was synthesized according to literature method [18]. Analysis
of the '"H NMR and *C NMR spectra showed that the compound obtained presented
analytical and spectroscopic data in full agreement with its assigned structure. The

chemical purity of (PhSe), (99.9%) was determined by GC/HPLC.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

2.2. Animals

Males and nulliparous females of Wistar strain (180-240 g) from our own breeding
colony were used in this study. The animals were housed in separate rooms, on a 12 h
light/dark cycle, at room temperature, with free access to food (Guabi, RS, Brazil)
and water. The animal protocols were approved by the Committee on Care and Use of

Experimental Animal Resources of the Federal University of Santa Maria, Brazil.

2.3. Experimental procedure

Dipheny! diselenide was dissolved in canola oil (BUNGE Alimentos S.A., Brazil) at
doses of 2.5 or 5.0 mg/kg. The volume of each dose was adjusted to 1 ml/kg of body
weight. Control groups received only canolaoil. The dose level was determined based on
the results of LDsp studies conducted in our laboratory [19]. The relationship between
exposure duration and dose level was chosen based on the lipophilic properties of (PhSe), which
increase the risk of bio-accumulating into the lipophilic compartments. Male rats were
exposed sub-chronically with (PhSe), or vehicle prior to mating, following the
experimental design:

1- Four-weeks exposure (4-wk): the animals were subcutaneously exposed to 5.0
mg/kg (PhSe), or vehicle, 5 times/wk, for 4 wk to reach 1/3 LDsp.

2- Eight-weeks exposure (8-wk): the animals were subcutaneously exposed to 2.5
mg/kg (PhSe), or vehicle, 5 times/wk, for 8 wk to reach 1/3 LDsp.

The body weight of males was recorded daily, immediately before (PhSe), exposure.
Twenty-four hours after the last injection (4- and 8-wk exposure periods), each male was

placed in a separate cage with two virgin unexposed females of the same strain in the
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proestrous and estrous phases of the cycle for 7 days [20]. The onset of pregnancy was
confirmed by the presence of spermatozoa in vaginal smears on the following morning,
defined as gestational day (GD) 0. Dams recognized as pregnant were housed individually
in standard polypropylene plastic cages (41x34x18cm) with autoclaved wood shavings as
bedding. After mating period, males were removed and euthanized by decapitation under
ether (Merck, Darmstadt, Germany) anesthesia and the testis and epididymis weights were
recorded.

Pregnant rats were daily examined for obvious signs of illness. Body weight of each
dam was recorded on days 0 and 20 of gestation. On GD 20, the dams were euthanized and
the entire uterus was excised. The gravid uterus was weighed. The number of viable
fetuses and resorptions were counted. All viable fetuses were removed, separated from
placenta, and inspected carefully macroscopically for external structure anomalies. The
fetuses and their respective placentas were weighed. The viability of the fetuses was
determined by the presence of spontaneous breathing or responses to a tactile stimulus.
Findings were classified as variations or malformations, according to currently-used
nomenclature [21]. To identify skeletal anomalies a sample of each litter was preserved in
70% ethanol (Merck, Darmstadt, Germany) and stained with Alizarin Red S (VETEC, RJ,

Brazil) by the technique of Staples and Schnell [22].

2.4. Statistical analysis
The male was considered the statistical unit in this study. Statistical analysis
between experimental and control groups were calculated by Student’s t-test (male

parameters). Developmental and reproductive findings were analyzed using
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ANOVA/MANOVA with the litter nested within male. Differences were considered

statistically significant when value of P<0.05.

3. Results

Males of 4-wk exposure group had body weight significantly decreased at term of
exposure period. Conversely, body weight of male rats was not affected in the 8-wk
exposed group. The absolute and relative testis and epididymis weights were not
statistically different in both (PhSe),-exposed groups when compared to respective control
groups (Table 1).

The maternal body weight (at GDO and 20) and the body weight gain (overall or
corrected) during the pregnancy in females mated with 4-wk exposed males were not
statistically different to those obtained from females mated with control males. In addition,
the placental and gravid uterine weights were unaltered in females mated with 4-wk
exposed males when compared to the control group (Table 2). On the other hand, females
mated with 8-wk exposed males showed an increase in the body weight on GD20 as well as
in the overall body weight gain during pregnancy (GDO to GD20). Mean gravid uterine
weight at term was significantly increased in females mated with 8-wk exposed males when
compared to the control group. The corrected body weight gain of dams (after deduction of
gravid uterine weight at term) was comparable between experimental and control groups.
The placental weight was unaltered in females mated with 8-wk exposed males (Table 2).

Data from maternal autopsies showed that (PhSe), administered to males before
mating sessions did not induce an increase in resorptions and fetal mortality (Table 2). The
number of implantation sites were significantly higher in females impregnated with males

exposed with (PhSe), during 8-wk prior to mating than in females mated with control
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males. The mean number of live fetuses per litter from 8-wk exposed group was even
slight higher, but not significant, than those of the respective control group. The females
mated with males exposed with (PhSe), during 4-wk exhibited no significant differencesin
the number of implantation sites. The mean number of live fetuses per litter from 4-wk
exposed group were unaffected by drug exposure when compared to the respective control
group (Table 2).

The mean fetal body weight for both (PhSe),-exposed groups was similar to
respective control groups (Table 2). Gross examination of fetuses revealed no increase in
the appearance of external anomalies for 4- and 8-wk exposed groups (Table 3). The
examination of live fetuses for ossfication centers did not show significant difference
between groups. No increase in the incidence of skeletal anomalies was observed in fetuses

obtained from females impregnated with (PhSe),-exposed and control males (Table 3).

4. Discussion

The current study clearly indicated that (PhSe), given sub-chronically (4- or 8-wk) to
male rats has no adverse effects on their progeny. Generally, there was no mortality or
clinical signs of toxicity after (PhSe), exposure (4- and 8-wk) to males, neither in
unexposed females mated with exposed males. Despite this, the loss of body weight
observed in 4-wk exposure for (PhSe), could indicate systemic toxicity. Accordingly,
selenium compounds have been reported to affect body weight gain in animals[13, 16, 23].

Male reproductive toxicity studies with selenium compounds, especially with organic
forms, are till scarce in the literature. Earlier studies have indicated that selenium is a
micronutrient essential for normal male reproductive function and required for normal

spermatogenesis [24,25]. In fact, it is well established that there is a marked increase in
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testicular selenium content in maturing animals when spermatogenesis begins [26]. In
addition, moderate supplementation with Se is known to have beneficial effects on the
reproduction of experimental animals, livestock and man [27-29]. In agreement, Kaur and
Bansal [30] reported a significant decrease in the fertility index and in the mean number of
pups per litter in pregnancies sired by males kept on a selenium-deficient diet for 8-wk. In
the same study, however, no appreciable changes were observed following selenium-
deficient diet supplemented with sodium selenite at adequate (0.2 ppm) and excessive (1
ppm) levels for 8-wk.

According to these results, studies in our research group did not show interference
of (PhSe), on reproductive performance of Wistar male rats [13]. In fact, the treatment
with (PhSe), did not induce changes in sensitive endpoints for assessing male reproductive
toxicity. (PhSe), administered acutely or sub-chronically to male rats had no effects on
mating and fertility indices, epididymal sperm counts and testicular histophatology. In
addition, here we reported no differences in the sex organs (testis and epididymis) weights
as well as in the mating and fertility indices (all males impregnated at least one female).
Thus, our findings corroborate an early study indicating that (PhSe), did not result in
fertility impairment on male Wistar rats. Since the appearance of abnormalities in progeny
outcome and alterations in male fertility are not directly related [14], the potentia
implications of (PhSe), on male reproduction is extremely relevant.

Regarding (PhSe),, it has been established that single subcutaneous administration
to pregnant Wistar rats during organogenesis (e.g., a& GD 9, 10 or 11) induces slight
embryofetotoxicity since the fetuses obtained at gestational day 20 showed an increase in
skeletal anomalies (incomplete ossification of sternebrae and skull bones, and sternebrae

misshapen) and delayed development. Noteworthy, the administration of (PhSe), at day 10
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of gestation caused the appearance of only one litter with malformations (tail and limbs
defects) suggesting that the rat prenatal development in this stage may be sensitive to
organic selenium exposure [16]. In addition, our research group also demonstrated that
(PhSe), administered during organogenesis (GD6 through 15) induced adverse effects on
maternal rats and on embryonic/fetal growth, without causing externally visible
malformations in rat fetuses [17]. In the current study, on the other hand, no toxicological
findings were related to the male exposed to (PhSe),. The minor findings were the increase
in the body weight gain, in gravid uterine weight and in the number of implantation sitesin
unexposed females impregnated with 8-wk-exposed males. This increase was not
considered to be related to the test substance because the average number of implants per
dam in both control and 8-wk exposed groups were within the ranges of the historical
control data (8.4-12.4) based on information gathered in developmental toxicity studies
using Wistar rats in our laboratory over a period of 3 years. Thus, the significant difference
between groups is likely to be caused by unusual values rather than indicate a particular
effect of the test compound on implantation period. As a consequence, the increase in the
number of implantation sites led to alitter size slight higher in exposed group, although this
difference was not statistically significant. Indeed, the greater body weight at gestational
day 20 in females sired with 8-wk-exposed males was directly correlated with the findings
above cited.

Based on the fetuses weight, as well as the incidence of external and skeletal
alterations at term were unaffected by (PhSe),, we concluded that there are no adverse
effects on the progeny of male rats sub-chronically exposed to (PhSe),. Further researches

have to be conducted to provide information on physiological and behavioral effects on
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offspring and to better investigate the potential toxic effects of both maternal and paternal

exposure to this compound.
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Tables.

Table 1. Effect of male (PhSe), exposure on body and sex organ weights.

Parameters 4-weeks 8-weeks
Control? 5.0mg/kg (PhSe), Control 2.5mg/kg (PhSe),
Male parameters
Number of males (n) 6 6 6 6
Male body weight (g)
Initial 214.00+4.31 218.67+1.69 196.00+2.82 195.67+3.56
Final 290.00£6.06 262.17+6.16* 307.20+6.91 311.00+£8.82
Sex organsweight (Q)
Testis 1.62+0.04 1.56+0.04 1.60+0.03 1.65+0.04
Per body weight (%) 0.51+0.01 0.56+0.01 0.530.01 0.53+0.02
Epididymis 0.54+0.02 0.54+0.02 0.58+0.01 0.57+0.02
Per body weight (%) 0.17+0.01 0.20+0.01 0.19+0.01 0.18+0.01

& Control animals received canola oil (ImL/kg). Data are expressed as meantSEM. * P<0.05 compared to the respective control

group.
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Table 2. Effect of male (PhSe), exposure on reproductive parameters in unexposed female® rats

and their fetuses.

Parameters 4-wk 8-wk
Control 5.0mg/kg (PhSe), Control 2.5mg/kg (PhSe),

Maternal parameters’
Females paired with males (n) 12 12 12 12
Females with evidence of mating (n) 12 12 10 10
Pregnant females (n) 10 12 8 8
Mating index (%) 100 100 83.33 83.33
Pregnancy rate (%) 83.33 100 80.00 80.00
Materna weight (g)

Day 0 226.50+11.73 206.33£5.38 202.00£3.14 212.00£5.14

Day 20 313.30+12.81 297.00+£10.02 275.33+4.05 300.33+£2.39*
Gravid uterine weight (g) 59.02+5.76 63.85+3.24 55.36+2.36 61.36+2.78*
Materna weight gain (Q)

Day 0-20 86.83+3.27 90.67+6.86 73.33+£3.04 88.33+2.98*

Day 0-20 (minus uterine weight)  27.82+6.70 26.82+4.46 17.96+3.15 26.97+£3.35
Placental weight (g) 0.56+0.04 0.51+0.02 0.53+0.02 0.50+0.02
Implantations Sted litter 10.50+0.92 11.17+0.60 9.50+0.56 11.17+0.40*
Resorptions sited/ litter 0.50+0.34 0 0.33+0.21 0.50+0.50
Live fetused litter 10.00+1.18 11.17+0.60 9.17+0.54 10.67+0.67
Dead fetused litter 0 0 0 0
Post-implantations | oss (%) 6.00+4.20 0 3.30+2.11 4.50+4.49
Fetal parameters’
Body weight (g)° 3.71+0.10 3.62+0.10 3.72+0.07 3.66+0.09

3Femal es were untreated and killed on day 20 of gestation. "Data are expressed as mean+SEM. € per litter.
* P<0.05 compared to the respective control group.
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Table 3. Effect of male (PhSe), exposure on external and skeletal anomalies in their progeny.

Parameters 4-wk 8-wk
Control? 5.0mg/kg (PhSe), Control? 2.5mg/kg (PhSe),
Litters examined 10 12 8 8
Fetuses examined 40 48 32 32
Skeletal anomalies’
Skull
Frontal (incompl. ossif.)° 4.244.2 0 0 0
Parietal (incompl. ossif.) 16.7+£16.7 8.315.3 12.5485 33.3x16.7
Interparietal (incompl. ossif.) 8.3+8.3 8.3+5.3 12.5+8.5 8.3+8.3
Supraoccipita (incompl. ossif.) 20.8+7.7 4.2+4.2 16.7+8.3 8.3+8.3
Sternebrae
(incompl. ossif.) 29.2+16.4 12.5+85 0 4.2+4.2
(mi sshapened) 33.3t154 12.5¢5.6 33.3£10.5 37.5£12.5
Ribs
(unilateral supernumerary shortrib)  4.2+4.2 12.5+85 29.2+10.0 4.244.2
(bilateral supernumerary shortribs) 33.3+15.4 25.0£15.8 12.5+125 4.244.2
Sacral bones
(incompl. ossif.) 25.0£14.2 20.8+11.9 25.0+£11.2 25.0+£12.9
Number of ossification center s’
Metacarpals 3.54+0.18 3.86+0.12 3.79+0.14 3.71+0.10
Proximal phalangesin forepaw 1.08+0.41 1.00+0.26 1.04+0.35 0.75+0.11
Metatarsals 4.04+£0.04 4.00+0.00 4.00+0.00 4.00+0.00
Proximal phalanges in hindpaw 0 0 0 0
Caudal vertebra 2.54+0.28 2.17+0.20 2.42+0.17 2.00+0.19
Externa anomalies’ 0 0 0 0

@Males that received canola oil (ImL/Kg). % of fetuses affected per litter. ©incompl. ossif.: incomplete ossification.

YData are expressed as mean+SEM.
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4. DISCUSSAO

O disseleneto de difenila [(dSe),] é um composto de Se amplamente utilizado como
intermedi&rio em reacBes de sintese orgéanica (Zeni e cols.,, 2001). Além disso, existem
diversos estudos demonstrando que este composto possui importantes propriedades
farmacoldgicas, tornando interessante a avaliacdo de seus efeitos toxicoldgicos (Nogueira e
cols., 2004).

A introducdo de uma nova droga no mercado cosuma ser precedida de
experimentacdo humana, excetuando-se 0 uso na gestagdo. Assim, devido a escassez de
dados acerca dos efeitos sobre o organismo embrio-fetal, os estudos durante a gestagéo
animal tendem a fornecer os subsidios iniciais.

A toxicologia do desenvolvimento € o campo do conhecimento que trata, entre outros
objetivos, da avaliacdo do risco da exposi¢do do embrido, feto e do recém-nascido a agentes
agressivos presentes no meio ambiente. Os estudos da teratogenicidade sGo complexos,
levando-se em conta que existem cerca de cinco milhdes de agentes ambientais aos quais
podemos estar expostos e, destes, apenas cerca de 40 s80 comprovadamente teratogénicos no
homem (Shepard, 1992).

O presente estudo testou os possiveis efeitos teratogénicos do (@Se), quando
administrado de forma subcuténea (s.c.), em dias especificos da gestacdo de ratas Wistar
(Artigo 1). A partir dos dados obtidos experimentalmente foi estabelecido que uma Unica
administragcdo de (3Se), pela via s.c. ndo causa o aparecimento de malformagoes externas
nos fetos quando administrado em diferentes periodos gestacionais. Os nossos resultados
estdo de acordo com estudos prévios, os quais da mesma forma, ndo observaram efeitos
negativos nos fetos das méaes que receberam outras formas de Se durante a gestagéo (Cekan
e cols,, 1985; Bergman e cols., 1990).

As doses do (@Se), (50 e 100 mg/kg) administradas neste trabalho foram
selecionadas com base na DLz calculada para o composto (Nogueira e cols., 2003c).
Previsivelmente, a administragdo do composto, em ambas as doses, ndo causou mortalidade
materna. No entanto, o tratamento com a maior dose resultou numa perda de peso materno
logo apds a administracdo do composto na maioria dos grupos tratados. De acordo, h&
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trabalhos na literatura que relacionam perda de peso a exposi¢cdo a compostos de Se
(Tinggi, 2003; Stangherlin e cols., 2006a).

A administracéo de (dSe), na dose de 100 mg/kg no 10° dia de gestagcdo causou 0
aparecimento de uma Unica ninhada com malformagdes externas (defeitos na cauda e nos
membros anteriores e posteriores), sugerindo que o desenvolvimento pré-natal neste estégio
poderia ser sensivel a exposicdo a formas organicas de Se. As malformagtes observadas
neste estudo foram semelhantes as induzidas pelo ditelureto de difenila [(DTe),]
(Stangherlin et al., 2005), um andlogo estrutural do (dSe),. Recentemente, dados do nosso
laboratério tém demonstrado que, aém de teratogénico, o (dTe), induz ateragdes neuro-
comportamentais em filhotes de ratas Widtar, indiretamente expostos durante o periodo
lactacional (Stangherlin et al., 2006b).

Motivados pelo aparecimento de malformagdes externas em uma ninhada, nos
avaliamos as possiveis anomalias no esqueleto dos fetos expostos agudamente ao (JSe),
durante o periodo organogenético. Nossos resultados sugerem que a administragdo aguda
de (9Se), na dose de 100 mg/kg aumenta a incidéncia de anomalias no esqueleto, um sinal
de retardo no desenvolvimento, sem induzir o aparecimento de malformagdes externas.
Além disso, a administracdo de (JSe), no 9° dia de gestagdo (100 mg/kg) causou a
diminuicdo do peso corporal e da medida do comprimento fetal, implicando que a
exposicdo a0 composto prejudicou o desenvolvimento intra-uterino. Estudos adicionais
devem ser realizados a fim de nos certificarmos se ha algum tipo de comprometimento das
funcdes fetais, observavel no desenvolvimento pds-natal da ninhada.

Estudos prévios demonstraram que o elemento Se atravessa a “ barreira placentaria”
e é distribuido nos tecidos fetais (Shariff e cols., 1984; Bedwal & Bahuguna, 1994). A
transferéncia placentaria de diferentes substancias quimicas é influenciada por diversos
fatores, tails como: grau de absor¢do, estado de ionizagdo, peso molecular e
lipossolubilidade. Além disso, as propriedades da placenta (fluxo de sangue entreamae e o
feto, metabolismo da droga, e idade da placenta) também podem interferir neste transporte.
Existem evidéncias que moléculas quimicas com peso molecular < 600 atravessam
facilmente a “barreira placentéria’ (Mirkin, 1973). Considerando as caracteristicas
guimicas do (dSe),, tais como a sua solubilidade lipidica e o seu peso molecular (312), nés
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acreditamos que este composto, ou algum metabdlito seu, possa atravessar a placenta e ser
responsavel pelos efeitos observados.

Outros estudos tém examinado os efeitos reprodutivos da exposicéo a diferentes
formas de Se em animais de laboratério. Em mamiferos, os efeitos adversos do Se, tais como,
malformacdes nos olhos de ovelhas, foram originalmente relatados em éreas seleniferas
(Rosenfeld & Beath, 1947). Apesar de algumas inconsisténcias, os resultados de estudos
experimentais em camundongos e hamsters tratados com selenato e selenito tém sugerido
efeitos adversos dos compostos organicos de Se sobre o crescimento fetal e o aparecimento
de malformacdes, tais como: fenda no palato e encefalocele (Lee e cols.,, 1979; Ferm e cols,,
1990). Por outro lado, Tarantal e cols. (1991) ndo identificaram efeitos teratogénicos em
macacas tratadas com L-selenometionina. Além disso, ja foram demonstrados os efeitos do
Se na protegdo da teratogenicidade induzida por metais pesados tais como cadmio, arsénio e
mercurio (Holmberg & Ferm, 1969; Nobunaga e cols., 1979).

As diferencas interespécies quanto aos processos farmacocinéticos de absorcéo,
metabolizagdo, bioativacdo e eliminagdo dificultam a extrapolagdo dos dados obtidos
experimentalmente para humanos. No entanto, como 0s efeitos adversos observados neste
estudo aparecem apenas em uma dose muito ata, ele ndo impossibilita ou descarta a
continuidade e a importancia de pesguisas adicionais sobre as propriedades farmacoldgicas
deste composto, uma vez que o (dSe), desempenha suas propriedades em doses bem abaixo
das testadas neste trabalho.

Um outro foco deste estudo foi a avaliagdo dos efeitos do (DSe), sobre o
desenvolvimento da prole de ratos Wistar expostos sub-cronicamente a este composto no
periodo que precede o acasalamento (Artigo 2). Os dados obtidos no presente estudo
indicaram que a administracdo sub-crénica de (dSe), (por um periodo de 4 ou 8 semanas) a
ratos Wistar ndo afetou o desenvolvimento intra-uterino de sua progénie. Além disso, ndo
foram observados sinais clinicos de toxicidade e mortalidade nos grupos de machos expostos
a0 (JSe), bem como nas fémeas acasaladas com eles. Apesar disso, um ganho diminuido de
peso corporal foi observado no grupo de ratos expostos por 4 semanas. Como mencionado
anteriormente, ha trabalhos na literatura que relacionam perda de peso a exposicdo a
compostos de Se.
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Estudos redlizados pelo nosso grupo ndo demonstraram nenhuma interferéncia do
(9Se), sobre a performance reprodutiva de ratos Wistar (Stangherlin e cols., 2006a). De fato,
o tratamento com (@Se), ndo provocou mudancas em pardmetros sensiveis que avaliam a
toxicidade reprodutiva em machos. A administragdo aguda ou sub-cronica de (3Se), a ratos
Wistar ndo teve efeitos sobre os indices de acasalamento e fertilidade, sobre a contagem de
espermatozoides da cauda do epididimo e sobre a histopatologia testicular. Além disso, no
presente estudo nés demonstramos que o tratamento com (JSe), ndo causa diferencas
significativas no peso dos 6rgdos sexuais (testiculos e epididimos), bem como ndo afeta os
indices de acasalamento e fertilidade (todos os machos fertilizaram ao menos uma fémea).
Portanto, nossos achados corroboram com o estudo anterior e reafirmam que o (dSe), néo
causa prejuizos na fertilidade de ratos Wistar. Uma vez que alteracGes na fertilidade e o
aparecimento de anormalidades na progénie de machos ndo estéo diretamente relacionados, a
avaliacdo dos efeitos da exposicdo ao (JSe), sobre o desenvolvimento da prole destes ratos
€ de extrema importancia

O aumento no numero de sitios de implantacdo, observado nas fémeas acasaladas
com 0s machos tratados por 8 semanas com o (dSe),, ndo foi atribuido ao composto uma
vez que os valores de ambos os grupos (controle e expostos ao (dSe), por 8 semanas)
encontram-se dentro da média histérica (8,4-12,4) dos dados obtidos no nosso laborat6rio
utilizando a mesma linhagem de roedores (Wistar), nos Ultimos 3 anos. Assim, nés
acreditamos que a diferenca observada entre os grupos deve ter sido causada
principalmente por valores ndo usuais do que indicar um efeito particular do composto
testado sobre o periodo de implantacdo. Como conseqiiéncia, 0 aumento no ndmero de
sitios de implantagdo levou a um pegueno aumento no tamanho das ninhadas do grupo
exposto a0 (DSe), por 8 semanas (ndo significativo). Além disso, 0 aumento no peso
corporal observado, ao final da gestagdo, nas fémeas acasaladas com os machos tratados
por 8 semanas, foi correlacionado diretamente com os achados acima citados.

Em relagdo aos parametros fetais, ndo foram observadas mudangas no peso, bem
como no aparecimento de anomalias externas em ambos os grupos tratados (4 ou 8 semanas)
com o (JSe),. Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas no
desenvolvimento ésseo (centros de ossificacBes e anomalias) dos fetos obtidos de fémeas
acasaladas com os machos tratados com o (JSe),. Baseado nos resultados deste estudo,
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podemos inferir que a exposicdo a0 (F4Se); ndo causa efeitos adversos sobre o
desenvolvimento intra-uterino da prole de ratos Wistar, quando submetidos ao protocolo
experimental utilizado. Entretanto, uma extrapolagdo dos dados obtidos em animais para
possiveis efeitos em humanos deve ser tomada com cautela j& que existem diferencas entre
uma espécie e outra.
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5. CONCLUSOES

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

- A administragdo Unica de (JSe), pela via sc. ndo causa 0 aparecimento de
malformagdes externas nos fetos quando administrado em diferentes periodos
gestacionais;

- A administragdo Unica de (4Se), pela via s.c. aumenta a incidéncia de anomalias no
esgueleto, um sinal de retardo no desenvolvimento intra-uterino;

- A administracdo sub-cronica de (@Se), (por um periodo de 4 ou 8 semanas) a ratos

Wistar ndo afeta o desenvolvimento intra-uterino de sua progénie no protocolo
experimental utilizado.
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6. PERSPECTIVAS

Em relagdo aos estudos de teratogenecidade fazem-se necessérios:

- Redlizar um estudo comparativo com outras espécies animais, como por exemplo,

camundongos e coelhos,

- Investigar os possiveis efeitos de administragdes repetidas de (@Se),, em doses
baixas, durante o periodo de principal organogénese em ratos Wistar (do 6° ao 15° dia

de gestacao);
- Avaliar os efeitos do (dSe), sobre o0 desenvolvimento fisico, neuro-comportamental e
reprodutivo da prole de ratas Wistar expostas a esse composto durante os periodos

gestacional e/ou lactacional;

- Determinar os possiveis metabélitos do (@Se), na prole de ratas Wistar expostas a

esse composto durante os periodos gestacional €/ou lactacional.

Quanto aos estudos de exposicdo paterna:

- Investigar possiveis alteragdes genéticas causadas pelo composto, utilizando 0 mesmo
protocolo e, adicionalmente, doses maiores durante 0 mesmo periodo de tratamento;

- Redlizar um estudo comparativo com outras espécies animais, como por exemplo,

camundongos e coelhos,
- Avaliar dos €efeitos do (dSe), sobre o desenvolvimento fisico, neuro-comportamental

e reprodutivo da prole de ratos Wistar expostos a esse composto durante o periodo

gue precede o acasalamento.
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