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RESUMO

Compostos organicos de Selénio possuem diversas atividades farmacologicas ja
descritas, como atividade anti-inflamatéria e antitumoral, principalmente devido aos
seus efeitos antioxidantes. Por serem promissores na farmacologia, as sinteses
desses compostos tem aumentado significativamente. Como muitas novas
moléculas sdo sintetizadas o uso de um modelo simples como Caenorhabditis
elegans é altamente vantajoso para avaliacdo inicial da toxicidade e do potencial
terapéutico destas moléculas. O objetivo desse estudo foi avaliar a toxicidade e o
potencial antioxidante de trés compostos Arilselanil-alquil-1,2,3-triazois em C.
elegans. Os animais foram expostos aos compostos em meio liquido por apenas 30
minutos no primeiro estagio larval (L1). Os compostos testados ndo apresentaram
efeitos toxicos nas concentragdes testadas (1pM-1000 pM) em C. elegans. O
tratamento com os Arilselanil-alquil-1,2,3-triazois (10 uM) reverteu parcialmente o
estresse induzido pelo pesticida paraquat (1 mM), uma toxina mitocondrial. Apenas o
composto SeTz-2 (10 puM) aumentou parcialmente a sobrevivéncia dos vermes
tratados com H,0; (0,5 mM). Os compostos também aumentaram a longevidade dos
vermes mutantes mev-1, que possuem um reduzido tempo de vida pela producéo
em excesso de EROs na mitocondria causada por uma alteragcdo no complexo 2 da
cadeia transportadora de elétrons. Além disso, os compostos reduziram os niveis de
espécies reativas de oxigénio determinados pelo probe fluorescente H,DCF-DA bem
como também reduziram a atividade da enzima catalase nesses animais mutantes.
Baseado nos resultados encontrados € possivel concluir que os compostos
Arilselanil-alquil-1,2,3-triazois possuem atividade antioxidante principalmente em

condicao de estresse oxidativo mitocondrial em C. elegans.

Palavras-Chave: C. elegans, Selénio, estresse oxidativo, mitocéndria.



ABSTRACT

Organic selenium molecules have many described pharmacological activities, such
as anti-inflammatory and anti-tumoral, which are mainly due to their antioxidant
effects. As they are promising pharmacological agents, their synthesis has grown
significantly. Once many new molecules synthesized every day, the use of a simple
animal model, such as the Caenorhabditis elegans, is highly valuable for initial
toxicity and pharmacological potential evaluation of these molecules. The goal of this
study was to evaluate the toxicity and the antioxidant capacity of three arylselanyl-
alkyl-1,2,3-triazoles in C. elegans. The animals were exposed to the molecules in
liquid media for 30 minutes at the first larval stage (L1). There were no toxic effects
over animals’ viability within the range of tested concentrations (1uM-1000 pM).
Exposure to 10 puM of arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles has partially reversed the
stress induced by the pesticide paraquat (1 mM), which is a mitochondrial toxin. Only
SeTz-2 (10 uM) improved the viability of the animals exposed to H,O, (0,5 mM). The
arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles also improved mev-1 mutants’ lifespan, which is
normally decreased by excessive mitochondrial ROS production due to an alteration
in a subunit of their mitochondrial complex 2. Also, the molecules were able to reduce
ROS levels measured by the fluorescent probe H,DCF-DA, as well as they also
reduced catalase enzyme’ activity. Based on our findings, it is possible to suggest
that these molecules have antioxidant activity in C. elegans, mainly when facing

mitochondrial oxidative stress.

Keywords: C. elegans; Selenium; Oxidative stress; Mitochondria.



APRESENTACAO

A presente dissertacao foi desenvolvida em trés partes:

PARTE UM

As secdes Introducdo, Revisdo Bibliografica, Justificativa e Objetivos encontram-se

nessa parte inicial.

PARTE DOIS

Os resultados que fazem parte desta dissertacéo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico. As secdes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos
Resultados e Referéncias Bibliograficas encontram-se no préprio manuscrito. O
manuscrito esta apresentado da mesma forma que sera submetido a revista
Comparative Biochemistry and Physiology - Part C:. Toxicology &

Pharmacology.

PARTE TRES

As conclusdes e perspectivas do presente trabalho encontram-se nesta parte final.
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INTRODUCAO

Compostos organicos de Selénio sdo amplamente estudados por sua
variedade de efeitos farmacoldgicos ja descritos, como atividade anti-inflamatéria,
imunomoduladora, hepatoprotetora e quimioterapéutica, além de acédo benéfica em
modelos de Alzheimer e Parkinson (Nogueira et al., 2004; Uzma et al., 2011). Tais
propriedades tém sido atribuidas principalmente a capacidade desses compostos em
equilibrar o sistema redox, através da mimetizacdo da atividade da enzima
Glutationa Peroxidase (GPX) e aos seus efeitos oxidantes em grupamentos tibis
(Griffith, 1999; Nogueira e Rocha, 2011, Orian e Toppo, 2014).

Com o crescente desenvolvimento de novos compostos potencialmente
candidatos a novos farmacos, o uso de um modelo complementar e simples para o
screening toxicologico, bem como o rastreio da capacidade farmacoldgica, oferece
uma grande vantagem na pesquisa inicial pré-clinica. Nesse contexto o nematoide
Caenorhabditis elegans (C. elegans) oferece algumas vantagens, como seu facil
manuseio e curto ciclo de vida, além de 60-80% dos genes humanos terem ortologia

no genoma desse pequeno invertebrado (Kaletta e Hengartner, 2006).

De fato, algumas moléculas organicas de selénio ja foram avaliadas utilizando
o modelo experimental C. elegans, como €& o0 caso do composto
selenoxilofuranosideo, capaz de atenuar 0 estresse oxidativo induzido por
manganés através da regulacdo da via DAF-16/FOXO, uma importante via de
sinalizacdo envolvida no envelhecimento e no estresse oxidativo (Wollenhaupt et al.,
2014). O composto organico disseleneto de difenila (PhSe), também apresentou
efeitos farmacolégicos em C. elegans, atenuando o estresse oxidativo induzido pelo
peptideo AB num modelo de doenga de Alzheimer, sendo efetivo na recuperacéao da
memoria e da aprendizagem (Zamberlan et al., 2014). Neste contexto, o C. elegans

ja foi validado como um bom modelo para screening de organocalcogénios.

Na presente dissertacdo, nés avaliamos a toxicidade e o potencial efeito de
resisténcia ao estresse de uma série de compostos organoselenotriazéis no
nematoide C. elegans em diferentes condicGes de estresse oxidativo, inclusive em
condicbes de inducdo de dano mitocondrial pelo paraquat e por uma mutacdo na
cadeia transportadora de elétrons.
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CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans) é um nematoide de vida livre da familia
Rhabditidae, podendo desta maneira ser cultivada na auséncia de um hospedeiro ao
longo de seu ciclo de vida, caracteristica que permitiu que esse invertebrado se
tornasse um modelo para analise in vivo. O modelo foi caracterizado geneticamente
na busca de uma alternativa a solucao dos problemas comumente encontrados na
biologia molecular da época e assim C. elegans foi o primeiro organismo multicelular
com uma sequéncia de genoma a ser completamente elucidada (Brenner, 1974;
Genome sequence of the nematode C. elegans: a platform for investigating biology,
1998), o que levou a identificacdo molecular de muitos genes-chave nos processos
biol6gicos de desenvolvimento e celular. Atualmente mais de 1200 artigos utilizando
C. elegans sao publicados por ano (Corsi et al., 2015).

A primeira vantagem no uso desse modelo alternativo estd no seu pequeno
tamanho, as larvas recém-incubadas medem cerca de 0,25 milimetros de
comprimento e os adultos tém 1 milimetro de comprimento, 0 que permite a
realizacdo de experimentos que abordem a funcdo e desenvolvimento celular
através do uso de microscopio. Juntamente com seu tamanho reduzido, a
transparéncia do corpo do verme permite a visualizacdo de suas células individuais e
detalhes subcelulares, bem como proteinas fluorescentes (Fig. 1). C. elegans possui
um curto ciclo de vida, sua fase de desenvolvimento (de ovo a adulto) dura 3 dias
(Fig. 2) e o tempo de vida total € de aproximadamente 25 dias além de serem
hermafroditas autoferteis com elevada reproducdo onde um Unico nematoide é
capaz de gerar em torno de 300 ovos no seu periodo reprodutivo, embora possam
surgir alguns machos numa frequéncia <0,2%. Além disso, esses animais sao
facilmente cultivados em placas de petri com meio de cultura e bactéria E. coli como
fonte de alimento, sendo também economicamente vantajoso. Por possuir um
numero de células somaticas invariaveis é possivel reproduzir mutacdes que dao
origem a defeitos de desenvolvimento e comportamentais e que sao prontamente

identificadas em varreduras genéticas (Corsi et al., 2015).
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A semelhanca entre processos celulares em C. elegans e outros animais
tornam o nematoide um bom modelo para estudos biolégicos. Como pelo menos
38% dos genes de codificacdo de proteinas de C. elegans predizem ort6logos do
genoma humano (Shaye e Greenwald, 2011) e 60-80% dos genes humanos tém um
ortologia no genoma de C. elegans (Kaletta e Hengartner, 2006) e 40% dos genes
associados a doengas humanas tém ortologos no genoma de C. elegans (Culetto e
Sattelle, 2000). Sendo assim as descobertas cientificas realizadas com esse
pequeno invertebrado possuem grande relevancia para transposicao dos resultados

para humanos.

Fig. 1: Neurbnios marcados com GFP em C. elegans. Fonte: http://wormclassroom.org/.
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Fig. 2: Ciclo de vida do nematoide C. elegans. Fonte: http://www.wormatlas.org/. (Adaptado).
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2.2 O estresse oxidativo

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo produtos universais do
metabolismo aerdbico e podem ser gerados durante a respiracdo celular ou através
de enzimas especificas que parecem estar envolvidas na sinalizagdo redox (Giorgio
et al., 2007; Burgoyne et al., 2012). As EROs (i.e. como superoéxido, peréxido de
hidrogénio e oxido nitrico) sdo essenciais para a homeostase celular, pois em baixos
niveis participam de vias bioquimicas como, por exemplo, resposta celular contra
infec¢des, reconhecimento intercelular e transducgdo de sinal, servindo assim como
moléculas de sinalizac@o (Satoh et al., 2004; Sena e Chandel, 2012). No organismo,
o equilibrio do estado redox € baseado na geracédo e eliminacdo de EROs por fontes
enddgenas e exdgenas. Quando ha o desequilibrio nesta homeostase ocorre o
estresse oxidativo, que pode ser resultado de processos bioquimicos que conduzam
a um aumento da producao de espécies reativas, exposicao a agentes prejudiciais
(i.e. poluentes ambientais e radiacdo) ou ainda da capacidade limitada do sistema
antioxidante enddgeno (Bickers e Athar, 2006; Hodjat et al., 2015).

O estresse oxidativo € responsavel por causar danos a macromoléculas
biologicas, além de genotoxicidade, induzindo a “patologias de radicais livres”
(Halliwell, 2007) (Figura 3). Nesse contexto, o papel do estresse oxidativo em
algumas doencas, principalmente aquelas que estdo relacionadas com o
envelhecimento, como a neurodegeneracdo, doencas cardiovasculares, inflamacéo,
aterosclerose diabetes e a carcinogenese ja esta bem estabelecido (Rahman, 2007;
Ray et al., 2012).

Em relacdo a doencas cardiovasculares e aterosclerose, sabe-se que EROs
oxidam lipoproteinas de baixa densidade (OxLDL) que se acumulam, levando a
formacdo de placas ateroscleréticas e estimula o  processo inflamatério e
desenvolvimento da aterosclerose. O OxLDL também leva a disfuncéo endotelial que
pode resultar no crescimento ou morte celular por apoptose levando a
vasoconstricdo. Nas doencas neurodegenerativas, a disfuncdo redox participa da
agregacéao de proteina amiloide na doenca de Alzheimer. Na doenc¢a de Huntington
sabe-se que ha um defeito na fosforilacdo oxidativa do coértex occipital e nos

ganglios basais em pacientes acometidos pela patologia, j& ha doenca de Parkinson,
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evidéncias mostram que o0 estresse oxidativo causa perda de neurdnios

dopaminérgicos nigro-estriatais (Rahman, 2007).

Sobre o envolvimento de EROs no desenvolvimento de cancer sabe-se que o
desequilibrio do estado redox ativa oncogenes, aumentando a instabilidade
gendmica proliferacdo celular, a angiogénese, e o potencial metastatico da célula,
além de inibir a atividade de algumas proteinas fosfatases e ativacdo de proteinas
quinases que estimulam o desenvolvimento, bem como a progressdo de tumores
(Georgieva et al., 2017). Por fim, no diabetes, a hiperglicemia é responséavel por
causar 0 estresse oxidativo que pode levar a formacao de produtos avancados de
glicagdo (AGE) que por sua vez podem aumentar lesGes vasculares envolvidas na
retinopatia diabética, além de outras implicacdes clinicas (Rahman, 2007).

Doengas

Fatores prejudiciais—Bioldgicos, fisicos ou quimicos neurodegenerativas

( E;ancei ]

Patologias de

radicais Livres

Baixo

<O terosclerose

Dano
oxidativo

homeostase celular

sresposta celular contrainfecgoes
sreconhecimento intercelular
stransdugao de sinal

Figura 3: Espécies reativas de oxigénio e seu papel no desenvolvimento de doencas relacionadas ao

desenvolvimento. Fonte: Propria autora.
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2.2.1 O papel da mitocdndria no estresse oxidativo e no equilibrio redox

As mitocbndrias sdo as organelas responsaveis pela producdo de ATP na
célula (fosforilacdo oxidativa) e sdo extremamente importantes para o controle de
processos celulares dependentes de ATP, essenciais para a viabilidade celular (L.
Puntel et al.,, 2015). Sabe-se que essas organelas participam também de muitas
outras funcdes celulares, incluindo sinalizacéo de célcio, regulacdo do potencial de
membrana, sintese de heme e esteroides, proliferacdo celular e apoptose
(Georgieva et al., 2017).

Na respiracdo mitocondrial, um fluxo de elétrons é criado através da cadeia
respiratéria estabelecendo um gradiente de prétons através da membrana
mitocondrial interna, que € usado como fonte de energia para a sintese de ATP. Os
elétrons séo retirados de substratos reduzidos e transferidos para oxigénio molecular
(O,) através de uma cadeia de complexos enzimaticos (I a 1V). No passo final da
cadeia transportadora de elétrons (CTE), a citocromo ¢ oxidase (complexo V) reduz
totalmente o O, na agua sem formar radicais de oxigénio. No entanto, a reducao
parcial de O,, que resulta na geracdo de EROs, pode ocorrer se o O, interagir com
CTE do complexo IV. Alguns elétrons podem escapar da CTE mitocondrial,
especialmente dos complexos | e Ill, e reagirem com O, para formar o anion
Superoxido (O2:-). Em torno de 2% do oxigénio consumido pelas mitocéndrias é
reduzido de forma parcial formando O,:- que posteriormente serd convertido em

peroxido de hidrogénio (H20-) (Giorgio et al., 2007).

As EROs tém sido tradicionalmente considerados como subprodutos do
metabolismo aerdbio e da respiracdo mitocondrial sendo a mitocéndria considerada
a principal fonte intracelular de producao acidental de EROs (por exemplo, O,:- e
H,0O,). A producdo exacerbada de EROs é fortemente regulada pelas enzimas
superéxido dismutase mitocondrial (SOD2), glutationa peroxidase (GPx), catalase
(CAT) e antioxidantes ndo enzimaticos, como, por exemplo, vitaminas C e E e
minerais como o selénio (Georgieva et al., 2017). A disfuncdo mitocondrial s6 ocorre
guando EROs atacam o sistema antioxidante encontrado nas mitocondrias e pode

levar a morte celular (L. Puntel et al., 2015).
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Nesse contexto, estudos demonstram o papel de agentes oxidantes na
disfuncdo mitocondrial através de um aumento na geracdo de EROs mitocondrial.
Além disso, foi proposto que o paraquat, um conhecido gerador de EROs, produz
H,O, por ativar NADPH oxidase no cérebro e inativar a CTE através da sua reducao
por elétrons provenientes do complexo Ill da cadeira respiratéria (Castello et al.,
2007). Outro estudo demonstrou que o H;O, leva a uma reducdo da atividade do
complexo citocromo C oxidase e da ATP sintase da CTE (Li et al.,, 2002). Além
disso, fatores intrinsecos podem levar ao dano mitocondrial e ao desenvolvimento de
diversas patologias. Desta maneira, a manutencéo da integridade mitocondrial pode

ser considerada ponto chave como estratégia para o tratamento dessas doencgas.

2.3 O sistema redox

As defesas antioxidantes s&o essenciais para estabelecer o equilibrio redox
celular e reduzir os danos causados pela condi¢cdo oxidante, apresentando um papel
fundamental na regulacdo do estresse oxidativo. O termo "antioxidante" refere-se a
gualquer molécula capaz de estabilizar ou desativar radicais livres antes de atacar
as células (Rahman, 2007). Os antioxidantes enddégenos desempenham um papel
crucial na manutencdo de funcbes celulares, dentre eles, merecem destaque
algumas enzimas antioxidantes e moléculas ndo enzimaticas, como a SOD, CAT,

GPX e a glutationa (Figura 5).

As SODs sao uma familia de enzimas que catalisam a dismutacao de O,:- em
oxigénio e H,0,. Existem 3 isoformas: a citosélica (Cu/Zn-SOD), a mitocondrial (Mn-
SOD) e outra Cu/Zn-SOD localizada no espaco extracelular. A CAT catalisa a
conversdo de H,O, em agua e oxigénio, € uma proteina homotetramérica contendo
um grupamento heme de ferro, localizada nos peroxissomos. As GPxs sdo uma
familia de isoenzimas dependentes de selénio que catalisam a reducao de H,O, ou
hidroperéxidos organicos em agua e alcoois através da oxidacdo de glutationa
reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG). Glutationa redutase (GR) é
responsavel por reconverter GSSG em GSH a custa de NADPH (Marrocco et al.,
2017).
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Quando os antioxidantes enddgenos ndo sdo suficientes para suprimir o
estresse oxidativo fontes exdgenas de defesa podem ser suplementadas para
buscar a homeostase celular. Dentre as fontes exdgenas os antioxidantes nado
enzimaticos ganham destaque, entre eles estdo: as vitaminas E e C, carotenoides,
flavonoides naturais e outros compostos que podem atuar minimizando os danos
causados por EROs em macromoléculas, reduzindo a peroxidacéo lipidica, por
exemplo, regulando os niveis das enzimas através da reciclagem das mesmas,
ainda neutralizando os radicais livres diretamente ou por modularem a transcricao e

traducdo de genes envolvidos na homeostase redox (Rahman, 2007).

Nesse contexto, existe um grande interesse na sintese de moléculas que
possam agir nas patologias associadas a radicais livres através da regulacdo do
estado redox, mimetizando o efeito dos antioxidantes naturais. Sendo assim, 0s
organocalcogénios contendo Selénio chamam atencéo pela ampla gama de efeitos
farmacologicos atribuidos geralmente a sua acéo sobre o sistema redox (Nogueira et
al., 2004).

NADP~ H~ NADPH
) SOD
W 28" e— 0 00,
CAT
{\ 2H,0; ——— 0,+2H,0
2 GSH GSSG

\* S
—HO

ou alcodis

H,0,
ou

hidroperéxidos
organicos

Figura 5: Reacdes das principais enzimas antioxidantes. Fonte: Propria autora.
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2.4 Selénio

O Selénio (Se) é um elemento traco essencial na dieta, sendo considerado
um micronutriente indispensavel para muitos organismos vivos, incluindo humanos,
mamiferos e bactérias (Novoselov et al., 2002; Rayman, 2012; Mangiapane et al.,
2014). Esse elemento é encontrado em alimentos como a castanha-do-para, alho,
cebola, brécolis, cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes (Dumont et al., 2006).
A ingestdo diaria recomendada pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) é de 34 mcg/d para adultos. Esta localizado no grupo dos calcogénios
(grupo 16) na tabela periddica, podendo apresentar-se sob quatro estados de
oxidacao: selenato (Se*®), selenito (Se**), selénio elementar (Se®) e seleneto (Se™).
Papp et al. (2007)

Esse calcogénio apresenta um grande numero de funcgbBes biologicas,
melhorando diversas condicdes patolégicas como, por exemplo, doencas
cardiovasculares, doencas autoimunes, cancer, diabetes tipo 2, disturbios da tireoide
e reprodutivo. (Rayman, 2012). O Se exerce sua atividade bioldgica através da sua
incorporacdo no 21° aminoacido essencial, a selenocisteina (Sec) em uma unica
classe de proteinas chamadas selenoproteinas (Wang et al., 2011). As
selenoproteinas possuem importante papel no processo de detoxificacdo e de
sequestro de EROs (Novoselov et al., 2002). Desta maneira, a funcdo antioxidante

do Se é considerada a principal atividade e também a mais importante.

Nos seres humanos, algumas dessas proteinas desempenham um papel
fundamental no metabolismo da tireoide e ingestdes dietéticas inadequadas séo
responsaveis por problemas de saude que estdo relacionados com a deficiéncia de
Se, como doencas de Keshan e Kashin-Beck, além disso, alto risco de infeccbes e
desenvolvimento de cancer também ja foram descritos (Rayman, 2005; Lu et al.,
2016). Sendo assim, o Se possui funcdo em nivel de sitio ativo enzimatico, além de
cofatorial, podendo formar também parte da glutationa peroxidase (GPx), cuja
funcdo é a reducdo de peroxidos (organicos e inorganicos) (Mcmurray e

Blanchflower, 1976). Essa funcdo na GPx poderia indicar que o Se provavelmente
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interage com qualquer nutriente que afete o balango redox celular (Navarro-Alarcon

e Lopez-Martinez, 2000)

Embora o Se seja bem reconhecido como elemento traco essencial e
apresente uma importante funcao biolégica sabe-se que este micronutriente pode
ocasionar toxicidade, como por exemplo, na doenca alcalina “alkali disease”,
decorrente da ingestdo de plantas seleniferas por animais (Spallholz, 1994). Entre
os sintomas descritos estdo perda do apetite e depressao que podem progredir para
paralisia e morte por insuficiéncia respiratéria. Em seres humanos, niveis toxicos de
Se sdo responsaveis por causar halito com odor de alho, perda de cabelo e fraqueza
de unhas, m& saude dentéria, além de distirbios nervosos e da pele (Rayman,
2012). O mecanismo pelo qual esse elemento exerce sua toxicidade ndo esta
complemente elucidado, varios estudos tém evidenciado que os efeitos toxicos do
Se estdo relacionados com a sua habilidade em catalisar a oxidacdo de tiois
endoégenos e com a formacédo de radicais livres (Spallholz, 1994; Barbosa et al.,
1998). Dessa forma o Se destaca-se por sua bioquimica Unica, sua capacidade

antioxidante e sua estreita janela terapéutica (Pinto et al., 2011).

2.4.1 Compostos organicos de Selénio

Os compostos organicos de Se ja foram descritas na literatura por diversas
atividades farmacoldgicas como anti-Ulcera, anticancer, hepato e neuroprotetora
(Nogueira et al., 2004; Jesse et al., 2009). Geralmente esses compostos exibem
atividade mimética da GPx e decompdem peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos
organicos utilizando glutationa reduzida ou outros tidis como doadores de hidrogénio
(Nogueira et al., 2004) e por esse fato tornaram-se compostos de grande interesse
farmacoldgico nos ultimos anos podendo agir como melhores nucleéfilos do que os

antioxidantes classicos(Arteel e Sies, 2001).

Dentro dessa classe o Ebselen (2-fenil-1,2-benzilsoselenazol-3(2H)-ona) (fig.
5), um mimético da enzima GPx (Muller et al., 1985), que apresenta, entre suas
diversas atividades farmacologicas descritas, propriedades antiaterogénica na

aterosclerose associada a hiperglicemia em camundongos mutantes apoE - /- (Chew
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et al., 2009) e efeito protetor sobre o desenvolvimento de catarata (Aydemir et al.,
2012). Recentemente Aydemir et al. (2012) demonstrou que o0 tratamento com
Ebselen melhora a aprendizagem espacial e a memadria de camundongo em modelo
de doenca de Alzheimer. Esse composto ja estd em estudo clinico (fase 2) e
recentemente o tratamento com 400mg duas vezes ao dia em 83 participantes
demonstrou a seguranca e eficacia na prevencao da perda auditiva aguda induzida
pelo ruido (Kil et al., 2017).

Outro bom exemplo a ser citado é o disseleneto de difenila (PhSe), (fig. 6)
gue destaca-se pelas diferentes atividades farmacoldgicas em diferentes modelos
animais. Esse composto ja foi relatado por apresentar propriedades anti-Glcera, anti-
inflamatoria, antinociceptiva, anti-hiperglicémica e neuroprotetora (Ghisleni et al.,
2003; Barbosa et al., 2006; Savegnago et al., 2006; Savegnago et al., 2007),
Também foi descrita sua capacidade de retardar o desenvolvimento de cancer (De
Vargas Barbosa et al., 2008).

Nesse contexto podemos sugerir que a atividade antioxidante exibida pelos
compostos organicos de Se parece ser responsavel pela sua eficacia terapéutica em
doencas onde o estresse oxidativo participa ativamente para a sua progressao. No
entanto, apesar das propriedades farmacoldgicas, o fato dessas moléculas serem
altamente complexas, apresentando mais de uma classe quimica em sua estrutura,
e nao uniformes dentre si em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas, como
por exemplo, lipofilicidade, acidez, constante de dissociacdo e estado fisico, ha
também efeitos toxicoldgicos (Barbosa et al., 1998; Borges et al., 2005; Avila et al.,
2007; De Andrade et al., 2010; Meinerz et al., 2013). A exposicao prolongada a altas
doses de (PhSe), causa neurotoxicidade em roedores através da inibicdo da
atividade da enzima &-ALA-D e Na+ K + ATPase (Nogueira et al., 2003; Borges et
al., 2005). Também foi observada a inducdo de convulsdo mediada parcialmente
pelo sistema GABAérgico em filhotes ratos tratados com doses elevadas de (PhSe),
em exposicao aguda (Prigol et al., 2010). J& o Ebselen foi recentemente relatado por
exercer um potencial efeito toxico em células pancreaticas de ratos através do
comprometimento do estado oxidativo celular e da secrecdo enzimatica, além de
induzir estresse do reticulo endoplasmatico e ativar proteinas quinases. (Santofimia-

Castano et al., 2017). Apesar de nao estar completamente elucidado o mecanismo

23



de toxicidade dos organocalcogénios de Se sabe-se que essas moléculas podem se
ligar a grupamentos tidis de enzimas e proteinas causando sua deplecédo (Nogueira
et al., 2004) e afetando assim uma ampla gama de estruturas celulares, tecidos e

orgaos.

Efeitos farmacolégicos e toxicoldégicos em C. elegans ja foram descritos para
uma grande variedade de compostos organicos de Se. O préprio (PhSe), atenuou o
estresse oxidativo induzido pelo peptideo AR num modelo transgénico de doenca de
Alzeimer, recuperando a memoria e a aprendizagem dos nematoides (Zamberlan et
al., 2014). Ja as propriedades antioxidantes foram demonstradas pelo tratamento
com xilofuranosideos contendo Se frente a toxicidade induzida por Mn através da
regulacdo da via DAF-16/FOXO em C. elegans, uma importante via de sinalizacéo
envolvida no envelhecimento e no estresse oxidativo (Wollenhaupt et al., 2014).
Outros compostos também foram descritos por agirem através da mesma via, como
€ 0 caso de cloroquinolinas contendo Se em baixas concentracfes, que foram
eficazes em reduzir a formacdo de EROs induzido por paraquat numa exposi¢cao
aguda, melhorando a sobrevivéncia e reproducédo dos vermes atraves da regulacao
de enzimas antioxidantes moduladas por DAF-16/FOXO e SKN-1/Nrf-2 (Avila et al.,
2012; Salgueiro et al., 2014; Salgueiro et al.,, 2017). Contudo, essas moléculas
apresentam concentra¢des letais (LDsp) muito baixas, e consequentemente uma

pequena janela terapéutica, podendo causar toxicidade.

? Se\‘
Se
N
sé
Fig. 5: Estrutura do Ebselen. Fig. 6: Estrutura do Disseleneto de Difenila.
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2.5 Farmacologia dos Heterociclos: Enfase em 1,2,3-triazois

Os triazois sdo compostos organicos heterociclicos que possuem um anel de
cinco membros com trés atomos de nitrogénio e dois &tomos de carbono que
existem em duas formas isoméricas, o 1,2,3-triazol e o 1,2,4-triazol. Esses
heterociclos possuem grande importancia na quimica medicinal por apresentarem
algumas caracteristicas atraentes, como a formacédo de ligacdes de hidrogénio,
dipolo-dipolo e as interacbes de empilhamento 1T, 0 que permite a ligacdo ao alvo

biolégico com alta afinidade devido a sua melhor solubilidade (Dheer et al., 2017).

As porcbes 1,2,3-triazois sdo prototipos atraentes, uma vez que oferecem
uma elevada estabilidade, mesmo sob forte ambiente oxidativo e redutor e a sua
propensdo para formar ligacbes de hidrogénio aumenta a sua solubilidade,
favorecendo a ligacdo a alvos biomoleculares (Dalvie et al., 2002)]. Desta maneira,
os derivados de triazol exibem ampla gama de propriedades biologicas através de

diferentes mecanismos de acgéao.

Entre as principais atividades bioldgicas ja descritas, a atividade antitumoral
tem ganhado destaque. Recentemente, o 3- (4-(4-fenoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)
benzo [d] isoxazole (PTB) revelou ser um dos agentes antiproliferativos mais
potentes com uma ICsp de 2 yM contra uma linhagem celular de leucemia mieloide
(Ashwini et al., 2015). Da mesma maneira, novos 4-heteroaril-5-aril-(2H)-1,2,3-
triazois foram eficaz contra linhagem celular de cancer de mama Hs578T (Yan et al.,
2010). Outra atividade farmacologica de merece destaque é a anti-inflamatéria. Kim,
T. W. et al. (2015) sintetizaram uma serie de fenil-1H-1,2,3-triazois e avaliou seu
potencial anti-inflamatério usando o modelo de edema de orelha induzido por xileno
em camundongos. O estudo revelou que um de seus analogos aumentou a
expressdo de ciclooxigenase-2 (COX-2) induzida por TNFa, sendo

comparativamente melhor que o medicamento de referéncia utilizado, o diclofenaco.

Diversos outros estudos relatam atividades antituberculose, antileishmania,
antitripanosoma, antimicrobiana, antiviral, antibacteriana e antimalarica de uma
gama de compostos contendo 1,2,3-triazois (Dheer et al., 2017), demonstrando a

importancia dessa classe na busca de novas moléculas potencialmente terapéuticas.

25



Com relagdo aos heterociclos contendo selénio muitas moléculas ja
demonstraram também diversas propriedades farmacoldgicas. Sendo assim, alguns
compostos merecem destaque na literatura, por apresentarem efeitos anti-
inflamatorio, antibacteriano, antifingico, antioxidante, entre outros (Ninomiya et al.,
2011). Entre eles esta o Ebselen, como também outros bons candidatos possuem
em sua estrutura anéis de cinco membros como o anel 1,2,3-triazol. Por exemplo, o
composto 1-(2,5-difenilselenofen-3il)pent-1-in-3-ol, que demonstrou  efeitos
anticonvulsivantes e antioxidantes em ratos em um modelo de convulsdo induzido
por pilocarpina através da reducdo do estresse oxidativo (Wilhelm, Jesse, et al.,
2009a). Além disso, possui propriedade hepatoprotetora contra lesdes hepaticas
induzidas por d-galactosamina e lipopolissarideo (Wilhelm, Jesse, Roman, et al.,
2009). Outro estudo demonstrou a capacidade anti-hiperalgésica e anti-nociceptiva
sistémicas do composto em camundongos onde o efeito anti-hiperalgésico foi
mantido por até 6h (Wilhelm, Jesse, et al., 2009b).
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JUSTIFICATIVA

Uma grande variedade de compostos é sintetizada na busca por promissores
agentes farmacolégicos que possam agir regulando a disfuncdo redox caracterizada
em diversas patologias. Destacam-se 0s compostos organicos de Se e compostos
contendo o heterociclo 1,2,3-triazol, j& relatados por apresentarem efeitos
farmacoldgicos, principalmente através de suas propriedades antioxidantes. Nesse
contexto o uso de um modelo alternativo, especialmente in vivo, que reduza o uso
de mamiferos e seja facilmente manipulado é de grande interesse, permitindo a
investigacdo da toxicologia e da capacidade farmacoldgica e antioxidante dessas
novas moléculas e através do uso de ferramentas genéticas que permitem verificar

possiveis mecanismos agao.
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OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade e o potencial antioxidante de uma série de

organoselenotriaz6is em diferentes condicdes de estresse mitocondrial em C.

elegans.

4.2 Objetivos especificos

Determinar a toxicidade dos compostos em C. elegans através da CL50,
longevidade, niveis de tidis ndo proteicos totais (SHNP);

Determinar a acdo antioxidante dos organoselenotriazois por meio da
guantificacdo dos niveis de EROs e da atividade enzimatica das enzimas
SOD e CAT;

Avaliar a capacidade antioxidante dos compostos organselenotriazois frente a
agentes de oxidacdo exogenos, paraquat e peroxido de hidrogénio, pela
determinacao dos niveis de EROs e da sobrevivéncia dos vermes;

Avaliar a capacidade antioxidante protetora dos compostos frente a uma
condicdo de estresse oxidativo mitocondrial causado por mutacdo no gene
mev-1, pela analise dos niveis de EROs, da longevidade, da atividade

enzimatica da SOD e CAT e niveis de tidis ndo proteicos totais (SHNP).
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MANUSCRITO

Arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles attenuate oxidative damage induced by
mitochondrial dysfunction in mev-1 Caenorhabditis elegans mutants

Ana Thalita Gongalves Soares, Luiz Brasil Lopes Rodrigues Junior, Willian Goulart
Salgueiro, Ana Helena de Castro Dal Forno, Cristiane Freitas Rodrigues, Jeferson
Franco, Manoela do Sacramento Diego Alves, Riva de Paula Oliveira, Simone
Pinton, Daiana Avila

Abstract

Organic selenium molecules have many described pharmacological activities, such
as anti-inflammatory and anti-tumoral, which are mainly due to their antioxidant
effects. As they are promising pharmacological agents, their synthesis has grown
significantly. Once many new molecules synthesized every day, the use of a simple
animal model, such as the Caenorhabditis elegans, is highly valuable for initial
toxicity and pharmacological potential evaluation of these molecules. The goal of this
study was to evaluate the toxicity and the antioxidant capacity of three Arylselanyl-
alkyl-1,2,3-triazoles in C. elegans. The animals were exposed to the molecules in
liquid media for 30 minutes at the first larval stage (L1). There were no toxic effects
over animals’ viability within the range of tested concentrations (1uM-1000 pM).
Exposure to 10 uM of Arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles has partially reversed the
stress induced by the pesticide paraquat (1 mM), which is a mitochondrial toxin. Only
SeTz-2 (10 uM) improved the viability of the animals exposed to H,O, (0,5 mM). The
molecules Arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles also improved mev-1 mutants’ lifespan,
which is normally decreased by excessive mitochondrial ROS production due to an
alteration in a subunit of their mitochondrial complex 2. Also, the molecules were able
to reduce ROS levels measured by the fluorescent probe H,DCF-DA, as well as they
also reduced catalase enzyme’ activity. Based on our findings, it is possible to
suggest that these molecules have antioxidant activity in C. elegans, mainly when

facing mitochondrial oxidative stress.

Keywords: C. elegans; Selenium; Oxidative stress; Mitochondria.
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Introduction

Oxidative stress is induced by an imbalance of the redox state through the
dysfunction in the antioxidant system or by an excessive generation of free radicals,
being present in several pathologies such as neurodegenerative, metabolic and
cardiovascular diseases (Kim, G. H. et al., 2015; Gaiz et al., 2017). Hence,
antioxidant therapy is described as a strategy for the treatment or delay in the
development of these diseases.

Mitochondrion is the cellular center for free radical generation due to electron
transporter chain, wherein complexes | and Ill are considered the prime locations for
superoxide production. Agents that impair the electron transport chain and/or ATP
synthesis have been implicated with the onset of diseases as Parkinson’s disease.
For instance, the pesticide paraquat has been widely used as a model for PD in
different animals, as zebrafish and rodents (Dinis-Oliveira et al., 2006), as it has been
demonstrated that brain mitochondria are the major site of free radical production
following paraquat exposure (Castello et al., 2007). In agreement, agents that
improve mitochondrial function have been shown to exert beneficial effects in animal
models and also in patients (Fiskum et al., 2003; Storch, 2007; Storch et al., 2007).

In this context, organic compounds containing selenium have gained attention
in the antioxidant therapy research and can complement natural cell defenses
against prooxidant agents. Good antioxidants must have high nucleophilicity, a
chemical characteristic that is necessary to eliminate free radicals, modulate the
antioxidant redox system and low levels of toxicity, which are the main features of
some classes of these molecules (Nogueira e Rocha, 2011). Notably, it has been
reported that some organoselenium compounds as Ebselen, diphenil diselenide and
3"3-ditrifluoromethyldiphenyl diselenide have protected mitochondria from oxidative
damage- induced by different agents (L. Puntel et al., 2015).

In order to screen new potential drugs that successfully treat oxidative stress
associated diseases, a model organism model which is feasible for fast, low cost, and
reproducible biological activity and toxicity evaluation is desirable. In addition, it
allows translatability because of its considerable genetic homology to human genes

(Labuschagne e Brenkman, 2013). Previously our group described that two Se and
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Te-xylofuranosides modulated the cellular sublocation of FOXO/DAF-16in C.
elegans, thus protecting from Mn-induced toxicity (Wollenhaupt et al., 2014). This
pathway was also essential for the recovery from oxidative damage induced by
paraquat after 4-phenylchalcogenil-7-chloroquinolines, which also demonstrated to
interact with the Nrf2/SKN-1 pathway, increasing the expression of gcs-1, sod-
3 and gst-4, thus improving the stress response in C. elegans (Salgueiro et al.,
2017). Notably, paraquat and Mn induce mitochondrial damage by increasing ROS
production (Abdulwahid Arif e Ahmad Khan, 2010; Avila et al., 2010).

Since synthetic organic Se compounds may represent novel therapeutic
targets for the various diseases in which oxidative stress is involved, we sought to
evaluate the biological activity and toxicity of a series of arylselanyl-alkyl-1,2,3-
triazoles (SeTz) over the nematode C. elegans. A previous study demonstrated that
selanyl-1,2,3-triazoles (Alves et al., 2017) depicted antidepressant-like effect
mediated, at least partially, via the central dopaminergic and serotoninergic
neurotransmitter (Donato et al., 2013). Hence, in the present study we aimed to
evaluate new selenotriazoles molecules to assess whether they have potential to
repair oxidative damage caused by different mitochondrial stress inducers,

particularly from a genetic mitochondrial dysfunction (mev-1 mutation) in C. elegans.

Materials and Methods

Compounds and chemicals

The compounds 1-benzyl-4-[2-(phenylselanyl)ethyl]-1H-1,2,3-triazole (SeTz-1), 1-
benzyl-4-[3-(phenylselanyl)propyl]-1H-1,2,3-triazole (SeTz-2) and 4-
[(phenylselanyl)methyl]-1-[3-(trifluoromethyl)benzyl]-1H-1,2,3-triazole (SeTz-3)
(Figure 1) were synthesized by copper catalyzed 1,3-dipolar cycloaddition of
azidomethyl arylselenides with alkynes according to Seus et al. (2012) and were
solubilized in DMSO. All other reagents were obtained from Sigma (St. Louis, MO,

USA) or from local suppliers.

N:N’

SeTz-1 SeTz-2 SeTz-3

Fig. 1: Derivates 1-(arylseleno-methyl)-1,2,3-triazoles.
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C. elegans strains and maintenance

C. elegans strains were routinely propagated at 20 °C on Nematode Growth Medium
(NGM) plates containing a lawn of Escherichia coli strain OP50 as food source. The
synchronization was carried out by treatment with sodium hypochlorite in
hermaphrodites during the reproductive period (Brenner, 1974). 14 hours later, first
larval staged worms (L1) hatched and were then used in the experiments. The
following strains were used for this study: N2 Bristol (wildtype) and TK22 [mev-1(kn1)
[1]. All strains were used for the assays outlined below.

Determination of lethal concentration 50% (LCso)

Worms (1500) at the first larval stage (L1), previously synchronized as described
above, were exposed to the compounds for 30 minutes, in a bacteria-free liquid
medium containing 0.5% NacCl. Following treatment, worms were washed three times
with 0.5% NaCl solution to remove the compounds and then transferred to NGM
plates with E. coli as food source. We used various concentrations (1 uM, 10 puM, 50
MM, 100 pM, 250 puM, 500 uM and 1000 uM) to determine the LCsp based on the

worms survival rate 24h after the exposure.

Lifespan Assay

After the acute exposure to compounds, 20 live and healthy-looking worms were
collected at the same day at the late L4 stage and transferred daily (during the
reproductive period) to new plates NGM seeded with OP50 in order to prevent
contamination or progeny. Worms were transferred every two days after reproductive

period. Survival was assessed daily until all the worms were dead.

Stress- resistance assays

a) Chemical Stress

To evaluate the protective potential of the compounds against toxic agents we used
the pesticide paraquat and hydrogen peroxide (H.0,). We exposed N2 worms at L1
stage to paraquat (Gramoxone 200®-1mM) or H,O, (0.5 mM) for 30 minutes, in a
bacteria-free liquid medium containing 0.5% NaCl. Right after the washes to remove
the toxicants, worms were exposed to the compounds as stated previously, then
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washed off to remove the compounds and finally placed on plates with E. Coli OP50.
The survival and other parameters outlined in sequence have been assessed 48

hours after exposures.

b) Genetic stress-model

For this type of stress we have used mev-1 mutants, which present abnormal energy
metabolism and increased sensitivity to oxidative stress, thus resulting in shortened
lifespan. Hence, we treated these worms as previously described for N2. 48hs
following exposure, 20 healthy looking worms were transferred to new plates and
lifespan was followed.

Determination of Reactive Oxygen Species (ROS) in vivo

The intracellular levels of ROS was measured using 2'7'diclorofluorescein-diacetate
(H.DCF-DA) (Sigma) according to Shi et al. (2012) with modifications. 48 hours after
the treatments described above, worms at the fourth larval stage (L4) were washed
three times with water to remove the bacteria then incubated with 50 pM of
2'7'diclorofluorescein-diacetate (H.DCF-DA) for 1h. Subsequently, worms were
washed with water twice and transferred to 96-well microplate. Fluorescence levels
were measured (excitation: 485nm and emission: 535 mm) using a microplate reader
Spectramax M5 Molecular Device. Fluorescence measurements were normalized by

protein quantified according to Bradford (1976).

SOD and catalase activities assays

Activity of the enzyme superoxide dismutase was measured according to Boveris
(1984), with some adaptations. 5000 worms were treated and allowed to reach the L4
stage, then washed with M9 buffer for bacteria removal. Samples were subsequently
frozen and thawed 3 times and then sonicated using a lysis buffer (10mM tris-HCI
(pH 7.5), 150 mM NacCl, 0.1mM EDTA), centrifuged at 12,000 rpm for 10 minutes at 4
°C and the different volumes of supernatant were used for determination of
epinephrine oxidation curve. To determine the activity of catalase, degradation of
H,O, was monitored as described by. Data were normalized for protein measurement
according Bradford (1976).

Determination of non-proteic thiol groups (NPSH) levels
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The quantification of NPSH was conducted according to Ellman (1959). 48h following
treatment, 2000worms were washed from the NGM plates with M9 buffer, frozen and
thawed 3 times, and then sonicated and centrifuged for 10 minutes at 12,000 rpm (4
°C). After precipitating protein content (TCA 25%) from the samples, DTNB (2mM)
and Tris HCI (1M) were added to a 96-well plate with the samples. A standard curve
of L-cysteine was used as reference and all samples were read at 412nm. The data
normalized by the amount of protein (Bradford, 1976).

Statistical Analysis

All experiments were repeated at least 3 times in duplicates. For survival, we
performed a dose-response curve and plotted a sigmoidal dose response curve using
nonlinear regression followed by a Bonferroni post hoc test. For longevity assays, the
curves were plotted and repeated measures ANOVA was performed. For the other
analysis one-way ANOVA followed by a post hoc Tukey test was performed. For all
the experiments, the effects of compounds treatment were compared to untreated
controls assayed in parallel. P values <0.05 were considered statistically significant.

In all figures, error bars represent the standard error of the mean.

Results

Arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles have low toxicity

Initially we evaluated the survival of the worms against several arylselanyl-alkyl-1,2,3-
triazoles concentrations (1-1000 uM) to determine their toxicity. The concentrations
here employed did not significantly induce mortality, then it was not possible to
determine the lethal concentration 50% (ECsp) (Fig. 2). The concentration of 10 uM
was then used for the following tests based on previous studies (Salgueiro et al.,
2014; Wollenhaupt et al., 2014). Figure 3A shows that these concentrations were not
able to influence the survival of nematode and does not affect the formation of ROS
determined by H,DCF-DA fluorescence (Fig. 3B). We also found that worms lifespan
(Fig 2C) and the levels of non-proteic thiols (Fig. 3D) were not affected by any of the

compounds at concentration of 10 uM .

Arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles partially reverse the damage induced by paraquat
and H->0»
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Paraquat (1 mM), a potent pro-oxidant agent capable of inducing oxidative stress
through increased superoxide anion production, caused a significant reduction in
worms survival upon exposure. However, treatment with SeTz 1-3 partially rescued
this effect (Fig. 4A). Although, none of the molecules was able to reduce ROS
formation induced by paraquat treatment (Fig. 4B).

To verify whether another source of stress would elicit distinct responses in the
nematodes we have used H,O, (0.5 mM), which significantly affected the worms
survival. However, in this condition only compound SeTz-2 partially rescued from
H,O»- induced mortality (Fig. 5A). Likewise, when paraquat was used, the
compounds did not reduce the increased ROS formation following exposure (Fig.
5B).

Arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles reduce ROS associated deleterious effects in a

genetic model of oxidative stress

To observe whether the animals would react against an endogenous source of ROS
we used a mev-1 knockout mutant, which has a reduced lifespan due to exacerbated
production of ROS in mitochondria by incomplete reduction of O, in the electron
transporter chain. The worms treated with the different organic compounds showed a
significant increase in lifespan when compared to the control group. In addition,
compounds SeTz-2 and SeTz-3- were able to increase the lifespan at the level of N2
(wild type) nematodes, which were used as control strain (Fig. 6A). Additionally, the
same compounds that depicted better effect on longevity (SeTz-2 and SeTz-3),

significantly reduced the production of ROS in mev-1 mutants (Fig 6B).

Arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles modulate catalase enzyme activity

We also assayed the activity of the enzymes superoxide dismutase and catalase and
observed that mev-1 mutants show an increase in CAT activity. The compounds
significantly reduced the CAT activity in the mutants mev-1 worms. However, SOD
activity was not significantly altered (Fig. 7A and B). In addition, we have imaged
SOD::GFP and CAT-1,2, 3::GFP worms and we did not observe any alteration in

these protein levels following treatment with these molecules (data not shown).
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Fig. 2: Dose response curve for arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles in C. elegans. Concentrations are
represented as log of UM for better plotting.
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Fig. 3: Per se effect of arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles. A) non-lethal concentration of 10 uM on
survival. Data were normalized to 100%. B) ROS levels measured with H2DCF-DA probe. Data were
normalized to 100%. C) Lifespan. D) Non-protein thiols. Data are expressed as mean + SEM. *
indicates significant difference compared to the control group (dashed line).
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Fig 4: Paraquat reversion treatments with arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles compounds. A) non-lethal
concentration of 10 uM on survival. B) ROS levels measured with H2DCF-DA probe. Data were
normalized to 100% Data are expressed as mean + SEM. * indicates significant difference compared
to the control group (dashed line).
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Fig. 5: H,O, reversion treatments with arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles compounds. A) non-lethal
concentration of 10 uyM on survival. B) ROS levels measured with H,DCF-DA probe. Data were
normalized to 100% Data are expressed as mean + SEM.
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Discussion

Organic selenium compounds containing heterocycles in their structures have
been highlighted in the literature for their wide pharmacological functions attributed
mainly to the antioxidant capacity. This potential has been characterized in different
models, as is the case of Ebselen, which has anticancer, hepatoprotective,
neuroprotective and anti-depressant properties, just to name a few (Satoh et al.,
2004; Posser et al., 2009). This class of selanyl-1,2,3-triazoles demonstrated
antidepressant-like effect mediated, at least partially, via the central dopaminergic
and serotoninergic neurotransmitter systems (Donato et al., 2013). Based on the
promising effects of these selanyl-1,2,3-triazoles we decided to verify the toxicity in
worms and then investigate their potential in stress resistance against different
mitochondrial stressors of new arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles in the nematode C.
elegans.

Initially, we have evaluated the effects of the compounds per se over wild-type
animals in order to ascertain whether the compounds were toxic per se to the worms.
According to the dose-response survival curve, the compounds showed no toxicity at
the concentrations here tested (Fig. 2). This was a surprising result based on
previous studies using the same experimental model, where different molecules had
greatly differences between their LCsy values, but all depicted measurable toxicity
(Salgueiro et al., 2014; Wollenhaupt et al., 2014; Salgueiro et al., 2017).

We proceeded toxicity assessment through longevity and oxidative stress of
worms acutely exposed to the 10 uM concentration of each compound (Fig. 3). The
compounds did not affect any of the evaluated parameters per se, including ROS
formation, which was determined using the fluorescent probe 2'7'-diclorofluorescein-
diacetate (H,DCF-DA). The molecular mechanism by which organic selenium
compounds induce toxicity and oxidative stress is not well established, however, the
interaction between selenium and thiols plays a central role in molecular toxicity
(Orian e Toppo, 2014; Grey, 2017). Indeed, thiol oxidation is known to contribute to
the production of ROS, mediating toxicity by directly or indirectly damage to
biomolecules (Jernstrom et al., 1993; Nogueira e Rocha, 2011). As levels of non-
protein thiols were not altered by treatment with arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles (Fig.
3D) we can suggest that the compounds are not capable of interacting with thiols

groups and therefore do not present toxicity for wild-type worms.
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Next, we sought to evaluate these molecules ability to repair the oxidative
damage inflicted in C. elegans by two well known prooxidant agents, paraquat and
hydrogen peroxide. According to our results, arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles did not
reduce ROS formation induced by pre-treatment with neither paraquat nor hydrogen
peroxide (Fig. 4B and 5B). We also evaluated ROS levels immediately after
treatment (L1) and no reduction was observed in animals exposed to arylselanyl-
alkyl-1,2,3-triazoles (data not shown). Notably, there was a partial rescue of this
effect in the survival parameter, especially when the stressor agent was paraquat, a
mitochondrial toxicant (Fig. 4A and 5A). This may suggest that arylselanyl-alkyl-1,2,3-
triazoles may be more active against superoxide anions produced in the mitochondria
by paraquat than against hydrogen peroxide. Indeed, it has been already shown that
C. elegans sod-3 may be upregulated after acute exposure to non-lethal
concentrations of an organic selenium compound, where CTL-2 (hydrogen peroxide
detoxifying enzyme) involvement was not observed (Salgueiro et al., 2017). Also,
there are literature records for organic selenium compounds that may mimic
superoxide dismutase activity in vitro (Nogueira et al., 2004), however, the same has
not been reported for catalase.

Hence, taking advantage of one of the main features of C. elegans, which is
the easy availability of transgenic strains, we employed mev-1 mutants. These
animals  have a dysfunction of succinate dehydrogenase enzyme of the
mitochondrial respiratory chain and, consequently, have an abnormal energy
metabolism with increased sensitivity to oxidative stress, resulting in higher ROS
levels and elevated ROS-mediated damage contributing to shortened lifespan (Yu et
al., 2014; Fong et al., 2017). Indeed, we have observed reduced lifespan as well as
reduced thiols groups in these mutants, which reassures their disturbed oxidative
metabolism (Fig. 6C-insert). The arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles compounds were
able to improve mev-1 reduced lifespan when compared to the control group. In
addition, SeTz-2 and SeTz-3 treated worms depicted lifespans that were
indistinguishable from wild-type worms, thus indicating that these compounds totally
recovered the shortened lifespan induced by oxidative stress (Fig 6A). This effect is
possibly due to the reduction in ROS formation (Fig 6B). As a consequence, the
increased catalase activity in mev-1 mutants was reduced by compounds treatment

(Fig 7B). Hence we believe that the compound may act differently according to the
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stress condition, thus acting as scavenger at high levels of ROS, reducing the need
for antioxidant enzymes (CAT and SOD). The increased CAT activity in mev-1 worms
may be a compensatory response to the high production of ROS, which might be a
major cause of their reduced lifespan, as it is broadly reported in the literature (Dancy
et al., 2014; Schaar et al.,, 2015). We suggest that exposure to compounds
neutralized ROS production by decreasing the need for the exacerbated use of
antioxidant defenses, such as catalase, thus causing an increase in longevity.
Increased lifespan may be linked to decreased oxidative stress in C. elegans (Honda
et al., 2010) and other organisms (Finkel e Holbrook, 2000). As previously stated,
arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles compounds may be more efficient against superoxide
anions than against hydrogen peroxide, which would in turn explain why catalase
activity seems to be decreased (Fig. 7A), once it would be not necessary in the

absence of its precursor, the superoxide anion.

Here we demonstrated that new arylselanyl-alkyl-1,2,3-triazoles can protect
against an specific mitochondrial stressor, the mev-1 mutation, and that the most
putative mechanism is by scavenging activity, as the molecular targets SOD and CAT

were not modified by these molecules.
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CONCLUSOES

e Os organoselenotriazéis testados ndo apresentaram toxicidade nos
nematoides tratados;

e Os compostos protegeram parcialmente os vermes do dano oxidativo induzido
pelo paraquat e pelo peroxido de hidrogénio, revertendo parcialmente a
mortalidade induzida pelos agentes oxidantes;

e Os compostos foram capazes de aumentar a longevidade dos vermes com
fonte endégena de EROs no modelo genético, além de reduzirem os niveis de
EROs e a atividade da CAT.
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PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos nesse estudo e o efeito antidepressivo
semelhante em camundongo ja relatado para uma classe semelhante (selanil-1,2,3-
triazoles), trabalhos posteriores podem ser direcionados para avaliar se o0s
compostos organicos selenotriazéis possuem efeito farmacolégico neuroprotetor em
modelos de doencas neurodegenerativas, bem como buscar elucidar o mecanismo

de acdo dessas moléculas.
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