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TELURIO COM ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO E COM BAIXA TOXICIDADE IN
VIVO EM CAMUNDONGOS.

AUTORA: DAIANA SILVA DE AVILA
ORIENTADOR: FELIX ALEXANDRE ANTUNES SOARES
CO-ORIENTADOR: JOAO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA
Local e data da defesa: Santa Maria, 14 de fevereiro de 2007.

Apesar do crescente uso dos compostos organicos de telurio na quimica e na
bioquimica, ndo ha um grande conhecimento sobre sua toxicidade até agora. O Dietil-2-
fenil-2-telurofenil vinilfosfonato € um [(-organocalcogenil vinilfosfonato, uma (util
ferramenta na sintese organica, mas nenhum estudo toxicolégico e farmacoldgico estdo
ainda descritos na literatura. Neste estudo, ndés investigamos, in vitro, a possivel
atividade antioxidante e as propriedades toxicas deste composto, e avaliamos os
provaveis efeitos toxicos através de parametros bioquimicos, ex vivo, apoés
administragdo pelas vias subcutanea ou intraperitoneal. Como outros compostos
organicos de telurio, o dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato também foi capaz de
oxidar grupamentos —SH do DTT, bem como de inibir a atividade da &- ALA-D de
figado, cérebro e rim, in vitro, entretanto, em relativamente baixas concentragdes. A
atividade antioxidante foi também observada em cérebro, figado e rim, em
concentracdes muito baixas, e sua habilidade de reduzir a peroxidacao lipidica induzida
por Fe*? foi comparavel ao do composto organico de telurio com atividade antioxidante
bem conhecida, o ditelureto de difenila. In vivo, o dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato
foi muito pouco téxico a camundongos que receberam doze injegdes diarias pelas vias
subcutanea e intraperitoneal, diferente dos animais que receberam ditelureto de difenila
S.C., que morreram apos o quarto dia de tratamento. Ex vivo, a atividade da &- ALA-D no
figado, rim e cérebro nao foi afetada pelos tratamentos com dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato. O peso corporal dos camundongos tratados ndo mudou, contudo, o peso
do figado aumentou nos animais que receberam as doses maiores pela via i.p.,
provavelmente devido a metabolizagdo. De fato, nenhum dano ao tecido hepatico foi
detectado, visto que as atividades plasmaticas da AST e da ALT nao foram alteradas.
Os parametros bioquimicos de estresse oxidativo que foram avaliados, ndo foram
alterados em rim e figado, porém, em cérebro a atividade da SOD aumento
significativamente, enquanto a atividade da catalase aumentou nas doses
intermediarias, indicando que este tecido estaria sofrendo alguma alteragdo devido a
administragado deste composto de telurio orgénico. Juntos, estes dados sugerem que



este composto é promissor para maiores estudos farmacolégicos, uma vez que nao
possui efeitos toxicos pronunciados e possui uma atividade antioxidante consideravel.

Palavras-chave: dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato, toxicidade, atividade
antioxidante, camundongos, vias de administraggo.
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Despite the growing use of organotellurium compounds in chemical and
biochemical fields, there is no great concern about their toxicity until now. Diethyl-2-
phenyl-2-tellurophenyl vinylphospnonate is a (-organochalcogenyl vinylphosphonate
that is a usefull tool for organic synthesis, but no toxicological and pharmacological
studies about it are described in the literature. In this study, we investigated, in vitro, the
possible antioxidant activity and toxic properties of this compound, and evaluated its
putative toxicological effects through biochemical parameters, ex vivo, after subchronic
administration by the subcutaneous and intraperitoneal vias. As other organotellurium
compounds, the diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate also was able to
oxidize —SH groups from DTT, as well as to inhibit hepatic, renal and cerebral - ALA-D
in vitro, however, at relatively high concentrations. The antioxidant activity was also
observed in brain, liver and kidney, at very low concentrations, and its ability to reduce
the lipid peroxidation- induced by Fe' was comparable to the antioxidant
organotellurium compound diphenyl ditelluride. In vivo, diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl
vinylphosphonate was very low toxic to mice that received twelve daily injections through
subcutaneous and intraperitoneal via, different from the animals that received diphenyl
ditelluride s.c, which died after the fourth day of treatment. Ex vivo, the - ALA-D activity
in liver, kidney and brain were not affected by these treatments with diethyl-2-phenyl-2-
tellurophenyl vinylphosphonate, In addition, the i.p. treatment did not affect the survival
of the treated mice. The body weight of treated mice did not change; however, the liver
weight was increased in the animals that received the major doses, probably due to the
increase in the metabolization; in fact, no tissue damage was detected, since plasmatic
activities of AST and ALT were not altered. The biochemical parameters of oxidative
stress that were evaluated, TBARS formation, Vitamin E levels, GSH/GSSG ratio, SOD
and catalase activities, were not changed in liver and kidney, nevertheless, in brain,
SOD activity significantly increase, whereas catalase activity tended to increase, at the
intermediary doses, indicating that this tissue would be suffering some alteration due to
the administration of the organotellurium compound. Taken together, these data



suggest that this organotellurium compound is promising for further pharmacological
studies, once that it does not has pronounced toxic effects, but has antioxidant
properties.

Key Words: diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate, toxicity, antioxidant
activity, mice, administration vias.
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APRESENTACAO

No item I, INTRODUCAO, esta descrita uma sucinta revis&o bibliografica sobre
os temas trabalhados nesta dissertagao.

Os OBJETIVOS, geral e especificos, estdo organizados no item II.

Os RESULTADOS estao dispostos na forma de artigos, um ja publicado e outro
submetido a publicacao, organizados no item Ill. Os artigos cientificos estdo descritos
na integra, contendo introdu¢ao, materiais e métodos, resultados, discusséo e
referéncias bibliograficas, e representam a totalidade deste estudo.

No item 1V, DISCUSSAO, estdo apresentados as interpretacdes e comentarios
gerais sobre os dois artigos cientificos aqui apresentados. Também estao dispostos
alguns pontos de vista da autora em relagdo aos resultados obtidos.

No item V, CONCLUSOES, sao apresentados as conclusdes gerais do
presente trabalho.

No item VI, PERSPECTIVAS, estao descritas alguns possiveis estudos para
continuacao deste trabalho.

O item VII, REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, refere-se somente as citages

que aparecem nos itens | e lll Introducéo e Discusséo.
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l. Introducéo
[.1. Telario

O elemento telurio foi descoberto em 1782, pertencendo ao grupo 16 da tabela
periddica, denominada familia dos calcogénios, assim como o selénio e o enxofre. Pode
apresentar-se com diferentes niimeros de oxidacdo: Te*® (telurato), Te™ (telurito), Te®
(telirio elementar) e Te* (telureto) (Scansetti 1992). E encontrado com maior
frequéncia na forma de teluretos de ouro, bismuto, chumbo e prata.

O Te’ é utilizado no manufaturamento de semicondutores e outros
componentes eletronicos. Ele também é utilizado na producéo 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 vulcanizagao da borracha,
em lubrificantes sdélidos e na petroquimica (Taylor, 1996).

O advento do uso industrial do Te® trouxe riscos ocupacionais e ambientais
para a saude humana, crescendo a preocupacao em relagdo aos potenciais efeitos
adversos que este elemento pode causar. Os primeiros relatos a respeito da toxicidade
do telurio aconteceram apos o incidente de Windscale (UK) (Stewart & Crooks, 1958).
Os sintomas mais comuns sdo dores de cabeca, nauseas, sonoléncia, alteracido da
frequéncia cardiaca e odor de alho na respiragéo e urina (Muller e cols, 1989; Taylor e
cols, 1996).

Apesar da toxicidade do elemento telurio, ele foi amplamente utilizado
terapeuticamente em drogas que atuam no sistema imune, no tratamento da sifilis e da
tuberculose (Hansen, 1853), sendo posteriormente substituidos por farmacos mais
eficientes.

Em 1967, Shoereder e cols determinaram, utilizando espectrometria de
absorcao atdbmica, que os organismos humanos possuiriam aproximadamente 600mg

de telurio, uma quantidade relativamente grande em comparagao com outros elementos
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- traco como o ferro e o zinco. Apesar desta grande quantidade, nenhuma funcao

fisioldgica foi ainda atribuida ao telurio.

[.1.1. Compostos de telurio

Compostos inorganicos de telurio sdo encontrados na forma inorgénica de sais.
Alguns demonstraram alguma atividade farmacoldgica, sendo utilizados por certo tempo.
Em 1899 o Manual da Merck indicava o telurato de potassio como antihidrético. Além
disso, o telurato de sodio era usado como antiséptico, antipirético e no tratamento de
Ulcera gastrica, de reumatismos e da febre tifoide. Até 1996, o telurato de potassio ainda
estava listado como antihidrotico (Merck Mannual, 1996).

Compostos de telurio inorganico sdo compostos altamente toxicos, podem afetar a
pele e outros 6rgaos, entre os quais os rins (Taylor, 1996). Também sao potentes agentes
neurotdxicos e, por serem permeaveis a barreira placentaria, teratogénicos em ratos (Agnew
& Curry, 1972). Causam hidrocefalia, hipomielinizagcdo ou desmielinizagdo (D’gregério &
Miler, 1988; Taylor, 1996; Toews e cols., 1991).

O primeiro composto organico de telurio foi sintetizado por Friedrich Wohler em
1840. Desde sua descoberta até metade do século 20, a quimica dos compostos
organicos de telurio permaneceu obscura e, devido ao pouco interesse dos
pesquisadores, as dificeis condicdes de sintese destes compostos e, especialmente,
pelo mau odor que estes exalavam, poucas sdo as publicagdes durante este periodo.
Apenas a partir de 1970 os compostos organicos de telurio comegaram a serem
explorados pelos quimicos organicos, refletindo no crescimento exponencial de artigos
publicados desde entdo (Klaman, 1990). Varios destes compostos, com diferentes
caracteristicas e estruturas quimicas, vém sendo estudados quanto as suas

propriedades farmaco e toxicologicas, sendo alguns deles ja reportados na literatura.

[.1.1.1. Farmacologia dos compostos organicos de telurio
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Em 1987, Sredni e cols descreveram pela primeira vez uma atividade
farmacoldgica para um composto organico de telurio, ao demonstrarem as propriedades
imunomoduladoras do composto codificado como AS-101 (telurato de tricloro amdnio-
dioxoetileno-O,0’) em camundongos, mediando efeitos antitumorais. Além disso, o AS-
101 é capaz de estimular células linféides a produzir citocinas como IL-1, IL-2, TNF-a
(Kozenitzky e cols, 1992), podendo também restaurar a atividade de linfécitos T helper
(Kalechman e cols, 1993).

A propriedade quimioprotetora dos compostos organicos de telurio, proveniente
de seus efeitos citotdxicos, comegou a ser explorada por diversos grupos de pesquisa.
Apesar da habilidade dos compostos de induzirem apoptose e alteragcdes de outras
naturezas a fim de causarem morte celular, um novo alvo para a pesquisa anticancer
vem surgindo, a enzima tiorredoxina redutase (TRXr). Esta enzima, responsavel por
fornecer equivalentes redutores (tiorredoxina - TRX-SH) as redutases de
ribonucleotideos, tém sua expressdao génica aumentada nas células tumorais,
auxiliando no crescimento celular (Grogan e cols, 2000). Engman e cols (2000a)
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 telurio na forma de sais, soluveis em
agua, também foram avaliados, e mostraram-se os melhores inibidores da TRXr ja
testados. Apesar da hidrofilicidade dos compostos ter restringido a captacéo celular,
foram bastante eficientes contra culturas de cancer de célon (Engman e cols, 2000b).

Os teluritos organicos também vém sendo estudados quanto as suas possiveis
propriedades antitumorais, sendo o alvo a enzima Catepsina B. Esta enzima € uma
protease que auxilia na invasédo do tumor, por degradar componentes celulares (Buck e
cols, 1992). Ela possui no seu sitio ativo um residuo tidlico, cuja oxidagao pelos teluritos
leva a inativagdo da enzima, sugerindo uma provavel agao anti-metastatica destes
compostos (Cunha e cols, 2005)

Além destas importantes propriedades, alguns compostos organicos de telurio
possuem uma outra caracteristica: sdo capazes de mimetizar a atividade da glutationa-

peroxidase (GPX) que, a custa de GSH, neutraliza o peréxido de hidrogénio (H205).
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Engman e cols (1992) demonstraram, utilizando a técnica de ressonancia magnética
nuclear, que varios diaril diteluretos possuem atividade tiol peroxidase, propondo o
mecanismo da reagao para estes compostos. Posteriormente, Andersson e cols (1993)
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 formagao de teluroxido, resultante da oxidagdo do Te* a
Te*, que seria novamente reduzido ao estado inicial pela GSH, num mecanismo
catalitico, neutralizando radicais livres e as espécies reativas de oxigénio/nitrogénio

(Figura 2) (Engman e cols, 1994; Andersson e cols, 1994).

HzOy
FH
A-Te-R A-Te-R
OH
it}
REER 2 RSH

Figura 1: Mecanismo catalitico da atividade glutationa-peroxidase mimeética de

compostos diarilicos e dialquilicos de telurio (Andersson e cols, 1994).

Os radicais livres (RL) sdo moléculas que possuem um elétron
desemparelhado, tornando-se espécies eletrofilicas altamente reativas, que podem
reagir com componentes celulares importantes, como proteinas, DNA e lipideos
(Josephy, 1997; Timbrell, 2000)

Os acidos graxos poliinsaturados de fosfolipideos em membranas bioldgicas
sdo particularmente suscetiveis ao dano oxidativo causado pelas ER, num processo
chamado de peroxidagao lipidica (LP). A LP ocorre em trés estagios: iniciagao,
propagacao e terminagao. No primeiro estagio, o RL inicia as rea¢gdes em cadeia de LP.

Ja na fase de propagacao, ele captura um elétron para se estabilizar, desencadeando
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uma série de reagdes que culminam na formagao de mais RL. Este processo pode ser
interrompido por antioxidantes (Freeman e Crapo, 1982) ou quando duas espécies
reativas se ligam, estabilizando-se.

A LP ¢ iniciada pelo ataque de uma espécie reativa (ER) retira um atomo de
hidrogénio (H) de um &cido graxo insaturado (RH), resultando na formacéo de um
radical de fosfolipidio (R) (Slater, 1984; Janero, 1990; Halliwell, 1992; Holley e
Cheeseman, 1993). Apds, ocorre a 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 hidroperéxido lipidico (ROOH) e outro radical (R™), o qual pode
desencadear nova sequéncia de reacgdes, levando a danos maiores (Slater, 1984;
Halliwell, 1992) (Figura 1).

O hidroperéxido formado pode ser quebrado e formar outros produtos como
alcanos, aldeidos e malondialdeido (MDA), que sdo marcadores quimicos da LP.
Estudos que visam investigar o envolvimento da peroxidacéao lipidica podem ser feitos
utilizando uma técnica de determinacido indireta das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico, na qual um dos produtos finais da LP, o MDA, reage com o acido
tiobarbiturico, originando um produto de cor rosa que pode ser quantificado
espectrofotometricamente (Ohkawa, 1979). Esta técnica é pouco especifica, visto que
outros produtos que ndo os da oxidacéo lipidica podem também reagir com o TBA e

serem equivocadamente quantificados como MDA (Kosugi e Kikugawa, 1986).

H
ER+RH 1y R (1)
R+02 —»ROO (2)
ROO' +RH — ROOH +R" (3)

Figura 2: Reacbes da cascata de peroxidagao lipidica (Halliwell, 1992).
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Na segunda fase da LP, os ROOH primarios sdo convertidos em produtos mais
estaveis, porém esta quebra gera radicais alcoxil (RO’), especialmente na presenga de
metais de transicdo como o Fe?*, favorecendo o processo de propagacdo. Os radicais
alcoxil sdo analogos altamente reativos do radical hidroxil (OH’), uma potente espécie
reativa de oxigénio (Graff e cols, 1984; Janero, 1990; Namiki, 1990; Halliwell, 1992).

Pela alta reatividade dos radicais hidroxil e alcoxil, varios compostos organicos
de telurio vém sendo utilizados como seus neutralizadores. Em 2001, Kanski e cols

demonstraram a capacidade de um telureto hidrossoluvel em diminuir a fluorescéncia

emitida pelo acido tereftalico em presenca de OH em baixas concentragdes. Ren e

cols (2001) também demonstraram atividade antioxidante contra o OH para um
diciclodextrinil ditelureto com atividade mimética da GPX.

Briviba e cols (1998) avaliaram alguns compostos organicos de telurio num
modelo de dano oxidativo por espécies reativas de nitrogénio, mais especificamente o

peroxinitrito (ONOO). Os autores demonstraram a capacidade dos compostos de

neutralizarem o (ONOO) e inibirem a sua capacidade de nitrosilar proteinas, também
pela formacado de teluroxido (Figura 3). Outros autores demonstraram o potencial
antioxidante de diversos compostos organicos de telurio em varios sistemas in vitro,
bem como ex vivo, utilizando diferentes técnicas e obtendo resultados em baixas
concentragdes (Kanski e cols, 2001; Engman e cols, 1995; Wieslander e cols, 1998;

Tiano e cols, 2000; Jacob e cols, 2000; Savegnago e cols, 2006, Ren e cols, 2001 ).
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ONOOH OMNOH

GSSG + H,0 2GSH

Figura 3: Mecanismo catalitico proposto para a atividade neutralizadora de

peroxinitrito dos compostos orgéanicos de telurio (Briviba e cols, 1998).

Esta atividade antioxidante dos compostos de telurio organico € muito
interessante, especialmente porque quando comparados com analogos contendo
selénio, seus efeitos sdo muito mais pronunciados. Além disso, cada vez mais se
comprova a forte relagdo entre a formagao de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio
e diversas doencas, tornando-se importante a pesquisa de novos e potentes agentes

antioxidantes.

[.1.1.2. Toxicologia dos compostos organicos de telurio

Assim como o telurio elementar e os sais inorganicos, os compostos organicos
de telurio sdo bastante tdxicos, e a intensidade desta toxicidade depende da estrutura
do composto, da dose administrada e do tipo de animal testado (Nogueira e cols, 2004).

A toxicidade destes compostos deve-se principalmente pela interagcdo com
residuos tidlicos (-SH) de moléculas biologicamente ativas. Os compostos organicos de
telurio tém a capacidade de oxidar estes grupamentos —SH, inativando uma enzima
e/ou diminuindo a concentracdo de moléculas sulfidrilicas ndo- protéicas (Blais e cols,
1972; Deuticke e cols, 1992).
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A oxidacao da glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG) pode
ser um dos principais fatores da toxicidade causada pelos compostos organicos de
telurio (Barbosa e cols, 1998). A glutationa € uma importante biomolécula necessaria ao
sistema antioxidante da glutationa peroxidase. Esta enzima requer GSH para
neutralizar o peréxido de hidrogénio em agua, gerando GSSG, que retorna a GSH pela
acao da glutationa redutase, as custas do equivalente redutor nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH). Outras biomoléculas sulfidrilicas como a cisteina, a
coenzima A e o acido diidrolipéico também podem ser alvos dos compostos organicos
de telurio, porém nao ha relatos na literatura sobre estas possibilidades.

A enzima sulfidrilica 8-ALA-D, que catalisa condensacédo assimétrica de duas
moléculas de acido aminolevulinico em porfobilinogénio, € um dos alvos dos compostos
organicos de telurio mais estudado. Esta enzima possui no seu sitio ativo dois residuos
cisteinil, que sao facilmente oxidados in vitro e in vivo por compostos de telurio
organicos, levando a sua inibicao (Maciel e cols, 2000, Meotti e cols, 2001; Nogueira e
cols, 2003). Esta inativagdo impede a continuagdo da cascata de sintese de
grupamentos heme, importantes na sintese de hemoglobina, citocromos e da enzima
catalase. Além disso, esta inibicdo leva ao acumulo do substrato da 6-ALA-D, o acido
aminolevulinico, que tem acéo pro-oxidante (Bechara e cols, 1993; Emanuelli e cols,
2001). O mecanismo de inibigdo pela oxidagdo dos dois grupamentos —SH desta
enzima € evidenciado pela reativacdo da sua atividade pela adicdo no meio reacional
de ditiotreitol (DTT), um composto dissulfidrilico capaz de doar seus grupamentos —SH
a 0-ALA-D, reduzindo as pontes S-S a forma SH, antes oxidada pelos compostos.

Em 1998, Barbosa e cols foram os primeiros a observar a inibicdo desta
enzima in vitro em sobrenadante de figado pelo ditelureto de difenila (Figura 4) com ICs
(concentragao inibitéria 50%) de aproximadamente 10uM, menor do que a ICsy do seu
analogo, o disseleneto de difenila, nas mesmas condigdes. Por outro lado, a 6-ALA-D
de folhas de abdbora ndo foi inibida pelo ditelureto de difenila, devido as diferencgas
entre a isoforma animal que possui dois residuos cisteinil, e a vegetal, que possui

apenas um. Além disso, o ditelureto de difenila também é capaz de inibir in vitro a &-
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ALA-D de eritrécitos humanos a partir da concentragdo de 4uM (Nogueira e cols,
2003a).

Te
Te

Figura 4: Estrutura quimica do ditelureto de difenila.

Maciel e cols (2000) demonstraram a inibicao da 6-ALA-D em figado, cérebro e
rim em camundongos apdés administracdo aguda (1 dia) de ditelureto de difenila na
dose de 500umol/Kg, bem como inibicdo da enzima hepatica e cerebral apds exposicao
sub crénica (14 dias) nas doses de 10 e 25umol/Kg. Meotti e cols (2001) verificaram a
inibicdo de 40% da atividade desta enzima em eritrécitos de camundongos apods trés
dias de administracdo unica de ditelureto de difenila na dose de 150umol/Kg. Em
contraste ao ditelureto de difenila, que inibe fortemente in vitro e in vivo a 6-ALA-D, um
telureto vinilico, o 1-butiltelurenil-2-metiltiohepteno nao inibe a atividade da enzima in
vitro, mas apoés unica administracao de 75 umol/Kg foi capaz de inibi-la em figado e
baco(Savegnago e cols, 2006). Estes dados s&o bastante relevantes considerando que
a 0-ALA-D é um importante biomarcador de toxicidade, mas € fracamente inibida por
este composto.

As toxicidades hepatica e renal ex vivo também ja foram observadas para
alguns compostos orgénicos de telurio. Os marcadores mais comuns de
hepatotoxicidade sdo as atividades plasmaticas da aspartato aminotransferase (AST) e
da alanina aminotransferase (ALT), que se tornam aumentadas quando ha dano
causado pelos compostos (Meotti e cols, 2003; Savegnago e cols, 2006). A toxicidade

renal péde ser evidenciada pela diminuicdo das fungdes renais, como diminuicdo da
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excrecao de creatinina e uréia, que se tornam aumentadas no plasma (Savegnago e
cols, 2006). Rooseboom e cols (2002) sintetizaram a Te-fenil-L-telurocisteina, e
verificaram que este composto é capaz de depletar GSH e de diminuir a atividade da
lactato desidrogenase (LDH) em hepatécitos de ratos tanto quanto o paracetamol, um
conhecido agente hepatotdxico.

Uma caracteristica toxica bastante descrita para os compostos organicos de
telurio é a citotoxicidade. O ditelureto de difenila € capaz de afetar sistemas de
fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas celulares, alterando a organizagdo e a
estrutura celular (Moretto e cols, 2005). Também é capaz de induzir a ativagao de
caspases em concentragcao de apenas 1uM (lwase e cols, 2004). Sailer e cols (2004)
mostraram, num trabalho comparativo, que outros diteluretos diarilicos sdo capazes de
causar apoptose através de alteracbes no ciclo celular de células promielociticas
humanas, o que nao ocorre com analogo sem telurio.

A neurotoxicidade causada pelos compostos organicos de telurio é evidenciada
por varias alteracdes nos animais expostos, como por exemplo, alteragdes na memoria,
desmielinizagdo, neuropatia periférica (Laden & Porter, 2001; Toews e cols., 1997,
Goodrum, 1998). A desmielinizagdo e suas consequéncias induzidas por compostos
organicos de telurio devem-se a inibicdo de uma outra enzima sulfidrilica importante na
biossintese do colesterol, principal lipideo presente na mielina, a esqualeno
monooxigenase. Esta enzima contém grupamentos sulfidrilicos vicinais que sao
oxidaveis tanto por telurio elementar (Toews e cols, 1997) e por telurio inorganico, como
pelas formas organicas de telurio, dicloreto de dimetiltelurio, cloreto de trimetiltelurio e
dimetiltelureto (Laden & Porter, 2001; Goodrum, 1998).

Além deste mecanismo de neurotoxicidade, ha ainda outra enzima sulfidrilica
bastante importante para a manutencao da atividade neuronal normal que é suscetivel
a agentes oxidantes como os compostos organicos de telurio, a Na'/K* ATPase. Esta
enzima esta presente na membrana celular e é responsavel pelo transporte ativo de
sédio e potassio nas células, especialmente nas do sistema nervoso central (Doucet,
1998; Jorgensen, 1986). Borges e cols (2005) verificaram que o ditelureto de difenila é

capaz de inibir esta enzima in vitro em de baixas concentragdes, sendo esta inibicao



27

revertida pela co-incubagdo com DTT, comprovando a oxidagdo os grupamentos
tidlicos. Além disso, este composto pode também alterar o sistema glutamatérgico,
diminuindo a captacéo vesicular in vitro de [°H]glutamato, bem como diminuindo a uni&o
especifica de [3H]glutamato no receptor NMDA (N- metil D -aspartato) em preparacéo
de membranas in vitro e ex vivo em baixas concentragdes (Nogueira e cols, 2001;
2002). Isto se deve a presenca de grupamentos sulfidrilicos nos transportadores de
glutamato de alta especificidade sédio-dependentes, assim como a presenga, no
receptor NMDA, de um sitio redox dependente da forma reduzida de seus grupos
sulfidrilicos para a unido especifica com o neurotransmissor, ambos facilmente
oxidaveis pelos compostos organicos de telurio, (Trotti e cols, 1993).

E importante ressaltar que os compostos organicos contendo teltrio sdo bem
mais téxicos que os que contém selénio, elemento que compartilha varias
caracteristicas com o telurio por ser da mesma familia (Maciel e cols, 2000; Nogueira e
cols, 2001; Meotti e cols, 2003; Nogueira e cols 2004; Sailer e cols, 2004; Santos e cols,
2005).

[.1.2. Dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato

Apesar da potencial toxicidade que os compostos organicos de telurio podem
exercer sobre o0s organismos vivos, como foi aqui descrito, as possiveis e
terapeuticamente relevantes propriedades farmacolégicas que sao relatadas na
literatura nos encorajam a avaliar novos compostos.

O dietil-2 fenil-2-telurofenil vinilfosfonato (Figura 5) € um composto de telurio
organico de estrutura bastante distinta de outros ja descritos na literatura. E um B-
organocalcogenil vinilfosfonato de grande potencial sintético, visto que combina a
conhecida reatividade quimica dos fosfonatos vinilicos e a capacidade dos
calcogenetos vinilicos de facilmente se transformarem em outros compostos organicos
com retengao da configuragao (Comasseto e cols, 1997; Minami & Motoyoshiya, 1992,
Zeni e cols, 2006).
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P(O)(OEt),

Figura 5: Estrutura quimica do dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato (Braga e
cols, 2003).

[.2. Vias de administracao

Um farmaco precisa estar presente em concentragdes adequadas nos seus
locais de agao para produzir seus efeitos caracteristicos, ou seja, precisa estar
biodisponivel. A primeira barreira pela qual um farmaco atravessa para tanto e a sua
absorgao. O processo de absorgdo depende de alguns fatores, como o tamanho da
molécula administrada, a solubilidade no local de absorcdo, a lipossolubilidade, bem
como a via pela qual o farmaco foi administrado (Benet, 1978).

A escolha da via de administragdo € crucial para a biodisponibilidade, bem
como para os efeitos toxicos do farmaco administrado. Diversas vias sdo utilizadas
clinicamente, como a intravenosa, a intramuscular, a oral, a pulmonar, a tdpica e, em
especial, a subcuténea e a intraperitoneal (Goodman e Gilmann, 2003).

A via subcutdnea (s.c.) é bastante util pela facil administracdo, porem a
absorcao pela pele pode ser lenta e resultar em uma absorgao inicial pela circulagao
periférica, lenta, constante e de longa duragéo (Hogson e Levi, 1994). A administragao
intraperitoneal consiste na inje¢cao do farmaco na cavidade abdominal, que oferece uma
grande superficie de absorgao a partir da qual os farmacos entram rapidamente na
circulagcao, em especial pela veia porta. Isso aumenta muito o metabolismo de primeira
passagem, o que pode diminuir a biodisponibilidade de um farmaco ou propiciar a

formagao de metabdlitos toxicos. (Goodman e Gilmann, 2003).
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Alguns trabalhos demonstraram a importancia da via pela qual um composto
organico de telurio ou de selénio é administrado. O ditelureto de difenila, por exemplo, é
mais toxico a camundongos quando administrado pela via i.p. do que pela via s.c., da
mesma forma que o seu analogo, o disseleneto de difenila, que chega a ter um ICsp
pela via s.c. cerca de trés vezes maior do que pela via i.p.(Meotti e cols, 2001; Nogueira
e cols, 2003b). Além disso, a capacidade de metabolizagao dos camundongos é maior
do que a dos ratos, o que, associado a maior biodisponibilidade oferecida pela
administragao i.p., leva a formagao mais rapida de metabdlitos, toxicos ou ndo (Hucker,
1970; Caldwell1981).
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II.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é demonstrar, in vitro, a atividade antioxidante do

dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato, bem como avaliar in vitro, in vivo e ex vivo a

toxicidade deste composto através de pardmetros bioquimicos ja descritos na literatura.

II.2. Objetivos especificos:

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

1)

3)

Determinar, in vitro, a atividade antioxidante do dietil-2-fenil-2-
telurofenil vinilfosfonato e do ditelureto de difenila, através da
determinagdo da formagao de TBARS espontanea e induzida por Fe*?
em homogeneizados de cérebro, figado e rim, e comparar a poténcia
de seus efeitos;

Determinar, in vitro, a oxidagdo de grupamentos tidlicos do DTT na
presencga e na auséncia de homogeneizado de figado e a atividade da
0- ALA-D em homogeneizados de figado, cérebro e rins na presenga
de diferentes concentracdes de dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato;
Avaliar, in vivo, os efeitos da administracdo subcrbnica pela via
subcuténea (s.c.) e intraperitoneal (i.p.) de dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato e do ditelureto de difenila (s.c.) em diferentes doses
sobre o indice de mortalidade e, apdés a morte, os pesos do figado,
dos rins e do cérebro de camundongos albinos;

Determinar, ex vivo, a atividade da © - ALA-D em homogeneizados de
figado, cérebro e rins apds o tratamento subcrénico de dietil-2-fenil-2-

telurofenil vinilfosfonato pela via s.c e i.p.;
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Analisar os efeitos ex vivo do dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato
apo6s 12 administragdes diarias pela via i.p., sobre as atividades
plasmaticas da AST e da ALT, bem como alteragdes em parametros
de estresse oxidativo, através da determinacdo indireta de
peroxidagao lipidica (TBARS), dos niveis de vitamina C, de GSH e
GSSG, e através das atividades das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase e catalase em homogeneizados de figado,

cérebro e rins dos camundongos tratados.
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[ll. Artigos cientificos

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estao apresentados sob a forma
de artigos cientificos, os quais se encontram aqui organizados. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas,
encontram-se nos préprios artigos. O artigo 1 esta na forma como foi publicado na

revista, enquanto o artigo 2 esta na forma como foi submetido a revista.
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n.1. DIETIL-2-FENIL-2-TELUROFENIL  VINILFOSFONATO: UM
COMPOSTO ORGANICO DE TELURIO COM BAIXA TOXICIDADE.

Artigo 1

DIETHYL-2-PHENYL-2-TELLUROPHENYL
VINYLPHOSPHONATE: A ORGANOTELLURIUM COMPOUND
WITH LOW TOXICITY

AVILA, D.S., BEQUE, M.C., FOLMER, V., BRAGA, A.L., ZENI, G.,
NOGUEIRA, C.W., SOARES, F.A.A., ROCHA, J.B.T.

Toxicology, 224 (2006) 100-107
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Absiract

It i wedl- knowen that organotelhurin m com pounds can have antice dant scivity invito, batin vivo these compounds can bz polen-
tislly bemic boodents, Here wa investigated the potential invitro and ex vivo iogicity of anew G-organschalcogenyl viny lphosphonate,
the dizthiy] 2- phamyl-2 tellurophenyl vinylphosphonabe. The invilmo anficcidant sciwity of this organctellurinm compoond was also
investigabed. In vitro, the mbe of dithiotreiiol (O oxidation was nereased and the sctivity of cerebrul, rerml and hepatic delin-
aminolevulirate dehydmtase (B ALA-TN wns decreased by diethy] 2-phenyl-2-tellnropheny] vinylphosphonate (1201200 w0
indicating that this compound oxidize-5H groups. The antioxidant activity @ also observad in brain, liver and Kidogy, in very low
concentrations 004, 1.0.4.0, 10,0 and 4000 w83, and this capacity was compamble o the antioxidant siandard organostelloium com-
pounad, diphemyl dielluride. Invive, BALA-D activity in liver, Kiklney and bemin of mice weated foe 12 days with dimethylsul foaicle
(DME00 gs vehicle, 23, 75 or 2530 pmaolfke of diethyl 2-phenyl-2-telluropheny] vioylphesphorete was oot affected. Furbermone,
only ong animal treabed with the highast dose died, whereas all animals treatad with dipheoyl ditelucde died i the ooth day.
These results suggest that this powvel organotelluniom compound intercts with the sulthydryl gronps, bowever only at higher doses
when compared with diphenyl dikeluride. Since diethyl 2-phenyl-2 telluephenyl viny Iphesphonate had low foxicity to mice after
sib-chronic exposare. it bacomes important o imvestipate its pessible phammascolopical properties.

i) 20606 Elsevier Ineland Lid. Al nights reserved.
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1. Introducticn

Tellurium (Tel is a trace clement widely osed as
a component in microelectronic industry, in rubber
compounding, in the synthesizs of dmgs and as gasoline
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antiknock additive (Fairhill, 1969, Althcagh it is nol
a particularly abundant element, it may be readily
absorbed into the body throngh the diet, mainly in the
form of organic compounds such as lelluro-methicnine
(Lamer, 1995), The ahsorption of inorganic tellariom
in the form of tellurites and tellurates can also oceurs
(Lamer, 1995).

Organctellunum compounds have been synthesized
since 1540 (Wohler, 15405, but pharmacological and
loxicological studies about them are s6ll incipient. 1t

RDOLARANSS - see front matier £ 2006 Elsevier [reland Lid. Al righis pesered.
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i= known that organochalcogens containing Te in il=
stciure arg always more wowkic than analogue selenivm-
containing compounds (Maciel et al., 2000; Nogueim
et al.. 2001; Meotti et al., 2003; Borges el al., 2003,
Mogueira et al., 2004; Sailer et al., 2004; Santos et al.,
20005), Howewer, compartative toxicological stodies ane
very rare in the literalune,

Recently, the possible phammacological properties
af crganctellurivm compounds have been investigated.
Sredni and collegues described that atellurate, coded as
AR 101, showed immunomadulating properties (Sredni
clal., 1987, Funthenmons, organotelluriom compounds
can exhibit potent antioxidant activity mediated by
their Glutathione peroxidase (GPX) mimetic propertics
(Anderssonetal., 19993, 1994 Engmanet al., 1992, 1995;
Ren et al., 2001; Rossato et al., 20020 and peroxinitnle
scavenger abilities (Briviba et al., 1998).

The woxicity of crganotellurivm compounds is medi-
ated al least in part by their ability 0o react with thicls
aroups from biclogically imporant molecules, In fact,
arganotellurivm compounds, including diphemyl ditel-
luride, can inhihit thiol-containing enzymes, such as
S-ALA-DY (Barbosa et al, 1998, Maciel et al., 2000
Mogueiraet al., 2001, 20003, Na™, KY ATPase, (Borges el
al., 205}, catepsin B (Cunha et al., 2005) and squalen:
monooxigenase (Laden and Porter, 23013, The inhibition
al squalene monooxigenase can contribute o demyeli-
nation and, consequently, to neurotoxic effects of organ-
alellurivm compounds (Goodmim, 1998, Toews el al.,
1941,

A-ALA-D catalyzes the condensation of two gminale-
vilinic acid molecules with the formation of porpho-
hilinogen, which is a heme precursor (Jaffe, 19957, OF
particul arboxicol ogical importance, S ALA-D inhibition
may impair heme biosynthesis and can resullin the accu-
mulation of aminolevulinic acid (ATA Y, which has some
pro-oxicant activity (Becharm et al., 1993; Emanuelli el
al., 20010, As indicated above, - ALA-D inactivation by
dipheny] ditelluride is mediated by a direct inleraction
Petwesn cisteiny] resicdues and the crganotellurinm com-
pound (Barbosa et al., 19998, Maciel et al., 2000; Meolb
el al,, 20003; Nogeeira et al., 20045, However, data abonl
inhibitory action of other organotel lurium compounds in
- ALA-D are lacking in the literature.

Diethyl  2-jorganyli-2-{crganochaleogenyly  vinyl-
phosphonates (Pecrganochalcogeny]l  vinylphospho-
nates) are intermediates of greal synthetic potential
since they combine the well-known chemical reactivity
ol vimylic chaleogenides and vinylic phosphonates
(Fenioet al, 2003 Hraga et al., 2000, 2003). These
vinylic tellurides are important synthetic intemmediates
hecause of their easy tmnsformation to other organic
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compounds with retention of configuration (Comasseto
etal., 1997 However, there are no available data aboot
theit pharmacological or toswicol ogical effects.

In thiz stucly, we evaluated the toxicity of diethyl
2-phenyl-2-tellurophenyl  vinylphosphonate, using &-
ALA-ID as hiochemical marker of toxicity, Fur-
ther insight in a pobential interaction of 2-phemyl-2-
telluropheny] vinylphosphonate with thicls was obilained
examining T oxidaton in the presence of the tel-
lurivm compound. The antioxidant activity of this com-
povnd was also determined in viteo, OF particular impor-
tance for the prospective pharmacalogical use of organ-
olellurium compounds, the antioxidant activity of the
compound was abtained at concentrations significantly
lonwer than that required to oxide &-ALA-IDD or IVTT.
In line with its lower affinity for thiols, administration
of high doses of 2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphos-
phonate o mice caused practically no signs of loxi-
city and did not inhihited cerebral, hepatic and renal
A-A LA,

2. Mlaterials and methods
2L Animals

Adhuli wistar mis and mice from our own bresding colony
were maintainad in an air condifioned room (20-25 Chunder
il lighting conditions with water and food (Coabi-RS,
Brazily ad libitum. Al experiments were conduckad in accor-
dance with the Cuiding Principles for the Use of Animals
in Toxicology, adopted by the Scciety of Toxicology i July
1505,

; six of diettod] 2-phenyl-2 tellirop ey
nospienate

P-Orpanolelumimy] vinylphosphonate (Fie. 10 synthesis
was performal by sddition of alkyvayiphosphonabes o a solu-
tion of sodiom orpanyl @llurolae, prepared by (he reduction
of diongamy ] dilellurdes with sedinm borohydride in ethancol
ab poom emperaiune (B etal., 20000

23 Chamicals
The reagents were purchasad from local suppliers of from
Hipma.

Fh

PhTe Pty ),

Fig. 1. Structure of diethy] 2 phenyl-2 elluropheny vioylphospho-
nake.
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24 In vitro evaliations

241, Nsse preparakion

Anmimals were anesthetized and killad by decapilation,
Brain, kidoey, and liver were quickly removed, placed on ice,
arkl homogeniaad in 3, 7 and 10 volumes of 150 mb NaCl,
reapectively. The homopenate was cenirifuged at 4000 = g at
490 for 10 min o yvield o low-spesd supermatant fraction (513
Lhit was used in the experiments.

242 Delerminalion |-:_|.|.I||t' e |'!_|.|:|.:| ireiiol (T
X i ien

The mte of thiol cuidation wos determined in a madinm
containing B4 mbd potassium phosphate baffer, pH 6.4, 2 mM
37T and increasing concentrations of diethy] 2-phany]-2 wl-
[nrophenyl vioyl phosphorete (0, 40, T 400 and 1200 w3
gither in the presence of absence of @l liver 51, ALD, 30, and
120 min, aliquots of the reacion mixtore (30 plwere checked
for the amountof -5 groups at 412 nmdabsorption coefficient,
1.2 = 10P M-! em- 'y, The —SH groups in the presence of Lis-
st supernziants 5 1 werecaloulated as the difference between
-5H concentration in the tube contmining I7TT plus tissne and
the -5 H concentration in the tuba conlaining lissue alone,

243 Enpvine a5

Rat and mice &-ALA-D activity was assayed sccording 1o
the method of Sassa (19825 by maasuring the mie of product
{porphobilinogen, PRO formation. except thal 84 mM polns-
sium phosphate buffer, pH .4, and 2.5 mbd AL A were usad, All
enperiments were carried out after a 10 min preincy bation with
diethyl 2- phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate at concen-
trations of 40, 120, 200, 4065, 500 and 1200 pbd. The reaction
wos started 10 min after the addition of the enzyine prepara-
tion by adkding the substisbe, and incubation was carried oo
for =3 hat 37 °C, The reaction product was delermined using
moclified Ehelich’s reagent at 555 mm, with a molar absorplion
coefficient of 6.1 = 107 M1 for the Ehrlich-porphobilinogen
salt. The resclions mbes were linear with respect o ime ol ine-
beation andl added proten for all the experimental conditions.

Simuluaneously, a set of wbes was assayed in the presence of

Embd T b observee the possible reversion of the &-ALA-D
inthibi i,

244, Lipid permxidation

The fommtion of thiobarbituiic ackl resclive species
(TBARS in 81 of brain, liver and kidney of mils was gasayed
according o Ohkawa et al, (159793, Basal and Fedll stimulated
TRARS production wos determins] after 1h of incubation at
AT C with 0,04, 1,40 10 and 40 p M of diethyl 2-phenyl-2
teluopheny] vinylphosphonate or diphenyl ditzlluride.

25 In vive evaliions
251 Amimals ireaiment

Tarenty-five mice were dwided into five groups and treated
dhily with 25, 75, 250 wmol'ke of diethyl 2-phenyl-2 wl-

luophenyl vinylphesphorsle subculansously (s.o, DRSO
(25 mlkg. 5.0 or saline 0.0% Goontml, s.cofor 12 days. The
by wzight and the aumber of desd mice were determined
daily. In thie 12ih day, the animals were sacrificed and biain,
liverand kidney were remonved, weighted and bomogenated for
measnrement of & ALA-D scnivity, as previously described.

Concomilantly, 25 mice were divided into Gve groops aed
treated with 12,5, 25 and 75 wmolfkg of diphenyl divellurice.
DBAS0 (vehicled or MaCl 0.9% (comrold for the same time
thean that of diethyl 2- pheyl-2 telluropheny] viml phosphonate
in oiler b compare the suvival me and & ALA-D schivity
betwaen bao arganate o m compounds.

26, Statistical analysis

Stalistical significance was assessad by one-way ANCVA,
folloaed by Shelent-Mewmann—Keuls st for post hoc com-
parison. Resulis wene considered significant different al values
af p<0.035,

X Hesults
a1 Inovilre evaliations

F 1 Effects of dietind 2-phenvl-2-tellurapheny!
vinviphasphonale on the rate of DTT avidation

To imvestigabe the effect of diethyl 2-phenyl-2-
wllurophenyl vinylphosphonak: on the oxidation of
sulfhydryl groups, we vsed DT as substrate and deter-
mined the rate of DTT oxidation in the ahsence or
the presence of liver supernatant preparations. In the
ahsence of liver 51, diethyl 2-phenyl-2-tellurcphenyl
vinylphosphonale increased significantly the e of
DT exicdation afker 30 min af the start of the reaction
(p=0.001, Fig, 240, In the presence of liver supernatant,
dicthyl 2-phenyl-2-tellurcpheny] vinylphosphonate did
nol change the rate of DT axidation (Fig. 2ZB). Fur-
ther, the oxidaticn of ITT was higher in the presence of
hepatic 51, whichis in acoordance with previous studics
(Harbosa et al., 1998; Soares et al., 2005) and indicates
the presence of some issue factor that has thiol-oxidase
aclivity.

A 1.2 Effects af diethnd 2-pheny!-2-tellurophenyl
vinviphasphonale on S-ALA-I activity

Driethyl 2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate
cansed a concentration dependent inhibition of hepatic
B ALA-D (p= 0001 Fig, 340 and the inhikiton turmed
ontto besignificant from 200te 1200 0. The estimated
1Cs0 was hetween 400 and 200 (42 and 345% of inhibi-
tiom, respectively:, Fig, 3A0 IVTT was included in the
reaction medivm toinvestigate the possible involvemenl
of cisteinyl groups of G-ALA-D in the inhibitory action
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phonanie. Resulis are expressed as mean £ 5 EM. for 17 independem 2 a2 B '?__———e_ o
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e 00 and post hee by SNE.

ol diethyl 2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate.
DT reversed the &-ALA-D inhihition at all concentra-
tions of diethy] 2-phenyl-2-elluropheny] vinylphospho-
nate tested (e (L0017,

In kidney, the effect of diethyl 2-phenyl-2-tellum-
phenyl vinylphosphonate was siatistically =significant
at 120 pb (p=0.05) and the compound presented a
concentmiion-dependent effect up o G600 pbd, when
its maximum inhibitory effect was oblained p =001,
Fig. 3B). DT proteced the cisweinyl groups of renal &-
ALA-ID and abolished the inhibitory effect of 2-phenyl -
2-tellurophenyl vinylphosphonate (p =< 00001,

Similardy to liver and kidney, diethyl-2-phenyl-2-
tellurophenyl vinylphosphonate inhibited cerebral &-
ALA-ID activity (p<0001, Fig. 3C) and IXTT com-
pletely abolished this inhibition (g0,

1] 'I:_-'D 200 400 UIE"E
G Disthyl- #-phanyl-2-selurophamyl-vingdphosphonaie (miceb)

Fig. 3. In witto effect of diethd 2-phemyl-2-2llurophenyd vinydphos-
phonate o mtd-ATA-D and DT reversion in liver (A, kidney (B) and
brain {3, PBG i used as porphobilinegen abbeeviation, Resulis are
expressed as mean =4 5 A for five o ten independent experiments.
13 Signilicant difference from contral (EMSC0, p< 005 by SNE. (#
Significant effect of IVTT on & ALA-D activity, p < 005 by SNE,

A 1.4 Bffects af dietivl 2-phenyl-2-lelirophe nvl
vimyiphosphorate and diphery! dilellnride on
TBARS produclion

Diethyl-2-phemyl-2-tellurophenyl  vinylphosphonate
and diphenyl ditelluride compounds caused a significant
decrease in cerebral, hepatic and renal THARS contents
{p=0.05 Table 1) In brain, diphenyl ditelluride was
more effective as antioxidanit than diethyl-2-phenyl-2-
tellurophenyl vinylphosphonate, Furthermore, the two
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Table |
Effed of diethyl 2-phemyl-24elurophemyl vinyd phosphonaie and dipheny] ditelhocice in sponiansons TRARS productioninrat beain, liver and kicdney
Emin Liner Kidney
Plessphomie P2 Phosphanale Ph2Te? Pesphonale PhZTe2
Fasal 1000 4 O 100800 1000 LOELE L0 116
M5 B6.34 £ 23 12054142 06155 I05.524L 89 BAET L5 9331417
04 s B43d £ 2857 SRAL5T B5.72 5.4 BOLES 4 15,0 BOG2 LR GTEETA
L0 pM TO76 £ 245 Hd3mtar 6153+ B4 B4.OR 4250 TLa+7a" 5008437
4.0 M 142 £52° 22744 102" FLA5410.4° FR54 4100 G1LES &35 1053408
10 s 1078 & L& ILIE£E] 54764 106 BTISE17.0 S022L3E HE.ET 10,1
A pM 151 + 4.5 I6.6E4+ 20 57214110 7576 £20.0 SR £20 1374061

Dinka are expressed m percent of contral £ 5.8,
Siatistical difference from dipheny ditellorice (p < 0057,
" Sintistical difference from bl {p < 0001,

Tahle 2
Effed of dieithyl 2-pheoyl-24ellumphenyl vinyphosphonate and diphenyd ditelluride in FeilTi-indoced TRARS prodecdion in mi brain, liver and
kiclnew

Brain Liver Kidney

Phesphon e T2 Phesphonuie P22 Phosplonate M2
Fe 1110 1000 106G 13600 L0 1000
Fe + DME0 e e I00£22 N w603 313£21 UBREGS
Fe 4+ 0.0 213 EdE 11.824+22 BRELETA 55224181 SRARERD - EEN NS
Fe+ 1M 51T 511412 71481307 1197 £0.1° 40064307 19824 1.1
Fe+4 M 59015 ERSE S HLBGE RS - 13.0+£08 253R4+3.9 WG 23
Fee+ 10 M slh1.2 52614 1954337 1221400 HATELL 18T 16"
Fr o+ i bl 1711 daa+1.1 1421419 10.aE 05 B174+33 13.67+0.1

Dinka are expressed m pereenl of contral £ 5 AL
Statistical difference from diphenyl ditelloide (p <0053,
* Sintistical difference from control (p < 00013,

compounds were more effective in brain than in liver
and kidney.

The anticxidant  activity  of  diethyl-2-phenyl-2-
tellurophenyl vinylphosphonate and diphemy] ditelluride
was also detenmined in the presence of Fell) (Bellé et
al., 2004, Diethyl-2-phenyl-2-telluropheny] vinylphos-
phomate and diphenyl ditelluride redueced significantly
FedIli-induced TRARS production in brain, liver and

kidney (p=0.05, Table 2. The anticxidant activity of
these organochalcogens was higher in brain, when com-
parcd 1o liver and kidney. In hepatic tissue, diphenyl
ditelluride was more effective than diethyl-2-phenyl-2-
telluropheny] vinylphosphonate (o< 005), Accordanoe
with this, previous data from our laboratory have demon-
sirated that diphenyl diteluride is an antiogidant agent al
loaw concentrations ( Rossabo et al., 2002),

Tahle 3

Bechy and angan weights of mice freated with diethy 2phemyl-2-elumapheny] vimylphosphonaie

Gronp {melkg) Bl BWe W12 Kicney weight Liver weight Brain weight
K] 4475 4 27 43754 30 4275 £ 1311 059 4 0.1 L& + 001 043 4 003
FL] 4625 & 24 4725 & 11 BETE 1S5 056 0.1 Ll 003 024 4002
5 400 4+ 20 o+ 14 BABLILA 049 4+ 003 1.8 4+ 001 038 4+ 003
50 4204 13 0.3 07 /I3EFL13 0AT & 001 18 £ 00] 031 400l
Ml 485 £ 02 4B.5 & O JAD 09 045 £ 023 L0 £ 00 0238 £+ 003

BW (boxhy weight) wae determined on doays 1,6 and L2 of meatment. Daln ore expressed as mean £ 5EM. for five mice in ench gronp, except in

group weated with 250 pumalilkg (o= 43,
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2.1 Body weight, organ-weight and animal
servival

The body weight of mice treabed with diethyl
2-phenyl -2 tellurophenyl vinylphosphonabe was  nol
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Fig. 4. Ex wiwo mice B-ALA-DY activity in liver (&), kicney (B) and
bamin (O3, Amimals were reated with vebicle (DRS00, MaCl D545
teontrol} 25, 75 and 250 wmolkg of dicthy] 2-phenyl-2-ellurophensd
vinuphesphonaie for 12 days, PBG is used as porphobilinogen abboe -
vintion . Data arereporied s mean £ 5. E.8, Cor ive mice ineach group,
excepd for the group treated with 250 M (w= 43,
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affected during the weatment. Similarly, the organ
weights were not modified at the end of the treatment
{Table 33 Moreover, all animals treated with 25 and
75 wmol/kg of dicthyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinyl-
phesphonabe survived, and only one animal treated with
250 pmolfkg died. In contrast, all animals injecied with
diphenyl ditelluride died in the fourth day of ireatment,
regartdless of the doses administersd (12, 5 25 and
75 wmolfkg).

32,2 3-ALA-I activity £ midce treated wilh afetind
2-phenwl-2 tellurophern vinviphosphonate

G-ALA-D activey from mice liver (Fig, 4A), kidney
{Fig. 485 and brain {Fiz. 4 was not alfected by the sub-
chronic treatment with diethyl 2-phenyl-2-tellurophenyl
vinylphosphonate at all doses administernsd.

4. IFiscussion

The RE-organcchaleogenyl vinylphosphonate com-
pounds are imponant intemmediates for the synihesis
of enynephosphonates compounds (Braga et al., 20601,
which may have antifungal CAdam et al., 19963, anti-
tumer and antibictic activity (Grissoom el al., 19%846),
Henwever, data regarding the toxicity of F-organogenyl
vinylphosphonate compounds are lacking in the litera-
ture. Indeed, For the best of our knowledge, the present
study isthe firstinvestigation about the toxici by of diethyl
2-phenyl-2 wlluropheny] vinylphosphonate.

The resulis here presented indicate that diethyl 2-
phenyl-2 welurophenyl vinylphosphonate  inhibits G-
ALA-INin vitro, Furthermore, the mechanismof eneyme
inhihition involves the oxidation of ils es=ential -5
groups todisalfides, since ITT abalished the inhibitory
cflect of diethyl 2-phenyl -2 tellurophenyl vinylphospho-
nate. In line with this, the tellurinvm compound increased
thie rate of IXTT oxidation. The oxidation of IXTT and
A-ALA-I cavsed by diethyl 2-phenyl-2 tellurophenyl
vinylphosphonate is significantly less than that previ-
ously published for diphenyl ditelluride (Barbosa et al.,
19985, In the previous study, at 100 i diphenyl ditel-
luride inhibited almost completely hepatic S-ALLA-D,
whereas in the present study, dicthyl 2-phenyl-2 tel-
lurcphenyl vinylphosphonate at 120 phd caused an inhi-
bition of the eneyme that was less than 30%  The relative
small inhibitory polency is cerainly related 1o the sta-
hility of the Te—carhon bond in the diethyl 2-phenyl-2
tellurophenyl vinylphosphonate compound, when com-
pared to that of Te—Te in ditellun de (Petragnani, 19945,

Oipe interesting finding was the very low moctality
of animals treated for 12 days with diethyl ;-|1I1-.||_'rl
2-telluropheny] vinylphosphonate when compared |
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animals injected with diphenyl dibelloride, All animals
treated with diphenyl ditelluride died within 4 days
of treatment (even those injocted with the lowesl dose
of 12.5 pmolfkg), whereas only one animal treated
with 250 pmolfkg of diethyl 2-phenyl-2-tellurophenyl
vinylphcephonate died. This dose is at least 20 Hmes
higher than the lowest dose of diphenyl ditelluride
administered. These dataindicate an advantage of diethyl
2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate over other
tellurivm compounds thatcanse high mortality level even
when tested at lower doses (Meott et al., 2003; Laden
and Porter, 2061 ).

In fact, previous sindies from our laboratory { Maciel
el oal, 20060 indicated that diphenyl ditellurice admin-
istered o mice Tor 14 days at no lethal doses (2.5
and 10 pmolkg) inhibited  significantly  §-ALA-D
from liver and brain. Taken together, these results
might indicale that, in contrast o diphenyl ditelluride,
f-A L AT itis nol an in vivo molecolar target for diethyl
2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate, The results
of ex vivo experiments showing that diethyl 2-phenyl-
2-tellurophenyl vinylphosphonate did not affect the
A-ALA-I activity from different crgans support this
conclusion. We speculate that the lack of woxicity of
dicthyl  2-phenyl-2-telluropheny]l  vinyl phosphonate
in the ex vivo S-ALA-I) as=say is related 1o its weak
ability 1o oxidize thiols groops or doe to ils possible
hiotransfommation (MNogueira et al., 2004),

Itis evident that the potential wxic el fects of diethyl 2-
phenyl-2 eluropheny] vinylphosphonate ane lesser than
that of alkyl and aryl ditellurides. Thus, it becomes rel-
evanl ko imvestigate ils antioxidant capacity and other
potential activities that have alneady been described
for other organclellurides (Hao et al., 1996, Attebery
ancd Sailer, 20002; Sailer et al, 2003 Engman et al.,
1995 Wieslander et al., 1998, Andersson et al., 1993,
Ren et al., 2001, which shares with diethyl 2-phenyl-2
tellurophenyl winylphosphonale some chemical prop-
erties related o the elluriom atom. Here we investi-
gated the capacity of diethyl 2-phenyl-2 tellurophenyl
vinylphcephonate to prevent the in wvitro lipid perox-
idaticn in hrain, liver or kidney of mis. The differ-
enl effects observed in the TBARS assay between the
organctelluriom compounds could be relabed o the fact
that diphenyl ditelluride is more reactive when com-
pared with diethyl -2-phenyl-2-welluropheny] vinylphos-
phomate ( Petragnani, 1994, Feni et al., 2003) In line
with this, the antioxkidant activity of dipheny] ditelluride
against sponianeous and Fe(ll-induced TBARS in brain
was relatively higher than that of diethyl 2-phenyl-2
tellurophenyl vinylphosphonate (Tables 1 and 23, Flowe-
ever, the difference between the two chaloogens is less

significant in the prescnce of Fellld. In contrst, the
antioxidant activity determined in liver and kidney onder
basal conditions (sponanecus THARS production) was
similar for the two compounds, bat in the presence of
Fet Iy diphenyl diteluride was more potent than diethyl
2-phenyl-2 telluropheny] vinylphosphonate, In spite of
this, wiz must emphasize that diethyl 2-phenyl-2 1el-
lurophenyl vinylphosphonate exhilit a good antiogi-
dant activity and the estimated 105, for iron-stimuolated
THARS production was 2,53 L.

Taken together the lack of in vivo &-ALA-DI inhi-
hition, the in wvitro antioxidant activity and the low
mortality caused by diethyl 2-phemyl-2-tellurophenyl
vinylphosphonate in mice, we can suggest that this
acrganatelluride is a promising compound for future phar-
macological sdies imolving arganotelluriom com-
pounds. As iis biological propertics ane still unknown, a
relationship bebween its structure and biclogical effects,
when compared to other tellurides, should be investi-
aalel,
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Abstract
Diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate (DPTVP) is an organotellurium
compound with low toxicity after subcutaneous administration in mice. This study
evaluated possible in vivo and ex vivo toxicological effects of daily injections of DPTVP
for 12 days in mice, using the intraperitoneal administration. This route potentially
increases the pharmacokinetics of absorption, distribution, metabolism and toxicity of
DPTVP. Treatment with DPTVP (0, 30, 50, 75, 100, 250, 350 or 500 umol/Kg) were not
associated with mortality or body weight loss. Nevertheless, the liver and liver-to-body
weight ratio increased in groups treated with 350 and 500 umol/Kg of DPTVP. However,
plasmatic aspartate and alanine aminotransferase activities (classical markers of
hepatotoxicity)  were not increased after  diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl
vinylphosphonate administration.Hepatic, renal and cerebral thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), 8- ALA- D activity and Vitamin C levels were not modified after
DPTVP treatment. Renal and hepatic superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
were unchanged after DPTVP treatment. Conversely, SOD activity significantly
increased in brain in groups treated with 50, 75, 100 and 500 pymol/kg of DPTVP treated
groups. Our findings corroborates that brain is a potential target for organochalcogen
action. The absence of severe overt signs of toxicity after subchronic exposure to
DPTVP reinforces the necessity for more detailed pharmacological studies concerning
this new organotellurium compound.

Key words: tellurium, toxicity, mice, intraperitoneal injections, antioxidant enzymes,

toxicity biomarkers.
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Introduction

Despite the growing use of organotellurium compounds in the chemical and
biochemical fields, there has been little concern about their toxicity. In fact, these
compounds have been shown as promising and usefull alternatives for numerous
synthetic operations in organic synthesis, especially vinylic tellurides (Petragnani, 1994;
Zeni et al., 2003 and 2006; Comasseto et al., 1997). Consequently, it is important to
advance our understanding about their toxicological properties.

Previous studies have indicated that organotellurium compounds are potentially
toxic and lethal to rodents at low doses (Meotti et al., 2003; Savegnago et al., 2006).
Indeed, tellurides can cause citotoxicity (Sailer et al., 2003 and 2004; Iwase et al., 2004,
Rooseboom et al.,, 2002), hepatotoxicity (Meotti et al., 2003), glutamatergic system
alterations (Nogueira et al., 2001 and 2002), and teratogenic effects (Stangherlin et al.,
2005). In addition, organotellurium compounds can inhibit cysteinyl-containing enzymes,
such as Na'/K* ATPase (Boges et al., 2005), - ALA-D (Maciel at al., 2000; Nogueira et
al., 2003; Barbosa et al., 1998) and squaleno monooxigenase (Laden and Porter, 2001),
Thus, the toxicity of organotellurides can be related to the interaction with thiol groups of
important biomolecules (Nogueira et al., 2004), the replacement of selenium in
selenoproteins, such as thioredoxin (Engman et al., 2000), and the capacity of the
tellurium compounds to induce the formation of reactive oxygen species (Chen et al.,
2001).

In spite of this, there has been a considerable interest in organotellurium
compounds as potential antioxidants in living systems against several prooxidants

agents, such as hydrogen peroxide, peroxynitrite, hydroxyl radicals and superoxide
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radical anion (Ren et al., 2001; Wieslander et al., 1998; Engman et al., 1995; Briviba et
al., 1998; Kanski et al., 2001; Jacob et al., 2000), since these compounds may mimic
glutathione peroxidase activity (GPX) (Andersson et al., 1993; Engman et al., 1992,
1994). This property is thought to be due to oxidation of Te from the divalent to the
tetravalent state. Besides, tellurides are promising antitumoral drugs and their
chemoprotective effects can be related to their citotoxic properties and to their ability to
inhibit important enzymes necessary for the tumor growth. (Rao et al., 1996; Cunha et
al., 2005; Engman et al.,, 2000). These pharmacological properties are much more
evident in organotellurium compounds than in selenium or sulfur analogues, making
these compounds extremely attractive in medical therapies.

Diethyl 2- phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate (DPTVP) is an assimetric
telluride used as an intermediate of great synthetic potential because it combines the
chemical reactivity of vinylic tellurides and vinylic phosphonates (Zeni et al., 2003; Braga
et al., 2001). In a previous study, this compound, showed a potent antioxidant activity in
vitro and an unexpected very low toxicity in vivo, when injected subcutaneously (Avila et
al., 2006). The in vitro antioxidant activity was similar to that of diphenyl ditelluride, which
is much more toxic than DPTVP.

Considering the low in vivo toxicity exhibited by DPTVP in s.c. protocol (Avila et al.,
2006), we were encouraged to investigate its possible toxicological/ pharmacological
effects using a different via of administration (intraperitoneal). Considering our intend we
exposed rodents to DPTVP in a sub-chronic treatment and we evaluated biochemical

and toxicological parameters, such as the level of lipid peroxidation, 8- ALA-D activity,
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antioxidant system (catalase and superoxide dismutase activity and vitamin C), the

levels of glutathione (GSH) and hepatic damage (AST and ALT).
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Materials and Methods:

Chemicals

DPTVP (Figure 1) synthesis was performed by addition of alkynylphosphonates to
a solution of sodium organyl tellurolate, prepared by the reduction of diorganyl
ditellurides with sodium borohydride in ethanol at room temperature (Braga et al.,
2000).

Animals

Adult mice from our own breeding colony were maintained in an air conditioned
room (20—-25°C) under natural lighting conditions with water and food (Guabi-RS, Brasil)
ad libitum. All experiments were conducted in accordance with the Guiding Principles for
the Use of Animals in Toxicology, adopted by the Society of Toxicology in July 1989.
Animal’s treatment

Mice were divided into eight groups and daily weighted and treated for 12 days with
diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinilphosphonate 0 (canola oil), 30, 50, 75, 100, 250,
350 and 500 pmol/Kg ) intraperitoneally (i.p.- 10 mL/Kg). After the 12" day, animals
were anesthetized to the collection of blood via heart puncture and killed by decaptation.
Tissue preparation

Brain, liver and kidney were removed, weighted, homogenized (1:7, 1:10, 1:7,
respectively) in Tris-HCI 10mM buffer, pH 7.4 and centrifuged at 4000X g for 10 minutes
at 4°C. The low speed supernatant fraction obtained (S1) was mantained in ice-cold for
the assays. Separately, small quantities of brain, liver and kidney were separated to

perform GSH/GSSG levels determination.
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Ex vivo assays
Lipid Peroxidation

Lipoperoxidation in liver, kidney and brain S1 was assessed by the measurement
of thiobarbituric reactive substances (TBARS, Ohkawa et al. 1979). TBARS were
determined spectrophotometrically at 532nm after one hour of incubation with SDS
8.1%, Acetic acid/ HCI buffer and thiobarbituric acid 0.6% at 95°C , using
Malondialdehide as standard.
0- ALA- D activity

Mice 6-ALA-D activity was assayed according to the method of Sassa (1982), by

measuring the rate of product (porphobilinogen, PBG) formation, except that 84 mM
potassium phosphate buffer, pH 6.4, and 2.5 mM ALA were used. All experiments were
carried out after a 15 min preincubation of S1 with the medium, starting the reaction by
adding the substrate, aminolevulinic acid. Incubation was carried out for 1, 2 and 3 hs
for liver, kidney and brain, respectively, at 37°C. The reaction product was determined
using modified Ehrlich’s reagent at 555 nm, with a molar absorption coefficient of
6.1x10* M for the Ehrlich-porphobilinogen salt. The reactions rates were linear with
respect to time of incubation and added protein for all the experimental conditions.
Simultaneously, a set of tubes was assayed in the presence of 8 mM DTT to observe
the possible reversion of the 8-ALA-D inhibition.
Vitamin C levels determination

S1 of liver, kidney and brain were precipitated with Trichloroacetic acid 10% and
centrifuged at 4000Xg. The supernatant was used according to Jacques-Silva et al.

(2001) and the ascorbic acid levels were measured spectrophotometrically at 520 nm.
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GSH and GSSG levels

Reduded and oxidized glutathione was determined fluorimetrically according to the
method described by Hissin and Hilf (1976).
Superoxide dismutase (SOD) activity

SOD was determined in S1 of liver, brain and kidney according to the methodology
of Misra and Fridowich (1972). The adrenochrome production was measured
spectrophotometrically at 480 nm. One unit of the enzyme was defined as the amount of
enzyme required to inhibit the rate of adrenaline auto-oxidation by 50%.
Catalase activity

Catalase activity was assessed according to Aebi et al. (1984) in S1 of liver, kidney
and brain, measuring the rate of disappearence of H,O, spectrophotometrically at
240nm. One unit of the enzyme is considered as the amount of enzyme which
decomposes 1umol H,Oz/min at pH 7.
Hepatic damage

Plasmatic aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT)
were quantified as biochemical endpoints of hepatotoxicity using commercial kit

(LABTEST, Diagnostica S.A., Minas Gerais, BR).

Statistical Analysis

Statistical significance was assessed by one-way ANOVA, followed by Duncan test
for post hoc comparison. Results were considered statistically significant at values of

p<0.05,
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Results

Body and organ weight

The body weight of the animals treated with diethyl 2-phenyl-2-tellurophenyl
vinylphosphonate was not affected after twelve days of treatment when compared with
control animals. The weight of brain and kidney of treated animals did not differ between
the groups. However, the liver weight of animals that received 350 and 500umol/Kg
were significantly higher than the liver weight in the others groups (data not shown). In
accordance, the body weight/liver weight ratio (g/g) was higher in these groups (p< 0.05,
table 1).

TBARS formation

Hepatic (Figure 2A), renal (Figure 2B) and cerebral (Figure 2C) TBARS levels were
not changed in groups treated with diethyl 2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate,

when compared to control group.

& ALA- D activity

Hepatic (Figure 3A), renal (Figure 3B) and cerebral (Figure 3C) 5-ALA-D activity
determined in the presence or absence of DTT was not affected by the sub-chronic
treatment with diethyl 2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate. DTT (8mM) was used
in order to reverse a possible inhibition of the enzyme, in case of oxidation of thiol
groups. The high values of porphobilinogen obtained in 6-ALA-D assays using DTT in

kidney and brain could be explained by the ability of DTT to restore the —SH groups in
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the catalytic site of the enzyme due to sensitivity of -SH groups to the processes of
tissue preparation and incubation.

Vitamin C levels

The levels of vitamin C were not altered by the treatment with the organotellurium
compound in liver (Figure 4A), kidney (Figure 4B) or in brain (Figure 4C).

GSH/GSSH ratio

To better express the measurements of GSH and GSSH, we calculated the ratio
between reduced and oxidized glutathione. In brain, we did not observe any change in
this ratio (Figure 5C), however in liver (Figure 5A) and kidney (Figure 5B) no statistically
significant difference were detected.

SOD activity

Superoxide dismutase activity was not altered in liver (Figure 6A) and kidney
(Figure 6B). In brain, SOD was significantly increased in groups treated with 50, 75, 100
and 500 umol/kg of diethyl 2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate in relation to
control (Figure 6C, p<0.05).

Catalase activity

Catalase activity was not changed in liver (Figure 7A) and kidney (Figure 7B),
however in brain there was a small tendency to an increase in the enzyme activity, but
this was not statistically significant (Figure 7C).

Transaminases activities

AST and ALT plasmatic activities were not increased after exposure to different
doses of diethyl 2- phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate, indicating that hepatic

damage was not detected (Table 2).
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Discussion

In this paper, we confirm and extended the low toxicity of the DPTVP in vivo and ex
vivo, using now the intraperitoneal route of administration. It is well-known that when the
subcutaneous administration is used, the drug is slowly and continuously absorbed in
the region near the local of the injection. After i.p. administration, the drug is rapidly
absorbed by the peritoneal blood circulation (Goodman and Gilman, 2003). This type of
administration potentially makes the action of the compound more pronounced,
especially as a toxicant.

In fact, the body weight of the animals did not change along the treatment, but
treatment with 350 and 500 pmol/Kg of DPTVP cause an increase in liver weights after
12 days of treatment. In view of the fact that tellurium compounds are metabolized in
liver (Amdur, 1947), this may indicates that the high concentration of the compound in
hepatocytes caused an increase in the function of oxidase system that was
accompanied by an enlargement of the liver, partially due to the lipid accumulation and
the increase in endoplasmic reticulum (Tani et al., 1981).

In order to determine if DPTVP could cause hepatic damage, we measured
plasmatic activities of AST and ALT. These transaminases are located in different
subcelullar spaces in hepatocytes, and they are typically released into the blood after
exposure to hepatotoxic chemical agents (Gabriel et al., 2005). In our study, AST and
ALT did not increased in the plasma of treated animals. These findings indicate that the
increase in liver weight detected at the highest doses used are not associated with

severe hepatic damage.
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0- aminolevulinate dehydratase is an important biomarker of toxicity for many
xenobiotics because of potential sites of inhibition, inclundig chemical modification of the
lysine residue (Reitman and Frankel, 1957) or cysteinil residues (Barbosa et al., 1998;
Jaffe et al., 1995; Farina et al., 2001 and 2002; Nogueira et al., 2003) and release of the
prosthetic Zn*? (Emanuelli et al., 1998; Vieira et al., 2000). Particularly, organotellurium
compounds may interact with the thiol groups of this enzyme, oxidizing two SH groups of
the active site, changing the configuration of the enzyme and impairing its activity.
Hipotetically, the inhibition of &- ALA-D could result in accumulation of its substrate,
aminolevulinic acid, which could generate pro-oxidant effects (Bechara et al., 1993;
Emanuelli et al., 2001). In addition, 8- ALA-D is involved in the heme synthesis, and its
inhibition may be associated with haemoglobin, cytochromes and catalase synthesis
decrease. Indeed, in vitro DPTVP inhibits hepatic, renal and cerebral - ALA-D probably
by oxidation of SH groups (Avila et al., 2006). However, here we reported that in vivo 8-
ALA-D seems not to be a molecular target to DPTVP. This is an important find,
supporting the low toxicity of the parent tellurium compound and its potential
metabolites, because here we used high doses and i.p. administration. Moreover, other
organotellurides and organoselenides inhibit this enzyme after in vivo exposure
(Jacques-Silva et al., 2001; Maciel et al., 2000; Savegnago et al., 2006)

The antioxidant system was not significantly altered by the i.p. sub-chronic
administration of diethyl 2- phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate. One of the toxic
mechanisms of organotellurium compounds is their ability to generate some oxidizing
radicals agents (Chen at al., 2001), but in this study the lipid peroxidation was not

increased by the organotellurium compound. Furthermore, vitamin C, levels, a non-
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enzymatic antioxidant defense (Tsao et al., 1989), was not modified by organotellurium
treatment. In addition, the sub-chronic treatment did not significantly altered GSH, which
plays a central role in the endogenous antioxidant defense (Nogueira et al., 2004).

In the same vein, renal and hepatic catalase and SOD activities were not modified
after treatment with DPTVP in contrast, SOD was increased and catalase activity tended
to be increase in brain homogenates after exposure to 75 and 100 umol/kg of DPTVP.
This indicates that this compound across the blood-brain barrier, which is in accordance
with its high lipophilicity and the effects depicted by other organotellurium compounds in
the central nervous system (Maciel et al., 2000; Nogueira et al., 2001, 2004; Jacques-
Silva et al., 2001). At the moment, it is not clear whether this effect of DPTVP is related
to some neurotoxic effect or whether it can be considered a desirable effect and
represents an improvement in the antioxidant system caused by the compound.

In general, the data showed in this paper confirm the very low toxicity of DPTVP in
liver, kidney and brain. It is important to note that the structure of this molecule is very
different from the ditellurides and tellurides already studied and reported in the literature.
It is known that ditellurides are more reactives than tellurides because of the weak Te-Te
bound when compared to the Te-Carbon bound (Petragnani, 1994), and this probably is
the main reason to many different effects found in vivo for DPTVP when compared to
diphenyl ditelluride, once the biotransformation process seem to be important to the
actions of these compounds in vivo.

In a recent study, Savegnago et al., 2006 described another vinylic telluride, 1-
buthyltelurenyl-2-methylthioheptene, which also possess potent antioxidant activity in

vitro, but it reduced the body weight of treated animals since the dose of 0.5umol/Kg,
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and all animals injected with 100 and 200 pmol/Kg died after 72 hs of oral
administration. This compound shares similar chemical characteristics of DPTVP,
however contains sulfur atom in its structure, and instead phenyl group, it has a buthyl
radical bind to tellurium atom, which probably modifies the reactivity of the metabolite. In
addition, DPTVP showed an antioxidant activity, that was demonstrated in vitro using
iron as a pro-oxidant agent in liver, kidney and brain homogenates and DPTVP
decreased the TBARS production at very low concentrations, in almost equal levels than
diphenyl ditelluride, a well recognized organotellurium compound with a very good
antioxidant capacity (Nogueira et al., 2004; Avila et al., 2006). Further investigations
about possible pharmacological applications of DPTVP and other vinylic tellurides are
necessary, since this organotellurium compound seems to be a promising molecule that

posses a high antioxidant activity, can be easily synthesized and has low toxicity.
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Figure Legends:

Figure 1: Chemical structure of diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate.
Figure 2: Effect of diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate on thiobarbituric
acid reactive substances formation of mice treated i.p.. Liver (A), kidney (B) and brain
(C) were incubated with SDS 8.1%, TBA 0.6% and acetic acid/HCI buffer for 1h at 95°C,
and TBARS levels were measured at A= 520nm Results are expressed as mean + SEM
for n= 8 animals per group.

Figure 3: 6- ALA-D activity in liver (A), kidney (B) and brain (C) of mice treated with
diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate. The assay was performed according
in the absence (O) or presence (®) of the dithiol containing reagent, DTT. Results are
expressed as mean = SEM for n= 8 animals per group.

Figure 4: Vitamin C levels determination of animals treated for 12 days with diethyl-2-
phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate in liver (A), kidney (B) and brain (C). Samples
were previously precipitated with TCA 10% and the incubated during 3h in the presence
of 2,4 dinitrophenylhidrazine. The reaction was stopped with H,SO4 65% and the
colored product was read spectrophotometrically at 520 nmResults are expressed as
mean £ SEM, n=8 per group.

Figure 5: GSH/GSSG ratio in liver (A), kidney (B) and brain (C) of mice treated with
diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate. Results are expressed as mean *
SEM, n=8 per group.

Figure 6: SOD activity of mice treated i.p. with diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl
vinylphosphonate. Liver (A), kidney (B) and brain (C). The enzymje activity was

monitored by the decrease of epinephrine oxidation in alcaline pH at 480 nm. Results
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are expressed as mean + SEM, n=8 per group. (a,b,c) Indicate significant difference
between groups, p< 0.05 and post- hoc by Duncan test.

Figure 7: Effects of treatment with diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate on
catalase activity. Liver (A), kidney (B) and brain (C). Enzyme activity was monitored by

the decrease of H,O, at 240 nm. Results are expressed as mean £+ SEM, n=8 per group.
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Table 1: Organ weight/body weight ratio (g/g) of animals treated for twelve days with

diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate.

Dose LIVER KIDNEY BRAIN
(umol/Kg)

0 0.052 +0.003 | 0.013 +£0.001 | 0.013 +0.001
30 0.054 +0.003 | 0.013 £0.001 | 0.015+0.001
50 0.060 +0.003 | 0.014 +£0.001 | 0.014 +0.001
75 0.058 +0.003 | 0.014 +£0.001 | 0.015+0.001
100 0.052 +0.003 | 0.014 +0.001 | 0.015 +0.001
250 0.058 +0.003 | 0.014 +£0.001 | 0.015 +0.001
350 0.064 +0.004* | 0.014 +0.001 | 0.014 +0.001
500 0.066 +0.003* | 0.015 +0.001 | 0.014 +0.001

Data are expressed as mean = S.E.M for eight animals in each group.

* indicates statistically difference from control group (p<0.05, Duncan post hoc test)
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Table 2: Effects of diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinylphosphonate on AST and ALT
plasmatic activities.

Dose (Umol/Kg) AST (U/mL) | ALT (U/mL)

0 115.3+10.7 | 34.71+6.4
30 145.09+9.7| 34.08 +5.3
50 151.35+11.8| 37.65 £ 6.4

75 152.49 + 16.0| 36.03 + 6.6
100 154.08 £ 14.3| 31.03 + 5.6
250 141.44 £ 12.9/40.28 + 15.5
350 155.79 £ 12.9| 33.35+ 9.1
500 156.37+ 15.2| 37.52+ 7.0

Data are expressed as mean = S.E.M for eight animals in each group.
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IV. Discussao

Este trabalho demonstrou, pela primeira vez, a baixa toxicidade in vitro e in
vivo de um composto de telurio organico, o dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato, bem
como a sua acgao antioxidante in vitro em baixas concentragdes.

Inicialmente, os resultados in vitro demonstraram que o composto pode inibir a
0- ALA-D em cérebro, figado e rim, indicando que o possivel mecanismo de agéo
poderia incluir a oxidagao dos grupamentos —SH a dissulfetos, uma vez que o DTT foi
capaz de restaurar a atividade enzimatica. Fortalecendo esta possibilidade, o composto
também se mostrou capaz de aumentar a taxa de oxidagao do DTT. Entretanto, o maior
efeito do dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato s6 foi obtido na presenca de
relativamente altas concentragdes do composto. De fato, estudos prévios utilizando
praticamente as mesmas condi¢cbes deste trabalho, demonstrou que o ditelureto de
difenila é capaz de inibir aproximadamente 80% da atividade da d-ALA-D hepatica na
concentragdo de 100uM (Barbosa e cols, 1998), enquanto que o dietil-2-fenil-2-
telurofenil vinilfosfonato nao atingiu o mesmo efeito, nem mesmo na maior
concentracao testada de 1200 pM.

Além disso, o dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato mostrou-se um potente
agente antioxidante in vitro contra a producdo de TBARS induzida por Fe*? em
homogeneizados de cérebro, figado e rim. O ditelureto de difenila, um conhecido
composto organico de telurio com propriedade antioxidante,foi utilizado para fins de
comparagao, nas mesmas concentragdes. De fato, o dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato se mostrou um agente antioxidante comparavel ao ditelureto de difenila,
apesar deste ainda demonstrar melhor eficiéncia em baixas concentracdes. Além disso,
a producao espontanea de TBARS também foi diminuida pelo dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato nos trés tecidos testados.

As diferencas observadas entre os dois compostos tanto na producdo de
TBARS quanto no grau de inibicdo da ©6-ALA-D pode ser atribuida ao fato de o

ditelureto de difenila ser bem mais reativo do que o dietil-2-fenil-2-telurofenil
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vinilfosfonato, por este possuir uma ligacdo Te-C, relativamente mais estavel e menos
reativa que a ligacao Te-Te, presente no ditelureto de difenila (Petragnani, 1994).

Devido a sua relativamente baixa toxicidade in vitro, o dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato foi administrado em camundongos pela via subcutédnea em trés diferentes
doses, 25, 75 e 250 umol/Kg, enquanto outro grupo de camundongos foi também divido
em trés grupos, recebendo ditelureto de difenila pela mesma via, nas doses de 12,5, 25
e 75 ymol/Kg. A exposicao diaria por doze dias foi utilizada para melhor observar o
efeito cumulativo do composto, visto que os animais que recebiam o dietil-2-fenil-2-
telurofenil vinilfosfonato ndo morriam nem apresentavam sinais de intoxicacido apos
poucos dias de exposigao . Interessantemente, mesmo apos doze dias de tratamento, a
mortalidade dos animais que receberam dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato foi
quase nula, exceto pela morte de apenas um animal do grupo que recebia 250 pmol/Kg.
Nos animais que foram sacrificados, ndo houve perda de peso corporal, assim como
nao houve alteragao de peso nos 6rgaos analisados, cérebro, figado e rins. Além disso,
a atividade da &- ALA-D, utilizada como parametro bioquimico de toxicidade neste
estudo, ndo foi inibida por nenhuma das doses administradas. Por outro lado, apds o
quinto dia de tratamento, todos os animais que receberam ditelureto de difenila ja
haviam morrido, mesmo na dose mais baixa, que é aproximadamente 20 vezes menor
gue a dose mais alta de dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato administrada.

De fato, um trabalho anterior mostrou que a administracdo por 14 dias de
ditelureto de difenila em doses mais baixas (2,5 e 10 ymol/Kg) ndo causou a morte dos
camundongos, porém a inibicdio da ©o- ALA-D em figado e cérebro foi de
aproximadamente 50% para a maior dose (Maciel e cols, 2000). Estes resultados
podem sugerir que, diferentemente do ditelureto de difenila, a - ALA-D n&o é um alvo
molecular in vivo para o dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato.

A via subcutdnea é uma via bastante utilizada clinicamente, por sua facil
administragdo e também pela sua caracteristica de permitir uma absorgédo lenta e
continua das drogas administradas (Goodman & Gillman, 2003). Como néo foi
observado nenhum sinal de toxicidade nos camundongos que receberam o dietil-2-fenil-

2-telurofenil vinilfosfonato por esta via, decidimos utilizar outra, que oferecesse uma
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absorgcdo mais rapida e que consequentemente causasse uma maior biodisponibilidade
do composto, bem como uma otimizacdo no tempo de metabolizagdo, visto que
possivelmente os metabdlitos dos compostos organicos de telurio sdo os responsaveis
por suas toxicidades (Nogueira e cols, 2004). O peritbneo oferece uma grande area
absortiva, na qual os compostos administrados rapidamente entram na circulagao e sao
levados ao figado pela veia porta e, por isto, a via intraperitoneal foi escolhida
(Goodman & Gillman, 2003). Além disso, outros parametros bioquimicos e toxicoldgicos
importantes foram determinados.

Apds 0 mesmo tempo de tratamento do protocolo s.c., todos camundongos que
receberam as diferentes doses de dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato (30, 50, 75,
100, 250, 350 e 500 ymol/Kg) sobreviveram, sem nenhuma alteragao significativa de
peso corporal quando comparados aos animais controle. Por outro lado, houve um
aumento significativo no peso do figado dos animais tratados com as maiores doses
(350 e 500 umol/Kg). Visto que os compostos de telurio sdo metabolizados no figado,
este achado pode estar indicando que as altas concentragdes do composto que
estariam chegando ao figado aumentariam a atividade do sistema oxidase dos
hepatécitos, acompanhado de um aumento do tamanho do tecido pelo acumulo de
lipideos e pelo aumento do reticulo endoplasmatico (Amdur, 1947; Tani e cols, 1981).

Para verificar se o dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato estaria causando um
dano ao tecido hepatico, foram dosadas as atividades da ALT e da AST. Estas
transaminases estdo presentes em diferentes espacos intracelulares, e qualquer dano
ao tecido faz com que estas sejam liberadas para o sangue (Gabriel e cols, 2005).
Neste trabalho, nenhum aumento significativo da atividade destas enzimas foi
observado, indicando que o tecido hepatico ndo estaria sofrendo danos pela exposi¢cao
ao composto.

A atividade da & - ALA-D foi também determinada neste protocolo. Mesmo
utilizando doses mais altas e em uma via que favorece a biodisponibilidade, este
biomarcador novamente ndo foi alterado em nenhuma das doses testadas e em
nenhum dos tecidos avaliados. A baixa capacidade de inibir a atividade da & - ALA-D in

vitro, e in vivo nas duas vias e nas diversas doses testadas, indicam uma grande
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vantagem do dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato comparado aos outros compostos
organicos de telurio (Savegnago e cols, 2006, Meotti e cols., 2003; Laden & Porter,
2001).

O sistema antioxidante ndo foi alterado pelo tratamento subcrénico pela via
intraperitoneal. Sabe-se que um dos mecanismos de toxicidade dos compostos
organicos de telurio é a capacidade que eles tém de gerar agentes oxidantes (Chen e
cols, 2001). Aqui, observamos que o dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato ndo causou
aumento na peroxidacao lipidica, bem como ndo alterou os niveis de vitamina C, um
antioxidante ndo enzimatico, em nenhum dos tecidos analisados. Os niveis de GSH e
GSSG, formas reduzida e oxidada, respectivamente, do principal antioxidante
endogeno, a glutationa, ndo foram alterados. No tecido renal, houve apenas uma
tendéncia a diminuicdo nos niveis de GSH, indicada pela diminuicdo da razéo
GSH/GSSG, nas doses intermediarias. As atividades de duas enzimas importantes para
o sistema antioxidante celular, a superoxido dismutase e a catalase, também foram
determinadas nos trés tecidos. Interessantemente, houve um aumento significativo na
atividade da SOD e uma tendéncia ao aumento da catalase somente no cérebro e nas
doses intermediarias. Estes resultados podem indicar que o dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato esta atravessando a barreira sangue-cérebro, uma vez que os compostos
organicos de telurio sédo lipofilicos e podem passar através desta barreira, afetando
apenas o cérebro, um 6rgao - alvo para estes compostos (Nogueira e cols., 2001; 2004;
Jacques-Silva e cols, 2001; Maciel e cols., 2000 ). Porém, nado se pode afirmar se o
tecido estaria sendo prejudicado pela presenca do composto ou se este estaria
fornecendo uma protecéo prévia ao tecido.

Recentemente, Savegnago e cols (2006) reportaram as agdes in vitro e ex vivo
de um composto relativamente semelhante ao dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato, o
1-butiltelurenil-2-metiltiohepteno. Este composto ndo altera a atividade da &- ALA-D in
vitro, porém quando administrados a ratos, somente as doses mais elevadas (a partir de
75 pymol/Kg) foram letais aos animais, alterando os parametros analisados nos animais
sobreviventes. Este composto compartilha alguma caracteristica estrutural do dietil-2-

fenil-2-telurofenil vinilfosfonato, por ser também um telureto vinilico, podendo este fato
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ser o primeiro passo para futuras investigacbes sobre a toxicidade destes compostos
(Zeni e cols, 2006).

Dessa forma, verificamos a baixa toxicidade in vivo do dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato através de determinagdes bioquimicas ex vivo em diferentes tecidos de
camundongos expostos subcronicamente ao composto, independente da via de
administragao. In vitro, o composto demonstrou reagir com grupamentos tiolicos,
caracteristica de qualquer composto de telurio organico, porém de forma mais amena
do que outros anteriormente estudados. E importante notar a sua distinta estrutura
molecular em relagdo aos outros compostos organicos de telurio, especialmente devido
a presencga da ligagao relativamente estavel Te-C presente no composto. De qualquer
maneira, podemos sugerir que este composto é promissor para futuros estudos
farmacoldgicos, especialmente pela potente atividade antioxidante in vitro também aqui

demonstrada.
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O dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato mostrou-se um 6timo agente
antioxidante in vitro, diminuindo a formacdo de TBARS espontanea e
induzida por Fe*? em homogeneizado de figado, rim e cérebro em
baixas concentragbes, de uma forma quase tdo eficiente do que o
ditelureto de difenila, um conhecido composto organico de telurio
antioxidante;

O dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato foi capaz de aumentar a taxa
de oxidacao de grupamentos tiolicos do DTT, in vitro, na auséncia de
homogeneizado de figado, bem como capaz de inibir, in vitro, a
atividade da & - ALA-D em figado, cérebro e rins, porém em
concentracbes relativamente mais altas do que outros compostos
anteriormente estudados, comprovando sua capacidade de oxidar
grupamentos —SH como outros compostos organicos de telurio;

Apods administragdo subcrénica pela via s.c. em camundongos, o dietil-
2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato mostrou ter baixa toxicidade pelo
baixo indice de mortalidade, além de nao ter alterado o peso corporal
nem dos 6rgdos dos animais expostos, enquanto que os animais
tratados com ditelureto de difenila morreram apds alguns dias de
tratamento;

O uso da via i.p. para a administracdo do dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato, ndo causou perda de peso corporal nos camundongos
tratados diariamente por doze dias. O cérebro e os rins dos animais
também nao tiveram seus pesos alterados, porém os figados dos
animais que receberam as maiores doses tiveram um aumento
significativo de peso, indicando um aumento da atividade hepatica para
metabolizar o composto;

A administracdo s.c. e i.p. de dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato

nao alterou, ex vivo, a atividade da & - ALA-D em figado, cérebro e rins
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de camundongos, sugerindo uma baixa toxicidade deste novo
composto;

A administracao i.p. de dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato por doze
dias ndo alterou os marcadores de hepatotoxicidade, as atividades da
AST e ALT. A formacgao de TBARS, os niveis de vitamina C e a razao
GSH/GSG também nao foram alterados em nenhum dos tecidos
avaliados. Porém, a atividade da enzima antioxidante SOD foi
significativamente aumentada no cérebro dos animais tratados com
doses intermediarias, bem como uma tendéncia ao aumento nas
mesmas doses da atividade da catalase, o que poderia estar indicando

um dano ou protecéo ao tecido.
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VI. Perspectivas

Devido aos interessantes achados sobra a baixa toxicidade e potencial
atividade antioxidante do dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato, torna-se necessario
maiores investigagdes sobre as agdes benéficas deste composto.

Inicialmente, seria interessante observar seus efeitos quando administrado pela
via oral,a via mais usada clinicamente e tdo explorada nos artigos publicados mais
recentemente. Além disso, a toxicidade deste composto poderia ser avaliada em ratos,
uma vez que sao mais sensiveis aos efeitos téxicos do telurio.

Também seria interessante avaliar especificamente os efeitos do dietil-2-fenil-2-
telurofenil vinilfosfonato sobre o sistema nervoso central, especialmente sobre o
sistema glutamatérgico, uma vez que o ditelureto de difenila mostrou-se altamente
neurotdxico, enquanto o ebselen, um composto organico de selénio, parece ser
neuroprotetor.

A fim de elucidar o mecanismo de acdo da atividade antioxidante deste
composto, outras técnicas poderiam ser utilizadas a fim de determinar a capacidade de
neutralizar espécies reativas, como os métodos de fluorescéncia e de
quimioluminescéncia ja padronizados pelo nosso grupo.

Alguma possivel atividade farmacologica poderia também ser avaliada,
utilizando-se algum modelo de dano oxidativo eficiente, bem como um tratamento
adequado com o composto.

Por fim, a comparagdo com um analogo contendo selénio seria também
interessante, a fim de avaliar diferencas e semelhangas nos parametros analisados

para o dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato.



97

VII. Referéncias Bibliograficas

AGNEW W.F., CURRY E. Period of teratogenic vulnerability of rat embryo
to induction of hydrocephalus by tellurium. Experientia. v. 28, p. 1444-1445,
1972.

AMDUR M.L. Tellurium: accidental exposure and treatment with BAL in oil.
Occup. Med. v. 3,p. 386-391, 1947.

ANDERSSON C.M., BRATTSAND R., HALLBERG A., ENGMAN L.,
PERSSON J., MOLDEUS P., COTGREAVE 1. Diaryl tellurides as inhibitors of
lipid peroxidation in biological and chemical systems. Free Radic. Res.v. 20,
p.401-410, 1994.

ANDERSSON C.-M., HALLBERG A., BRATTSAND R., COTGRAVE |.A,,
ENGMAN L., PERSSON J. Glutathione peroxidase-like activity of diaryl tellurides.
Bioorg. Med. Chem. Lett. v.3, p. 2553—-2558, 1993.

Anom. Merck’s Manual of the materia medica, 1% edition; Merck e co.
New York, 1899; 1999 fascilime edition.

BARBOSA N.B.V., ROCHA J.B.T., ZENI G., EMANUELLI T., BEQUE
M.C., BRAGA A. L. Effect of organic forms of Selenium on delta-aminolevulinate

dehydratase from liver, kidney and brain of adult rats. Toxicol. Appl. Pharmacol.
v.149, p.243-253, 1998.

BECHARA E.J.H., MEDEIROS M.H.G., MONTEIRO H.P., HERMES-LIMA
M.,PEREIRA B., DEMASI M., COSTA C.A., ADBALLA D.S.P., ONUKI J.,
WENDEL C.M.A., MASCI P.D. A free radical hypothesis of lead poisoning and in
Born porphyrias associated with 5-aminolevulinic overload. Quimica Nova. v.16,
1993.

BENET L.Z. Effect of route of administration and distribution on drug
action. J. Pharmacokinet. Biopharmacol. v.6, p.559- 585, 1978.

BLAIS F.X., ONISCHUK R.T., DE MEIO R.H. Hemolysis by tellurite: I: The
tellurite test for Hemolysis. J.AOA, v. 73, 1972.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=8081455&query_hl=1&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=8081455&query_hl=1&itool=pubmed_docsum

98

BORGES V.C., ROCHA J.B.T., NOGUEIRA C.W. Effect of diphenyl
diselenide, diphenyl ditelluride and ebselen on cerebral Na+, K+ ATPase activity
in rats. Toxicology. v. 215,p. 191-197, 2005.

BRAGA A . L., ALVES E.F., SILVEIRA C.C., ANDRADE L.H.
Stereoselective addition of sodium organyl chalcogenolates
toalkynylphosphonates: synthesis of diethyl 2-(organyl)-2-
(organochalcogenyl)vinylphosphonates. Tetrahed. Lett. v.41, p. 161-163, 2001.

BRAGA A.L.,, RHODEN C.R.B., ZENI G., SILVEIRA C.C., ANDRADE L.H.
Stereospecific synthesis of phosphono-(1Z, 3E)- dienyl compounds from -
phenyltelluro-vinylphosphonates and vinylphosphine oxides. J. Org.Metal.Chem.
v. 682, p. 35-40, 2003.

BRIVIBA K., TAMLER R., KLOTZ L-O., ENGMAN L., COTGREAVE |.A.,
SIES H. Protection against organotellurium compounds against peroxynitrite-
mediated oxidation and nitration reactions. Biochem. Pharmacol. v.55, p. 817-
823, 1998.

BUCK M.R., KARUSTIS D.G., DAY N.A.,, HONN K.V., SLOANE B.F.
Biochem J. v.282, p. 273-,1992.

CALDWELL j. The current status of attempts to predict species differences
in drug metabolism. Drug Metab.Rev. v. 12, p. 221-237, 1981.

CHEN F., VALLYATHAN V., CASTRANOVA V., SHI X. Cell apoptosis
induced carcinogenic metals. Mol. Cell. Biochem. v.221, p.183-188, 2001.

COMASSETO J.V., LING L.W., STEFANI H.A., PETRAGNANI N., Vinylic
selenides and tellurides- preparation, reactivity and synthetic applications.
Synthesis. v. 4, p.373, 1997.

CUNHA L.O.R, URANO M.E., CHAGAS J.R., ALMEIDA P.C,
BINCOLETTO C., TERSARIOL I.L.S., COMASSETO J.V. Tellurium- based
cysteine protease inhibitors: evaluation of novel organotellurium (V) compounds
as inhibitors of human Cathepsin B. Bioorg. Med Chem. Lett. v.15, p. 755-760,
2005.



99

D’GREGORIO R.E.P & MILLER R.K. Teratogenicity of tellurium dioxide:
prenatal assessment. Teratology. v. 37, p. 307-316, 1988.

DEUTICKE B., LUTKEMEIER R.K., POSE B. Tellurite- induced damage of
the erythrocyte membrane. Manifestations and mechanisms. Biochem. Biophys
Acta. v. 1109, p. 97-107, 1992.

DOUCET A. Function and control of Na+/K+ ATPase in single nephron
segments of the mammalian kidney. Kidney Internat. v 34, p. 749-760, 1998.

EMANUELLI T., PAGEL F.W., ALVES L.B., REGNER A., SOUZA D.O.
Inhibition of adenylate cyclase activity by 5- aminolevulinic acid in rat and human
brain, Neurochem. Int. v.38, p. 213-218, 2001.

ENGMAN L, STERN D, PELCMAN M,. Thiol peroxidase-activity of
diorganyl tellurides. J. Org. Chem. v.59, p. 1973-1979, 1994.

ENGMAN L., AL- MAHARIC N., MCNAUGHTON M., BIRMINGHAM A,
POWIS G. Thioredoxin Reductase and cancer cell growth inhibition by

organotellurium compounds that could be selectively incorporated into tumor
cells. Bioorg. Medic. Chem. v. 11, p. 5091-5100, 2000a.

ENGMAN L., KANDA T., GALLEGOS A., WILLIAMS R., POWIS G. Water-
soluble organotellurium compounds inhibit thioredoxin reductase and the growth
of human cancer cells. Anti-Cancer Drug Des. v. 15, p. 323-330, 2000b.

ENGMAN L., PERSON J., VESSMAN K., EKSTROM M., BERGLUND M.,
ANDERSSON C-M. Organotellurium compounds as efficient retarders of lipid
peroxidation in methanol. Free Rad. Biol. Med. v.19, p. 441-452, 1995.

ENGMAN L., STERN D., COTGREAVE |., ANDERSSON C.M. Thiol
peroxidase activity of diaryl ditellurides as determined by a 1TH NMR method. J.
Am. Chem. Soc. v.114, p. 9737-9743, 1992.

FAIRHILL L.T. Tellurium. In: Industrial Toxicology, Hafner Publishing
Co, New York, 1969.

FREEMAN B.A & CRAPO J.D.C. Biology of disease: free radicals and
tissue injury. Lab. Inv. v. 47, p. 412-426, 1982



http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=2/2
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=2/2
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=19/1
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=19/1
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=19/1

100

GABRIEL D., PIVETTA L., FOLMER V., SOARES J.C.M., AUGUSTI G.R,,
NOGUEIRA C.W., ZENI G., ROCHA J.B.T. Human erythrocyte - aminolevulinate
dehydratase inhibition by monosaccharides is not mediated by oxidation of
enzyme sulfhydryl groups. Cell Biol. Int. v.29, p.669-674, 2005.

GOODMAN & GILMAN. As bases farmacoldgicas da terapéutica, 10°
ed, editora Mc Graw- Hill, 2003.

GOODRUM J.F. Role of organotellurium species in tellurium neuropathy.
Neurochem. Res. v.10, p. 1313-1319, 1998.

GRAF E., MAHONEY J.R., BRYANT R.G., EATON J.W. Iron catalyzed
hydroxyl radical formation: Stringent requirement for free iron coordination site. J.
Biol. Chem. v. 259, p. 3620-3624, 1984.

GROGAN T.M., FENOGLIO-PRIESER C, ZEHEB R, BELAMMY W.,
FRUTIGER Y., VELA E., ESTERMEMAN G., MACDONALD J., RICHTER L.,
GALEGOS A., POWIS G. Thioredoxin, a putative oncogene product, is

overexpressed in gastric carcinoma and associated with increased proliferation

and increased cell survival . Human Pathol. v. 31, p. 475-481, 2000.

HALLIWELL B. Reactive oxygen species and the central nervous system.
J. Neurochem. v.59, p. 1609-1623, 1992.

HANSEN H. Versuch uber die wirkung der tellurs auf den lebeden
organismus. Liebigs Annale Chemistry and Pharmacology, v. 86, p. 208,
1853.

HODGSON E., LEVI P. Absorption and distribution. In: Riviere J.E.:
Introduction to Biochemical Toxicology. 2" ed. Appleton & Lange, Norwalk,
Connecticut, USA, p. 11-48, 1994.

HOLLEY A.E & CHEESEMAN K.H. Measuring free radicals reactions in
vivo. British Med. Bull. v. 49, p. 494-505, 1993.

HUCKER H.B. Species differences in drug  metabolism.
Annu.Rev.Pharmacol. v. 10, p. 99-117, 1970.

IWASE K., TATSUISHI T., NISHIMURA Y., YAMAGUCH J., OYAMA Y.,
MIYOSHI N., WADA M. Cytometric analysis of adverse action of diphenyl


http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=18/39
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=18/39
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=18/39

101

ditelluride on rat thymocytes: cell shrinkage as a cytotoxic parameter. Env.
Toxicol. v. 19, p. 614-619, 2004.

JACOB C., ARTEEL G.E., KANDA T., ENGMAN L., SIES H. Water soluble
organotellurium compounds: catalytic protection against peroxynitrite and release
of zinc from metallothionein. Chem. Res. Toxicol. v.13, p. 3-9, 2000.

JACQUES-SILVA M.C., NOGUEIRA C.W., BROCH L.C., FLORES E.M.M.,
ROCHA J.B.T. Diphenyl diselenide and ascorbic acid changes deposition of
selenium and ascorbic acid in liver and brain of mice. Pharmacol. Toxicol. v. 88,
p. 119-125, 2001.

JANERO D.R. Malondialdehyde and thiobarbituric acid-reactivity as
diagnostic indices of lipid peroxidation and peroxidative tissue injury. Free Rad.
Biol. Med. v.9, p. 515-540, 1990.

JORGENSEN P.L. Structure, function and regulation of Na+/K+ ATPase in
the kidney. Kidney Internat. v.29, p. 10-20, 1986.

JOSEPHY P.D. Molecular Toxicology, New York: Oxford University
Press, 1997.

KALECHMAN Y., LEDERER G., ALBECK M., SREDNI B. Prevention of

toxicity to circulating blood-elements in chemotherapy treated mice by the

immunomodulator ammonium trichloro(dioxyethylene-o-o')tellurate (AS101). Exp.
Hematol. v. 21, p. 1176-1176, 1993.
KANSKI J., DRAKE J., AKSENOVA M., ENGMAN L., BUTTERFIELD D.A.

Antioxidant  activity of the organotellurium  compound  3-[4-(N,N-

dimethylamino)benzenetellurenyl]propanesulfonic acid against oxidative stress in
synaptossomal membrane systems and neuronal cultures. Brain Res. v. 911,
p.12-21, 2001.
KLAMAN D. Organotellurium compounds. In: Methods of organic
chemistry. 4th edition, George Thieme Verlag Stuttgart- New York, 1990.
KOSUGI H., KIKUGAWA K. reaction of thiobarbituric acid with saturated
aldhydes. Lipids. v. 21, p. 537-542, 1986.


http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=14/3
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=14/3
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=14/3

102

KOZENITZKY L, DAVID M, SREDNI B, ET AL. Immunomodulatory effects

of AS101 on interleukin-2 production and lymphocyte-t function of lymphocytes

treated with psoralens and ultraviolet-A. Photodermatol. Photoimmunol &
Photomedic. v. 9, p. 24-28, 1992.

LADEN B.P. & PORTER T.D. Inhibition oh human squalene
monooxigenase by tellurium compounds: evidence of interaction with vicinal
sulfhydryls. J. Lipid. Res. v. 42, p. 235-240, 2001.

MACIEL E.N, BOLZAN R.C., BRAGA A.L., ROCHA J.B.T. Diphenyl

Diselenide and diphenyl ditelluride affect delta- aminolevulinate dehydratase from

liver, kidney and brain of mice. J. Biochem. Mol. Toxicol. v.14, p. 310-319,
2000.

MEOTTI F.C., BORGES V.C., ZENI G., ROCHA J.B.T., NOGUEIRA C.W.
Potential renal and hepatic toxicity of diphenyl diselenide, diphenyl ditelluride and
Ebselen for rats and mice. Toxicol. Lett. v. 143, p. 9-16, 2003.

MINAMI T., MOTOYOSHIYA J. Vinylphosphonate in organic synthesis.
Synthesis. v. 3, p. 333-349, 1992.

MORETTO M.B., FUNCHAL C., ZENI G., ROCHA J.B.T., PESSOA-
PUREUR R. Organoselenium compounds prevent hyperphosphorylation of
cytoeskeletal protein induced by the neurotoxic agent diphenyl ditelluride in
cerebral cortex of young rats. Toxicology. v.210, p. 213-222, 2005.

MULLER R., ZSCHIESCHE W., STEFFEN H.M., SCHALLER K.H.
Tellurium intoxication. Klin.Wocherschr. v. 67, p. 1152-1155, 1989.

NAMIKI M. Antioxidants/antimutagens in food. Food Sci. Nutr. v. 29, p.
273-300, 1990.

NOGUEIRA C.W., BORGES V.C.,, ZENI G., ROCHA JB.T.
Organochalcogens effects on &- aminolevilinate dehydratase activity from human
erythrocytic cells in vitro. Toxicology v. 191, p. 169-178, 2003a.

NOGUEIRA C.W., MEOTTI F.C., CURTE E., PILISSAO C., ZENI G,
ROCHA J.B.T. Investigations into the potential neurotoxicity induced by
diselenides in mice and rats. Toxicology. v. 183, p. 29-37, 2003b.


http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=12/7
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=12/7
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=C1G127LeFEJI88p9dmC&Func=Abstract&doc=12/7

103

NOGUEIRA C.W., ROTTA L.N.,, PERRY M.L., SOUZA,D.O., ROCHA
J.B.T. Diphenyl diselenide and diphenyl diteluride affect the rat glutamatergic
system in vitro and in vivo. Brain Res. v. 906, p. 157-163, 2001.

NOGUEIRA C.W., ROTTA L.N., ZENI G., SOUZA D.O., ROCHA J.B.T.
Exposure to Ebselen changes glutamate uptake and release by rat brain
synaptossomes. Neurochem. Res. v. 27, p. 283-288, 2002.

NOGUEIRA C.W., ZENI G., ROCHA J.B.T. Organoselenium and
organotellurium compounds: Toxicology and Pharmacology. Chem. Rev. v.
104,p. 6255-6285, 2004.

OHKAWA H., OHISHI N., YAGI K. Assay for lipid peroxides in animal
tissues bu thiobarbituric acid reaction. Anal. Biochem. v.95, p.351-358, 1979.

PETRAGNANI N. & DE MOURA CAMPOS M. Organometal. Chem. Rev.
v.2, p. 61- ,1967.

PETRAGNANI N. Annual N.Y. Academic Sciences. v.192, p. 10, 1972.

PETRAGNANI N. Tellurium in organic synthesis. Eds Katrizky A.R.,
Meth-Cohn, O. and Ress, C.W. Academic Press, San Diego, CA, pp. 89-242,
1994.

REN X., XUE Y., ZHANG K., LIU J., LUO G., ZHENG J., MU Y., SHEN J.
A novel dicyclodextrinyl ditelluride compound with antioxidant activity. FEBS Lett.
v. 507, p. 377-380, 2001.

ROOSEBOOM M., VERMEULEN N.P.E., DURGUT F., COMMANDEUR
J.N.M. Comparative study on the bioactivation mechanisms and cytotoxicity of
Te- Phenyl-L-tellurocysteine, Se-Phenyl-L-selenocysteine and S-Phenyl-L-
cysteine. Chem. Res Toxicol. v.15, p. 1610-1618, 2002.

SAILER B.L., LILES N., DICKERSON S., SUMNERS S., CHASTEEN T.G.
Organotellurium compound toxicity in a promyelocytic cell line compared to non-
tellurium- containing organic analog. Toxicol. in vitro. v.18, p. 475-482, 2004.

SANTOS F.W., ZENI G., ROCHA J.B.T., WEISS S.N., FACHINETTO J.,
FAVERO A.F., NOGUEIRA C.W. Diphenyl diselenide reverses Cadmium-



104

induced oxidative damage of mice tissues. Chem- Biol. Interact. v.151, p.159-
165, 2005.

SAVEGNAGO L., BORGES V.C., ALVES D., JESSE C., ROCHA J.B.T.,
NOGUEIRA C.W. Evaluation of antioxidant activity and potential toxicity of 1-
buthyltelurenyl-2-methylthioheptene. Life Sci. v.79, p. 1546-1552, 2006.

SCANSETII G. Exposure to metals that have recently come into use. Sci.
Total Environ. v. 120, p. 85-91, 1992.

SCHOROEDER H.A., BUCKMAN J., BALASSA J.J. Abnormal trace
elements in man: tellurium. J.Crhonic Dis.. v. 20, p. 147-161, 1967.

SLATER T.F. Overview of methods used for detecting lipid peroxidation.
Meth. Enzymol. V. 105, P.283-293,1984

SREDNI B., CASPI R.R., KLEIN A., KALECHMAN Y., DANZIGER Y., BEM
YA'AKOVM., TAMARI, T., SHALIT F., ALBECK M. A new immunomodulating
compound (AS-101) with potential therapeutic Industrial application. Nature v.
330, p. 173-176, 1987.

STWART N.G. & CROOKS R.N. Long range travel of the radioactive cloud
from the accident of Windscale. Nature. v. 182, p. 627-628, 1958.

TANI T., KATO N., HORIO F., YOSHIDA A. Characteristic properties of
isolated soy protein in the metabolic changes due to dietary polychlorinated
biphenyls. Nutr. Res. v.1, p.83-92, 1981.

TAYLOR, A. Biochemistry of tellurium. Biological Trace Elements, v. 55,
p. 231-239, 1996

TIANO L., FEDELI D., SANTRONI A. M., VILLARINI M., ENGMAN L.,
FALCIONI G. Effect of three diaryl tellurides, and and organoselenium compound
in trout erythrocytes exposed to oxidative stress in vitro. Genet. Toxicol. Env.
Mutag. v.464, p. 269-277, 2000.

TIMBRELL J. Principles of biochemical toxicology, 3™ ed, London:
Taylor & Francis, 2000.

TOEWS A.D., ECKERMANN M.D., ROBERSON S.Y., LEE S.Y., MORELL

P. Primary demyelination induced by exposure to tellurium alters mRNA levels for



105

nerve growth factor receptor, SCIP, 2’3’-cyclic nucleotide 3’phosphodiesterase,
and myelin proteolipid in rat sciatic nerve. Mol. Brain Res. v.11, p.321-325, 1991.

TROTTI D, RIZZINI BL, ROSSI D, HAUGETO O, RACAGNI G, DANBOLT
NC, VOLTERRA A. Neuronal and glial glutamate transporters possess a SH-
based redox regulatory mechanism. Eur. J. Neurosci. v.9, p. 1236-1243, 1993.

WIESLANDER E., ENGMAN L., SVENSJO E., ERLANSSON M.,
JOHANSSON U., LINDEN, M., ANDERSSON C-M., BRATTSAND R.
Antioxidative properties of organ.otellurium compounds in cell system. Biochem.
Pharmacol. v. 55, p.573-584, 1998.

WOHLER F. Ann Chemistry. v.35, p. 111 1840.

ZENI G., LUDTKE D., PANATIERI R.B., BRAGA A.L. Vinylic tellurides:
from preparation to their applicability in organic synthesis. Chem. Rev. v.106, p.
1032-1076, 2006.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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