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RESUMO
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Xilofuranosideos contendo selénio e teldrio atenuam a toxicidade
induzida por Mn em Caenorhabditis elegans através da modulacao
da via DAF-16/FOXO

AUTOR: Suzi Giliane do Nascimento Wollenhaupt
ORIENTADORA: Daiana Silva de Avila
Data e Local da Defesa: Uruguaiana, 10 de Maio, 2013

Compostos organicos de selénio (Se) e teldrio (Te) apresentam propriedades
antioxidantes em muitos modelos de estresse oxidativo. No entanto, devido a
complexidade dos modelos de mamiferos, tem sido dificil de determinar as vias
moleculares e proteinas especificas que s&o moduladas em resposta aos
tratamentos com esses compostos. Neste contexto, o presente trabalho investigou
os efeitos e possiveis mecanismos de acdo de uma nova classe de compostos
organicos de Se e Te chamados Xilofuranosideos, utilizando como modelo
experimental alternativo o nematdide Caenorhabditis elegans (C. elegans). Tal
modelo permite facil manipulacdo genética, marcacao de diversas proteinas com
proteina verde fluorescente e analise de toxicidade in vivo e ao vivo. Neste estudo,
desafiamos os nematodides ao manganés (Mn), um agente pro-oxidante conhecido,
uma vez que evidéncias apontam que o estresse oxidativo € consequéncia da sua
toxicidade. Utilizando este agente pré-oxidante, investigamos a eficacia do Se e Te-
xylofuranosideos em reverter e/ou proteger os vermes da toxicidade induzida por
Mn. Adicionalmente, investigamos um suposto mecanismo de acdo. Primeiramente
encontramos a dose letal 50% dos compostos, as quais foram de 0,73mM e 0,8mM
para 0s compostos contendo Se e Te, respectivamente. Em concentragdes
subletais, encontramos que ambos Se e Te-xylofuranosideo reverteram a
mortalidade induzida por Mn, diminuiram a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e aumentaram a expressao da superéxido dismutase (SOD-3::GFP),
indicando que o aumento na sobrevivéncia esta associado com a diminuigdo do
estresse oxidativo. Além disso, observamos que os Se e Te-xylofuranosideos

induzem a translocagcdo nuclear do fator de transcricdo DAF-16/FOXO, que no
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verme é conhecido por regular a resposta ao estresse, envelhecimento e
metabolismo e tem também como gene alvo a sod-3, corroborando com o aumento
na expressao da proteina codificada por este gene. Esses achados sugerem que 0s
Se e Te-xylofuranosideos atenuam a geracéo de espécies reativas induzidas por Mn

através da regulacao da via de sinalizacdo DAF-16/FOXO.

Palavras-chave: Xilofuranosideos; C. elegans; estresse oxidativo; DAF-16; SOD;

manganeés.
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Organoselenium and organotellurium compounds have been reported as antioxidant
in several models of oxidative stress. Nevertheless, because of the complexity of
mammalian models, it has been difficult to determine the molecular pathways and
specific proteins that are modulated in response to treatments with these
compounds. In this context, the present study investigated the effects and action
mechanisms of a novel class of organic compounds of selenium (Se) and tellurium
(Te) called Xylofuranosides, utilizing as an alternative experimental model the
nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans), that affords easy genetic
manipulations, green fluorescent protein tagging and in vivo live analysis of toxicity.
In this study, we challenged worms to manganese (Mn), a known pro oxidizing agent,
as there is abundant evidence pointing out to oxidative stress in mediating its toxicity.
We investigated the efficacy of Se- and Te- xylofuranosides in reversing and/or
protecting the worms from Mn-induced toxicity. In addition, we investigated their
putative mechanism of action. First, we found the lethal dose 50% (LDso) for the
compounds, which were 0.73mM and 0.8mM for Se and Te compound, respectively.
This was followed by studies on the ability of the xylofuranosides to afford protection
against Mn-induced toxicity. Both Se and Te-xylofuranosides reversed the Mn-
lethality, decreased reactive oxygen species (ROS) production and increased the
expression of superoxide dismutase (SOD-3), indicating that the increased survival
was associated with decreased oxidative stress. Furthermore, we observed that the
xylofuranosides induced nuclear translocation of the transcriptional factor DAF-
16/FOXO, which in the worm is known to regulate stress responsiveness, aging,

metabolism and the expression of SOD-3, as verified in this study. These findings



suggest that xylofuranosides attenuate Mn-induced ROS generation by regulating the
DAF-16/FOXO signaling pathway.

Key-words: Xylofuranoside, C. elegans, oxidative stress, DAF-16, SOD,
manganese.
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1. INTRODUCAO

O selénio (Se) elemento tragco essencial € de fundamental importancia para a
saude humana. Constituinte de um pequeno grupo de selenoproteinas contendo
selenocisteina, o Se desencadeia importantes funcdes estruturais e enzimaticas
(Papp et al.,, 2007). Em contraste ao Se, o tellurio (Te) parece nao ter nenhuma
funcdo biolégica essencial em sistemas de mamiferos, embora telurocisteina e
telurometionina tenham sido detectados em algumas proteinas bacterianas (Boles et
al., 1995; Budisa et al., 1995).

Compostos organicos contendo Se e Te sdo promissores agentes
farmacolégicos que possuem importantes atividades biolégicas ja descritas
(Nogueira et al., 2004; Meaotti et al., 2003). A reatividade de compostos organicos de
Se e Te, caracterizada pela alta nucleofilicidade e potencial antioxidante (Nogueira
et al., 2004; Ba et al., 2010; Zeni et al., 2006) é a base para as suas atividades
farmacolédgicas observadas em modelos animais, especialmente em roedores. Esta
classe de compostos tém demonstrado propriedades anti-inflamatérias, anti-tlcera,
anticancer, hepato e neuroprotetoras (Avila et al., 2010; Imai et al., 2003; Nogueira
et al., 2004; Jesse et al., 2009; Ineu et al., 2008). Essas ac¢fes farmacoldgicas sao
atribuidas principalmente as habilidades de sequestrar espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERO/ERN) (Nogueira et al., 2004; Imai et al., 2003; Engman et al.,
2000; Briviba et al., 1998). Também tem sido demonstrado que a toxicidade celular
em linhagens celulares cancerosas, causada por altas doses dos compostos, é
causada pela ativacdo de cascatas de apoptose. (Engman et al., 2000; Posser et al.,
2011; Scambia et al., 1989). Por isso, 0s pesquisadores tém procurado cada vez
mais desenvolver organocalcogénios sintéticos com atividade antioxidante (Braga et
al., 2010a; Braga et al., 2010b; Affeldt, 2012).

Os compostos heterociclicos selecionados foram sintetizados a partir do
carboidrato D-xilose, e sdo chamados xilofuranosideos. Sabe-se que heterociclicos
contendo algum tipo de aglUcar em suas estruturas, como nucleosideos,
glicopeptideos e glicoproteinas (Taylor, 1998), tém despertado grande interesse no

estudo de suas propriedades bioquimicas e farmacolégicas.
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Dentre a grande variedade de heterociclicos, os derivados de carboidratos
despontam como classe de compostos com grande potencial de estudos, devido a
sua semelhanca quimica com moléculas de ocorréncia natural.

Entretanto, devido a complexidade dos modelos utilizando mamiferos, tem
sido dificil determinar as vias e mecanismos especificos que sdo modulados por
estes compostos. Por este motivo, este estudo visa a utilizacdo de um modelo
animal mais simples: o nematéide Caenorhabditis elegans (C. elegans). Este verme
de solo tem sido utilizado como uma ferramenta util em toxicologia experimental
devido ao alto grau de homologia entre os genomas destes com o de humanos, sua
facil manutencdo e manipulacéo, a geracdo facilitada de cepas com mutacdes tipo
delecdo em genes de interesse e a existéncia de diversas cepas transgénicas
expressando a proteina verde fluorescente (do inglés GFP) fundida a genes
promotores que codificam proteinas de interesse (Chalfie et al., 1994). Um exemplo
€ o fator de transcricdo DAF-16; essa proteina € um ortélogo do fator FOXO
(forkhead Box O) em humanos, cuja funcdo é modular o sistema antioxidante.
Devido aos recursos que este modelo oferece, o mesmo tem contribuido para
analisar os mecanismos téxicos de varios metais; incluindo a toxicidade induzida por
manganés (Mn) (Benedetto et al., 2010).

O Mn é o décimo segundo elemento mais prevalente naturalmente na crosta
da Terra, € um elemento essencial presente em todos 0s organismos vivos, bem
como em pedras, Oleo, agua e alimentos. O Mn é requerido para o metabolismo
normal de aminoécidos, lipideos, proteinas e carboidratos. Porém, a exposicdo a
niveis excessivos ao Mn leva a sua deposicdo no cérebro e neurodegeneracao
dopaminérgica (DAergic), com consequente desenvolvimento de uma sindrome
extrapiramidal referida como manganismo, a qual partilha varias caracteristicas
clinicas com a doenca de Parkinson (DP) (Benedetto et al.,, 2010). O estresse
oxidativo medeia, pelo menos em parte, a toxicidade induzida por Mn, a qual esta
associada com o comprometimento de defesas antioxidantes (Benedetto et al.,
2009; Erikson et al., 2006).

Desta maneira o presente estudo, investigou, em um modelo alternativo, a
eficacia de compostos com atividade antioxidante em atenuar danos oxidativos
induzidos por Mn. Em particular, focou-se na capacidade do Se- e Te-

xilofuranosideos, em modular vias de sinalizacdo que aumentariam a protecao
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antioxidante de maneira indireta, o que contribuiria para aumentar a expressao de

enzimas antioxidantes em C. elegans.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Selénio

O elemento quimico Se nomeado em homenagem a deusa da lua, Selene, foi
descoberto em 1817 pelo quimico sueco J.J.Berzelius enquanto investigava uma
doenca que acometia trabalhadores em uma fabrica de acido sulfurico. Esse
elemento esté localizado no grupo dos calcogénios (grupo 16) na tabela periddica,
podendo apresentar-se sob quatro estados de oxidacdo: selenato (Se*®), selenito
(Se*?), selénio elementar (Se°) e seleneto (Se) (Papp et al., 2007).

A similaridade nas propriedades fisicas e quimicas do Se e Enxofre (S);
permitem interacbes Se-S nos sistemas biologicos, entretanto, as diferencas em
suas propriedades fisico-quimicas estabelecem suas fun¢des especificas (Stadtman,
1980). Os selendis correspondem as formas de tidis, onde ocorre a substituicdo do
atomo de S pelo atomo de Se (Klayman & Gulnther, 1973). Sua oxidacdo pode levar
a formagéo de disseleneto.

O Se é um elemento traco essencial na dieta, cuja essencialidade nutricional
foi demonstrada em 1957, em ratos (Schwartz & Foltz, 1957). Esse elemento é
encontrado em alimentos como a castanha-do-pard, alho, cebola, brécolis,
cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes (Dumont et al., 2006). A ingestéo
diaria de 50-200 pg para humanos foi proposta pela Junta de Alimentacdo e Nutricao
da Academia de Ciéncias dos Estados Unidos.

Nos ultimos anos, tem sido descrito que baixos niveis de Se podem levar a
predisposicdo para o desenvolvimento de algumas doencas, tais como cancer,
diabetes, doencas cardiovasculares e esclerose (Navarro-Alarcon & Lopez-Martinez,
2000). Desta maneira, a suplementacdo de dietas com Se tem sido aceita pela
comunidade cientifica.

Este calcogénio apresenta um grande namero de fungdes biologicas sendo a
mais importante a antioxidante. Exerce sua atividade biol6dgica, através da
incorporacdo do aminoacido selenocisteina (Sec) em uma Unica classe de proteinas
chamadas selenoproteinas (Wang et al., 2011). O Se atua como um cofator na

familia de enzimas glutationa-peroxidase (GPx) que protegem contra o estresse
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oxidativo, a enzima GPx dependente de Se recicla glutationa, reduzindo a
peroxidagdo lipidica, catalisando a reducdo de perdxidos, incluindo perdoxido de
hidrogénio (Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique, 2008). Devido a essa funcdo na GPX,
0 Se provavelmente interage com qualquer nutriente que afete o balanco anti e pro-
oxidante celular (Navarro-Alarcon & Lopez-Martinez, 2000).

Embora o Se seja bem reconhecido como elemento trago essencial e
apresente uma variedade de efeitos protetores para humanos e animais (Combs &
Gray, 1998), sua toxicidade foi descrita ainda em 1941. Sabe-se que este
micronutriente pode ocasionar toxicidade, como por exemplo na doenca chamada
“alkali disease”, decorrente da ingestdo de plantas seleniferas, que acumulam
grande quantidade de Se (Spallholz, 1994). Apesar do mecanismo pelo qual esse
elemento exerce sua toxicidade ndo se encontrar completamente elucidado, varios
estudos tém evidenciado que os efeitos toxicos do Se estdo relacionados com a sua
habilidade em catalisar a oxidac&o de tidis endégenos e com a formacédo de radicais
livres (Spallholz, 1994; Barbosa et al., 1998).

Com base em evidéncias recentes de estudos humanos e laboratoriais sobre
0s potenciais riscos de Se a salude em concentragdes muito menores do que
previamente assumidas, acredita-se que a reavaliacdo do padrdo deste elemento
para a agua potavel é uma questdo importante para a saude publica (Vinceti et al.,
2012) evidenciando a toxicidade do elemento.

Dessa forma o Se se destaca por sua bioquimica Unica, sua capacidade

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

2.2. Compostos organicos de selénio e suas propriedades

Durante as Ultimas décadas, o interesse pelos compostos organicos de Se
tem se intensificado, principalmente devido ao fato de que uma variedade destes
compostos possui propriedades farmacoldgicas (Nogueira et al., 2004). Sabe-se que
organocalcogénios, podem ser melhores nucleofilos (e, portanto antioxidantes) do
que os antioxidantes classicos (Arteel & Sies, 2001). Diferentes classes de
compostos organicos de Se exibem atividade mimética da GPx e decompdem
peréxido de hidrogénio e hidroperéxidos orgéanicos utilizando glutationa reduzida ou

outros tidis como doadores de hidrogénio (Nogueira et al., 2004).



20

Entre esses compostos podemos citar como exemplo o disseleneto de difenila
(PhSe),. De fato, estudos em animais de laboratorio demonstraram que o (PhSe),
apresenta propriedades anti-tUlcera (Savegnago et al., 2006), anti-inflamatoria e
antinociceptiva (Savegnago et al., 2007) anti-hiperglicémica (Barbosa et al., 2006),
neuroprotetora (Ghisleni et al., 2003) e pode retardar o desenvolvimento de cancer
(Barbosa et al., 2008), também possui efeito protetor contra a lipoperoxidacdo em
ratos e camundongos (Santos et al., 2004; Santos et al., 2005).

Outro exemplo que podemos citar € o ebselen (2-fenil-1,2-benzilsoselenazol-
3(2H)-ona) € um composto organico de selénio cujas propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias tém merecido destaque no campo da farmacologia. Este composto
foi descrito e caracterizado como um mimético da enzima GPx na década de 80
(Muller et al., 1984), entretanto, apenas a partir da década de 90, cresceu
enormemente o numero de trabalhos demonstrando seus efeitos protetores em
diferentes tipos celulares e para os mais diversos tipos de injuria. Esse composto
apresenta propriedades antioxidantes, anti-nociceptiva, neuroprotetora e anti-
inflamatodria em diversos modelos experimentais (Meotti et al., 2004; Nogueira et al.,
2003c; Porciuncula et al., 2003), além de um estudo utilizando camundongos apoE -
/- mostrou o efeito antiaterogénico do ebselen na aterosclerose associada a
hiperglicemia (Chew et al., 2009); um estudo recente mostrou um efeito protetor
sobre o desenvolvimento de catarata (Aydemir et al., 2012). Dessa forma, a
atividade antioxidante exibida por compostos organicos de Se parece ser
responsavel pela sua eficacia no tratamento de doencas que tem o estresse
oxidativo como processo central no seu desenvolvimento.

No entanto, apesar das propriedades farmacolégicas benéficas de compostos
organicos de Se estes também possuem efeitos toxicos. Por exemplo: A exposicao
prolongada a altas doses de (PhSe), causa neurotoxicidade em roedores (Nogueira
et al., 2003b). Inibicdo da atividade da enzima &-ALA-D (Nogueira et al., 2003a) e
Na® K" ATPase (Borges et al., 2005) foram observados e o potencial pro-oxidante do
(PhSe), parece estar envolvido nestes efeitos.

Além disso, pesquisas recentes relatam a toxicidade de diferentes compostos
de Se inorgéanico e organico em varias linhas de células humanas, incluindo uma
linha de neurbnios (Maraldi et al., 2011); evidéncias sugerem que 0s efeitos toxicos
do Se podem ser altamente especificos para as espécies particulares de animais
(Miller & Hontela, 2011; Holm et al., 2005). Parnham e Graf (1991) relataram que
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compostos organicos de Se apresentam toxicidade in vivo e esta toxicidade é

dependente da estabilidade da ligagcé&o carbono-selénio.

2.3. O Telurio

O elemento Te foi descoberto em 1782, mas somente posteriormente, foi
isolado por Klaproth, que Ihe deu o nome em homenagem & deusa da Terra (Tellus)
(Chasteen et al., 2009). Assim como o Se, o Te também pertence ao grupo dos
calcogénios (grupo 16) na tabela peridédica, podendo apresentar-se sob quatro
estados de oxidacdo: telurato (Te*®), telurito (Te**), teldrio elementar (Te°) e telureto
(Te™) (Scansetti, 1992). E encontrado com maior frequéncia na forma de teluretos de
ouro, bismuto chumbo e prata. No Brasil, a quimica do Te foi introduzida pelo Prof.
Reinbolt, o qual se dedicou ao estudo sistemético de compostos contendo Te e sua
aplicabilidade em sintese organica (Zeni et al., 2006; Comasseto et al., 1997,
Petragnani, 1995).

O Te® é utilizado como componentes de muitas ligas metdlicas, na
composicdo da borracha, na industria de microchips e de componentes eletrénicos.
Esse semi-metal também é utilizado na producao industrial de vidro e aco, e como
um aditivo antidetonante na gasolina (Fairhill, 1969). Podendo ser encontrado em
solucBes oxidantes para polir metais (Yarema & Curry, 2005) e na industria de
semicondutores particulados (Zhang & Swihart, 2007; Green et al., 2007). Possui
acao bactericida, fungicida e inseticida (Kormutakova et al., 2000; Toptchieva et al.,
2003; Castro et al., 2009). Porém, o aumento do uso industrial de produtos quimicos
provoca riscos ocupacionais e ambientais para a saude humana, e cresce a
preocupacao em relacdo aos potenciais efeitos adversos deste elemento.

Embora os casos de intoxicagcdo ocupacional aguda por Te sejam raros,
entretanto, quando ocorrem, 0s sintomas sdo: dores de cabeca, sonoléncia,
nauseas, alteragc6es da frequéncia cardiaca, bem como odor caracteristico de alho,
na respiragdo e na urina (Muller et al., 1989; Taylor, 1996). O Te pode ser
prontamente absorvido pelo organismo em ratos, através da dieta e reduzido de
telurito a telureto como metabdlitos intermediarios, com aumento na excrecao

urinaria e reducéo na excrecao fecal (Ogra et al., 2008), principalmente na forma de
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compostos organicos, mas também ocorre a absorcdo de Te inorganico na forma de
teluritos e teluratos (Larner, 1995).

Em contraste com o Se, o Te parece nao ter nenhuma funcéo bioldgica
essencial em mamiferos, embora telurocisteina e telurometionina tenham sido
detectados em algumas proteinas bacterianas (Boles et al., 1995; Budisa et al.,
1995).

2.4. Compostos organicos de tellurio e suas propriedades

O primeiro composto organico de Te foi sintetizado por Friedrich Wohler em
1840 (Wohler, 1840). Apenas a partir de 1970, os compostos organicos de Te
comecaram a ser explorados pelos quimicos organicos, refletindo no crescimento
exponencial de artigos publicados desde entdo (Klaman, 1990).

Em 1987, Sredni et al., descreveram pela primeira vez uma atividade
farmacoldgica para um composto organico de Te, ao demonstrarem as propriedades
imunomoduladoras do composto codificado como AS-101 (telurato de tricloro
amonio-dioxoetileno-0O,0’) em camundongos, mediando efeitos antitumorais (Hayun
et al., 2006). Estudos com alquinil vinil teluretos administrados por via oral,
mostraram um efeito do tipo antidepressivo no teste de suspensdo da cauda
realizado em camundongos, sem alterar a locomoc¢ao destes animais (Okoronkwo et
al., 2009).

Além disso, estudos tém demonstrado que os diteluretos de diarila podem
exibir atividade antioxidante (Engman et al., 1995; Kanda et al., 1999) e séo capazes
de mimetizar a atividade da enzima GPx (Andersson et al., 1993), uma importante
enzima endbégena que participa de reacdes de neutralizacdo de agentes pro-
oxidantes. Estudos in vitro mostraram que um telureto vinilico, o dietil-2-fenil-
telurofenil vinilfosfonato, possui efeito antioxidante contra a peroxidacao lipidica
induzida por ferro (Avila et al., 2006). Este composto ndo apresentou efeitos toxicos
significativos quando administrados sub-agudamente em camundongos pelas vias
subcutédnea e intraperitoneal (Avila et al.,, 2006; Avila et al., 2007); além de
apresentar atividade antioxidante frente ao agente prd-oxidante nitroprussiato de
sédio (SNP) e proteger contra a disfuncdo mitocondrial induzida por SNP em

estruturas cerebrais, indicando possivel atividade neuroprotetora in vitro, sem alterar
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o sistema glutamatérgico (Avila et al., 2008). Adicionalmente um estudo em C.
elegans mostrou que o dietil-2-fenil-telurofenil vinilfosfonato mostrou-se capaz em
reverter o dano oxidativo causado por Mn na sobrevivéncia a niveis indistinguiveis
do controle, assim como na expectativa de vida dos nematdides. O mesmo estudo
mostrou que este composto diminuiu os niveis de ERO geradas por Mn, bem como a
carbonilacdo protéica e ainda foi capaz de modular a via do fator de transcricdo
DAF-16 (Avila et al., 2012). Esses dados tomados em conjunto com estudos
realizados em roedores reforcam o potencial antioxidante deste composto.
Consequentemente, o emprego farmacolégico de compostos organocalcogénios
apos os devidos ensaios clinicos poderé ocorrer nas proximas décadas.

Véarios destes compostos, com diferentes caracteristicas e estruturas
quimicas, vém sendo estudados ndo apenas quanto as suas propriedades
farmacoldgicas, mas também quanto as suas propriedades toxicologicas. Sabe-se
que assim como o Te® e os sais inorganicos, os compostos organicos de Te sdo
bastante téxicos, e a intensidade desta toxicidade depende da estrutura do
composto, da dose administrada e do tipo de animal testado (Nogueira et al., 2004).

A toxicidade do Te parece estar relacionada com seu estado de oxidacao
(Van Vleet & Ferrans, 1977). O mecanismo proposto para explicar essa toxicidade
envolve a oxirreducdo de grupos-SH de moléculas biologicamente ativas (Blais et
al., 1972; Young et al., 1982; Deuticke et al., 1992). De fato, os compostos de Te,
inibem enzimas sulfidrilicas, entre elas a -ALA-D, esta enzima possui no seu sitio
ativo dois residuos cisteinil, que sdo facilmente oxidados in vitro e in vivo por
compostos organicos de Te, levando a sua inibicdo (Barbosa et al., 1998; Nogueira
et al., 2003a); a esqualeno monooxigenase, enzima importante na biosintese do
colesterol que é o precursor da mielina (Laden & Porter, 2001); e a Na*, K*-ATPase,
enzima importante para a atividade neuronal normal (Borges et al., 2005).

Apesar da toxicidade que os compostos organicos de telurio podem exercer
sobre 0s organismos Vvivos, as possiveis propriedades farmacologicas
terapeuticamente relevantes relatadas na literatura nos encorajam a avaliar novos

compostos.
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2.5. Xilofuranosideos

A classe de compostos xilofuranosideos sdo sintetizados a partir do
carboidrato D-xilose que se apresenta como um monossacarideo mais
especificamente uma aldopentose, obtida em niveis industriais pela hidrélise da
xilana com &cidos diluidos. Os derivados de carboidratos tém despontado como uma
classe de compostos com grande potencial de estudos, devido & sua semelhanca
qguimica com moléculas de ocorréncia natural. Sabe-se que o metabolismo da xilose
em leveduras consiste em sua reducdo a xilitol por intermédio da enzima xilose
redutase que requer como cofator o NADPH + H*, seguida da oxidagdo a xilulose
pela enzima xilitol desidrogenase, que requer como cofator o NAD (Felipe, 2003).

Os selenocarboidratos, em especial, tém sido alvo de estudos importantes
para avaliacdo de suas atividades bioldgicas (Kobayashi et al.,, 2002).
Particularmente, um estudo utilizando selenocarboidratos mostrou que estes podem
ter um papel regulador importante na sintese de melanina, sendo que
selenocarboidratos derivados da D-glucose e D-galactose apresentaram efeitos
inibitérios sobre a tirosinase, uma enzima que participa da sintese de melanina (Ahn
et al., 2006).

Adicionalmente um estudo recente mostrou a capacidade de Se-
xilofuranosideo em restaurar o dano causado por Cadmio (Cd) em tecido ovariano
(Vargas et al., 2012). Os autores reverteram a inibicdo da atividade da enzima o-
aminolevulinato desidratase (8-ALA-D) causada por Cd em camundongos em um
protocolo de pré ou pos tratamento com o Se-xilofuranosideo.

Além disso, estudos prévios do nosso grupo, realizados in vitro, utilizando Te-
xilofuranosideo, mostraram que este exibiu importante atividade antioxidante,
inibindo a peroxidacao lipidica em gema de ovo e figado de camundongo quando
esse foram expostos ao pré-oxidante sulfato ferroso, ( dados ndo mostrados).

Sendo assim, estes estudos nos levam a hipotetizar o potencial benéfico dos

compostos xilofuranosideos sobre 0s organismos Vivos.
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2.6. Estresse oxidativo

Quando um elétron encontra-se sozinho em um orbital atdmico, ele é dito
desemparelhado. Espécies que contenham um ou mais elétrons desemparelhados
em sua camada de valéncia sdo chamadas de radicais livres (RLs) e geralmente séo
altamente reativas (Halliwell & Gutteridge, 1990). O metabolismo basal das células
aerébicas produz continuamente RLs e espécies reativas (ERs) através da
respiracdo e outras atividades metabolicas (Azbill et al., 1997; Halliwell, 1994). Nos
organismos aerobios isso geralmente ocorre com a reducdo de uma molécula de
oxigénio (O) a anion superéxido (O,"). Visto que esta é uma reacdo de o6xido-
reducdo, é importante ressaltar que a formagdo do O," e outros RLs em seres vivos
ocorrem principalmente onde ha alto fluxo de elétrons como, por exemplo, na
mitocondria, onde os elétrons podem passar diretamente dos transportadores de
elétrons para o oxigénio durante a cadeia respiratoria (Halliwell, 1991).

As ERO possuem um papel importante em seres vivos. Um exemplo de suas
funcdes no organismo é na resposta imune a infec¢bes. Os fagocitos em geral
possuem um mecanismo de defesa contra corpos estranhos onde ocorre um alto
consumo de O,, geralmente denominado queima ou explosdo respiratdria. Nesse
processo, o O, consumido é convertido em O," através do complexo da NADPH
oxidase, que é usado para eliminar bactérias e particulas engolfadas pelos fagdcitos,
no processo chamado de fagocitose (Halliwell, 1991; Halliwell & Gutteridge, 1999).
Além disso, as ERO também desempenham um papel importante na sinalizacéo
intracelular (Ray et al., 2012).

As ERO e ERN sdo um importante fator de dano em muitos processos
patolégicos e toxicologicos. Sob condicbes normais, 0s sistemas antioxidantes
celulares minimizam os danos causados pelas ERO, porém, quando a producéo de
RLs excede a capacidade protetora da célula, tem-se o estresse oxidativo. As
principais ERO e ERN vinculadas ao estresse oxidativo sdo o O", o radical hidroxila
(OH"), 0 H,0,, o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO™) (Halliwell, 1989). Sabe-
se gue o estresse oxidativo esta relacionado com o aparecimento de diversas
doencas entre elas aterosclerose, cancer, catarata, isquemia, enfisema pulmonar,
diabetes mellitus, envelhecimento, doencas neurodegenerativas e cirrose hepatica
(Johnson, 2004; Halliwell & Gutteridge, 1990; Floyd, 1990; Cohen, 1989; Alexi et al.,
2000).
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Os estudos sobre a toxicidade das ERO/ERN tém sido acompanhados por
pesquisas sobre o uso de antioxidantes, de moléculas com atividade neutralizante
de espécies reativas e até mesmo de moléculas que estimulem antioxidantes
endogenos. Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso molecular
hidrofilicos e lipofilicos estdo incluidos as vitaminas A, E e C, flavonadides,
ubiquinonas e o conteudo de glutationa reduzida (Gianni et al., 2004). Existem ainda
defesas antioxidantes enzimaticas entre elas destacam-se a superéxido dismutase,
a catalase, e as enzimas do ciclo redox da glutationa.

Assim, o estudo de novos compostos de Se e Te, com potenciais
antioxidantes para detoxificar diferentes ERs e/ou ativar fatores de transcricao das
enzimas antioxidante, pode representar alternativas terapéuticas para controlar o

dano oxidativo.

2.7. O manganés

O manganés (Mn) constitui cerca de 0,1% da crosta terrestre, sendo o décimo
segundo elemento mais prevalente naturalmente na crosta da Terra. E um elemento
essencial presente em todos 0s organismos vivos, bem como em pedras, 6leo, agua
e alimentos. O Mn é requerido para o metabolismo normal de aminoacidos, lipideos,
proteinas e carboidratos. No cérebro de mamiferos, pequenas quantidades de Mn
sdo necessarias para o desenvolvimento do cérebro, para a homeostase celular e
para a atividade de varias enzimas, tais como Mn-superéxido dismutase (Mn-SOD),
uma enzima importante para o sistema antioxidante em células eucariotas,
glutamina sintetase (enzima que metaboliza o glutamato a glutamina), arginase
(enzima importante no ciclo da uréia) (Aschner & Aschner, 2005; Avila et al., 2010).

Nao ha dose diaria recomendada de Mn. Entretanto, foi estabelecida uma
ingestdo diaria recomendada e segura de 2-5mg/dia para adultos (Greger, 1998).
Considerada a essencialidade do Mn, uma série de fatores tem sido associados com
a restricdo severa a ingestdo de Mn, tais como: reducéo na fertilidade e defeitos no
nascimento, bem como tolerdncia anormal a glicose, metabolismo lipidico e de
carboidratos (Keen et al., 1999).

No entanto, a exposi¢cao excessiva ao Mn aumenta a deposicéo cerebral do

referido metal, culminando na neurodegeneracao dopaminérgica (Figura I) e em uma
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sindrome extrapiramidal referida como manganismo, que compartilha algumas
caracteristicas da doenca de Parkinson (Benedetto et al., 2010). O Mn no estado de
oxidacdo Mn** é um potente agente oxidante e pode acelerar a oxidacdo de
dopamina (DA) (Figura I), podendo explicar assim a drastica diminuicdo dos niveis
de DA, porgue esta reacdo parece ser irreversivel (Diaz-Veliz et al., 2004). A
neurotoxicidade do Mn parte de mecanismo comum, disfungdo mitocondrial, ou seja,
esgotamento de ATP, transducdo de sinal aberrante, estresse oxidativo, agregacao
de proteinas e ativacdo de vias de morte celular (Benedetto et al.,, 2009).
Adicionalmente, sabe-se que o Mn pode causar danos oxidativos por inibir os
complexos |, Il, lll e IV da cadeia respiratéria, a qual é seguida pela disfuncéo
mitocondrial, e por um aumento substancial na formacao de ERO, especialmente do

superoxido, que €é substrato para a SOD (Gunter et al., 2006; Zhang et al., 2004).
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Figura |. Oxidacdo dopaminérgica induzida por Mn.
Fonte. (Farina et al., 2013)

2.8. Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (Caeno-recente; rhabditis-redondo; elegans-elegante)
(C. elegans) é um nematoide de vida livre da familia Rhabditidae que mede cerca de



28

1 milimetro de comprimento e vive normalmente no solo. Nas ultimas décadas,
descobertas importantes com relevancia para os mamiferos foram realizadas
usando este nematoide.

Isso foi possivel porque hd uma forte conservacdo entre o C. elegans e os
mamiferos em principios celulares e moleculares. Estima-se que 60%-80% dos
genes humanos possuem homdlogos em C. elegans (Kaletta & Hengartner, 2006). E
0 ser vivo mais utilizado para estudos de biologia do desenvolvimento, genética,
envelhecimento e de ecotoxicologia (Schierenberg & Wood, 1985). Em contraste
com os estudos com ceélulas livres e cultura de células, o C. elegans permite a
investigacdo dentro do contexto de um organismo completo, com diferentes células
funcionando em consonancia com diferentes sistemas (Kaletta & Hengartner, 2006).

Este verme é de facil manipulacdo, sendo mantido em placas de Petri com
meio NGM (Nematode Growth Media) e alimenta-se de varias estirpes de bactéria
Escherichia coli (OP50). Os C. elegans possuem uma longevidade de duas a trés
semanas, em condicbes de crescimento normais (~20 °C). Durante o
desenvolvimento pos-embrionario passam por quatro fases larvais (L1-L4) até ao
estagio adulto, dando origem a uma extensa descendéncia (>200 vermes) por
autofecundacdo (Figura Il). Além disso, sua transparéncia proporciona também
grandes vantagens, em particular no estudo dos efeitos toxicos, marcadores
fluorescentes em genes reporteres, 0s quais podem ser observados nos animais vivos.

Entre os genes reporteres podemos citar o DAF-16, que € um fator de
transcricdo homologo ao fator de transcricdo pertencente & familia das proteinas
FOXO. O DAF-16 funciona como um fator de transcricdo que atua na via da
sinalizacdo insulina/IGF-1 controla varios processos bioldégicos tais como
longevidade, reserva lipidica, reproducéo, resposta ao estresse, termotolerancia,
resisténcia a patdgenos, metabolismo e autofagia (Lee et al., 2003), regulando a
formacdo da larva dauer (estagio de atividade metabdlica baixa durante a restricdo

caldrica).
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Figura Il. Ciclo de vida do C. elegans.

Fonte: wormatlas

A via da sinalizagdo insulina/IGF-1 (Figura Ill) é iniciada pelo receptor DAF-2,
o homdlogo do receptor do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) em
mamiferos. Quando DAF-2 ¢é ativado fosforila a fosfoinositil 3-kinase, AGE-1,
gerando PIP3, que por sua vez recruta as kinases AKT-1, AKT-2, SGK-1 e PDK-1
para a membrana plasmatica onde PDK-1 fosforila AKT e SGK-1. O complexo AKT-
1/AKT-2/SGK-1 fosforila o fator de transcricdo DAF-16, sequestrando-o no
citoplasma e entdo prevenindo a ativacao ou repressdo de genes-alvos no nucleo
(Landis & Murphy, 2010). O papel desta via de sinalizacdo na longevidade e no
metabolismo é conservado em C. elegans, Drosophila e mamiferos. A via do DAF-2/
insulina/IGF1 regula a expressdo de varias enzimas de detoxificacdo, tais como
superéxido dismutase e catalases (Murphy et al., 2003). Dessa maneira, 0 estudo
da via de sinalizagcdo do DAF-16 pode ser uma valiosa ferramenta para verificar se
0S compostos organicos Se e Te-xilofuranosideos estimulam a transcricdo de
enzimas antioxidantes.
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3. JUSTIFICATIVA

O presente estudo justifica-se pela utilizacdo de um modelo alternativo, o C.
elegans, para uma primeira andlise in vivo sobre a efichcia de compostos
xilofuranosideos em atenuar danos oxidativos induzidos por Mn. Visto que o0s
derivados de carboidratos tém despontado como uma classe de compostos com
grande potencial de estudos, devido a sua semelhanga quimica com moléculas de
ocorréncia natural e ainda por esses compostos serem menos lipofilicos do que os
compostos classicos como ebselen e disseleneto de difenila. Em particular, focou-se
na capacidade do Se- e Te-xilofuranosideos, em modular vias de sinalizagcdo que
aumentariam a protecdo antioxidante de maneira indireta, o que contribuiria para

aumentar a expressao de enzimas antioxidantes em C. elegans.
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4. OBJETIVOS

4.1.

bem

Objetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante de xilofuranosideos contendo selénio e telurio

como investigar e 0s mecanismos moleculares desta atividade em

Caenorhabditis elegans.

4.2.

Objetivos especificos

Determinar a dose letal 50% LDsy em C. elegans de compostos Se e Te-
xilofuranosideos.

Determinar se 0s compostos causam toxicidade reprodutiva e no
desenvolvimento.

Avaliar se os compostos podem aumentar a longevidade de C. elegans e se
esta alteracdo se deve a migracdo do fator de transcricdo DAF-16 para o
nacleo.

Avaliar se Se e Te-xilofuranosideos sdo capazes de aumentar a expressao da
enzima superoxido dismutase, bem como sua atividade.

Avaliar se os danos causados pelo manganés na longevidade podem ser
revertidos/ prevenidos pelos compostos em C. elegans.

Avaliar por ensaios bioquimicos se o0s danos oxidativos causados pelo
manganés podem ser revertidos/ prevenidos pelos compostos.

Dosar a quantidade de manganés absorvida pelos nematdides.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estao apresentados sob a
forma de artigo cientifico. As secfes Materiais e Métodos, Resultados, Discussao
dos Resultados e Referéncias Bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito. O
manuscrito estd apresentado da mesma forma que foi submetido a Revista

Biochemical Pharmacology.
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Abstract

Organochalcogens are promising pharmacological agents that possess significant
biological activities. Nevertheless, because of the complexity of mammalian models,
it has been difficult to determine the molecular pathways and specific proteins that
are modulated in response to treatments with these compounds. The nematode
worm Caenorhabditis elegans (C. elegans) is an alternative experimental model that
affords easy genetic manipulations, green fluorescent protein tagging and in vivo live
analysis of toxicity. Abundant evidence points to oxidative stress in mediating
manganese (Mn)-induced toxicity. In this study we challenged worms with Mn, a
known pro oxidizing agent, and investigated the efficacy of selenium (Se)- and
tellurium (Te)- xylofuranosides in reversing and/or protecting the worms from Mn-
induced toxicity. In addition, we investigated their putative mechanism of action. First,
we determined the lethal dose 50% (LDsg) and the effects of the xylofuranosides on
various toxic parameters. This was followed by studies on the ability of
xylofuranosides to afford protection against Mn-induced toxicity. Both Se- and Te-
xylofuranosides reversed the Mn-induced reduction in survival, decreased reactive
oxygen species (ROS) production, and increased the expression of superoxide
dismutase (SOD-3), indicating that increased survival was associated with decreased
oxidative stress. Furthermore, we observed that the xylofuranosides induced nuclear
translocation of the transcription factor DAF-16/FOXO, which in the worm is known to
regulate stress responsiveness, aging and metabolism. These findings suggest that
xylofuranosides attenuate Mn-induced ROS generation, at least in part, by regulating

the DAF-16/FOXO signaling pathway.
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1. Introduction

The essential trace element selenium (Se) is of fundamental importance to human
health. As a constituent of the small group of selenocysteine-containing
selenoproteins, Se participates in important enzymatic reactions (Papp et al., 2007).
In contrast to Se, tellurium (Te) does not serve known essential biological functions in
living systems, although tellurocysteine and telluromethionine have been detected in
some bacterial proteins (Boles et al., 1995; Budisa et al., 1995).

Organochalcogens are promising pharmacological agents that possess significant
biological activities (Meotti et al., 2003; Nogueira et al., 2004). Selenium compounds
possess antinociceptive and anti-inflammatory (Jesse et al., 2009), antisecretory and
antiulcer (Savegnago et al., 2006c), antioxidant (Borges et al., 2008; Imai et al.,
2003; Prigol et al., 2009; Santos et al., 2005) properties. On the other hand, tellurium
compounds also present neuroprotective (Avila et al., 2010), hepatoprotective (Avila
et al.,, 2011), anticancer (Engman et al., 2003) properties. The beneficial effects of
organochalcogens are attributed, at least in part, to their antioxidant activity (Acker et
al., 2009; Prigol et al., 2008; Souza et al., 2009) as they are potent ROS scavengers
(Nogueira et al., 2004). Hence, researchers have increasingly sought to develop
natural and synthetic organochalcogens with antioxidant activity and to decipher their
molecular mechanisms of action (Affeldt, 2012; Braga, 2010a; Braga et al., 2010b).

The compounds tested herein were synthesized from carbohydrate D-xylose, and
are referred to as xylofuranosides. Because of the complexity of mammalian models,
it has been difficult to determine the molecular pathways and specific proteins that
are modulated in response to treatments with these compounds.

We used C. elegans, a free-living nematode that lives mainly in the liquid phase of

soils and is the first multicellular organism to have its genome completely sequenced.
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The worms’ genome shows an unexpectedly high level of conservation with the
vertebrate genome, which makes C. elegans an ideal system for genetic, molecular
and developmental studies (Bettinger et al., 2004; Brenner, 1974; Leacock and
Reinke, 2006; Schafer, 2006; Schroeder, 2006). The straightforward generation of
knockout strains for genes of interest and of transgenic worms expressing green
fluorescent protein (GFP)-tagged proteins make it an ideal model for expression or
protein localization studies (Chalfie et al., 1994; Gerstein et al., 2010; Helmcke et al.,
2010). The short life-cycle, easy and inexpensive maintenance, and detailed
characterization of the complete cell lineage (zygote to adult) allow the utilization of
rapid, low-cost tests that readily lend themselves to mechanistic studies of toxicant
action (Peterson et al., 2008), including Mn-induced toxicity (Benedetto et al., 2010).

Exposure to excessive Mn levels, increased brain Mn deposition leads to
dopaminergic (DAergic) neurodegeneration and an extrapyramidal syndrome
referred to as manganism, which shares multiple clinical features with Parkinson’s
disease (PD) (Benedetto et al., 2010). Oxidative stress mediates, at least in part, Mn-
induced toxicity and is associated with compromised antioxidant defenses
(Benedetto et al., 2009; Erikson et al., 2006).

C. elegans possess antioxidant defense system analogous to those inherent to
mammalians. Among them is SOD, the gene sod-3 encodes the mitochondrial Mn-
SOD isoform (Giglio et al., 1994), which is regulated by the insulin/IGF-like signaling
(IIS) pathway. Moreover, an increase or decrease in antioxidant defenses, such as
SOD-3, requires mediators of the stress response, such as the transcription factor
DAF-16, a homolog of mammalian FOXO (forkhead box O subclass of transcription

factors).


http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_factor
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In the present study, we sought to determine the efficacy of the xylofuranosides
compounds with antioxidant activity to attenuate Mn-induced ROS. Specifically, we
hypothesized that the Se- and Te-containing xylofuranosides will rescue C. elegans
from the Mn-induced toxicity. We focused specifically on the efficacy of the
xylofuranosides compounds in attenuating Mn-induced ROS generation and their

mechanism/s of action.

2. Materials and Methods

2.1 Chemicals

Compound 1 {(3aR,5S,6R,6aR)-2,2-dimethyl-5-(p-tolylselanyl-methyl)
tetrahydrofuro [2,3-d] [1,3] dioxol-6-0l} (Se compound), Compound 2
{(3aR,5S,6R,6aR)-2,2-dimethyl-5-(p-tolyltellanyl-selanyl-methyl) tetrahydrofuro [2,3,d]
[1,3]dioxol-6-0l} (Te compound) (Figure 1A and 1B) were synthesized according to
previously described methods Braga et al.,, (2010a). All the other reagents were
obtained from Sigma (St. Louis, MO). These xylofuranosides were chosen based on
a pre-screening of their scavenger activity in vitro using egg yolk and mouse liver
assays (data not shown).

2.2 C. elegans strains and handling of the worms

C. elegans Bristol N2 (wild type), TJ356 (DAF-16::GFP) and CF1553 (SOD-
3::GFP) (muls84n) were handled and maintained at 20°C on E. coli OP50/NGM
(nematode growth media) plates as previously described by Brenner (1974). All
strains were obtained from Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Minnesota).
Synchronous L1 population were obtained by isolating embryos from gravid
hermaphrodites using bleaching solution (1% NaOCI; 0.25M NaOH), followed by

floatation on a sucrose gradient to segregate eggs from dissolved worms and
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bacterial debris, accordingly to standard procedures previously described by
Stiernagle (1999).

2.3 Dose-response curves and acute Mn exposure treatments

The lethal dose 50% (LDsp) of Compound 1 and Compound 2 in C. elegans was
determined with doses ranging from 0.01 to 2.25 mM. Synchronized L1 worms
(2.500) were treated for 30 min with each of the Xylofuranosides, followed by three
washes with 85 mM NaCl solution. Worms were placed on OP50 seeded NGM plates
and dose-response curves were plotted from scoring the number of surviving worms
on each dish at 24h post-exposure. LDso values were obtained from these curves.
Xylofuranosides’ doses below the LDgs (5% lethality) were chosen for subsequent
experiments.

To assess the effect of xylofuranoside on Mn-exposed animals, we pre- or post-
treated (2.500) worms for 30 min with doses below the LDgs of each Compound and
30 min with Mn 75 mM as follows: pre-treatment {Group 1: DMSO/H,0; Group 2:
DMSO/Mn 75 mM; Group 3: Compound 1 or 2 (0.1 pM)/Mn 75 mM; Group 4:
Compound 1 or 2 (10 pM)/Mn 75 mM and Group 5: Compound 1 or 2 (25 puM)/Mn 75
mM}; post-treatment {Group 1: H,O/DMSO; Group 2: Mn 75 mM/DMSO; Group 3: Mn
75 mM/Compound 1 or 2 (0.1 puM); Group 4: Mn 75 mM/Compound 1 or 2 (10 uM)
and Group 5: Mn 75 mM/Compound 1 or 2 (25 uM) }; followed by three washes in
NaCl 85 mM. Next, worms were placed on OP50 seeded NGM plates. Scoring of
surviving worms was performed 24h after exposure. For all dose-response curves,
scores were normalized to percent of control (0 mM xylofuranoside/0 mM MnCl,
exposure). The Mn dose was based on a dose-response curve performed in pilot

studies (data not shown).
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2.4 Lifespan experiments

Synchronized L1 worms (1.500) were acutely exposed to the xylofuranoside
compounds as described earlier. Live and healthy-looking worms (around 20 per
condition in duplicates) were collected on the same day at the late L4 stage and
transferred every four days to new OP50-seeded NGM plates. Survival was
assessed each day until all worms died. All tested C. elegans strains were assessed
in parallel, and each experiment was performed in triplicates. Plotted curves
represent averages of three independent experiments.

2.5 Brood size

Synchronized L1 worms (1.500) were acutely exposed to the xylofuranosides as
previously described. After 24h, worms were individually transferred to new NGM
plates seeded with OP50. For assessing brood size, nematodes were monitored and
transferred to a new plate every 1.5 days, and the total number of eggs released on
the plates was scored (Guo et al., 2009). The data were expressed as percent of
control. The experiments were repeated triplicates in three independent worm
preparations.

2.6 Fluorescence quantification

GFP fluorescence was assayed with a plate reader (CHAMELEON™YV Hidex
Model 425-106). Synchronized L1 worms (1.500) were acutely exposed to the
xylofuranosides as previously described. Control or treated worms (1.500 per group)
were pipetted into 100 pL of M9 buffer to each well (of a 96-well plate), and total GFP
fluorescence was measured with 485 nm excitation and 530 nm emission filters.

Quadruplicates were used for each determination.
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2.7 ROS measurement

Synchronized L1 worms (10 000) per condition were acutely treated with each of
the xylofuranosides and/or Mn (0 or 50 mM), as previously described. Next the
worms were homogenized by sonication and centrifuged. The supernatants were
transferred to a 96-well plate and 2’7’ dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) was
added at a final concentration of 3.25 mM. Fluorescence intensity was measured
(excitation: 485 nm; emission: 535 nm) as previously described (Liao et al., 2011),
using a plate reader (CHAMELEON™YV Hidex Model 425-106). The fluorescence
from each well was measured for 120 min at 10 min intervals. Fluorescence
measurements were normalized to time zero values, and changes in fluorescence
(reflecting ROS levels) were expressed as percent control. The experiments were
performed in triplicates in three independent worm preparations.

2.8 Epifluorescence microscopy

For each slide, at least 30 worms were mounted on 2% agarose pads in M9 and
anaesthetized with 0.2% tricaine/0.02% tetramisole in M9. Image acquisitions and
scoring were carried out with an epifluorescence microscope housed in air-
conditioned room (20-22°C).

2.9 Mn analysis by atomic absorption spectrophotometry

Triplicates of 10 000 L1 worms per condition were treated with MnCl, 75mM as
previously described. The samples were washed eight times with NaCl and
subsequently dehydrated at 70°C for 3h and further digested in 200 pL ultrapure
nitric acid for 2h in a sand bath (70°C). Analysis was carried out with an ANALYTIK
Jena AG (Jena, Germany) model ZEEnit 600 atomic absorption spectrometer
equipped with SpectrAA (Varian, Australia) hollow cathode lamps. A transversal

Zeeman-effect background correction system operating in two or three-field was
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used for graphite furnace measurements. Bovine liver digested in ultrapure nitric acid
was used as internal standard (NSB Standard Reference Material; U.S. Department
of Commerce, Washington, DC, USA; diluted at 5 pg Mn/L).

2.10 Statistics

Dose-response lethality curves, longevity curves and ROS content were
generated with GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.). We used a sigmoid dose-
response model with a top constraint at 100% to draw the curves and determine the
LDso or the average lifespan values reported in the graphs. Statistical analysis of
significance was carried out by one-way analysis of variance (ANOVA) for the dose-
response curves, longevity curves and ROS content, followed by post-hoc Tukey test
when the overall p value was less than 0.05. In all figures, the bars represent the

standard error of the mean (SEM).

3. Results

3.1 Dose-response curves for xylofuranosides

Using a sigmoid dose-response curve with a top constraint at 100% to determine
the LDsp, the LDsg for Se- and Te-xylofuranosides approximated 0.73 mM and 0.8
mM, respectively (Figure 2). In this assay, the worms showed similar tolerance to Te-
and Se-xylofuranosides.

3.2 Effects of sublethal doses of Compounds 1 and 2 on Mn-induced toxicity

Mn (75 mM) caused ~40% decrease in worm survival. Pre-treatment for 30 min
with below the LDgs doses of Compound 1 (0.1 puM) protected the worms from the
Mn-induced lethality; however at higher tested doses, Se-xylofuranosides failed to
protect the worms from Mn-induced lethality (Fig. 3A; p<0.05 compared to the Mn-

treated group). This effect was absent in worms pre-treated with Te-xylofuranosides
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prior to Mn (Fig. 3B). Post-treatment with below the LDgys doses of Se-xylofuranosides
(0.1 puM and 10 pM) reversed the Mn-induced lethality in the worms, restoring
survival rate to levels indistinguishable from controls (Fig. 3C; p<0.05 compared to
the Mn-treated group). Te-xylofuranosides (10 uM) also reversed the Mn-induced
lethality (Fig. 3D; p<0.05 compared to the Mn-treated group). However, the effects
were not dose-dependent, and Se-xylofuranosides at 25 uM failed to rescue the
worms from the Mn-induced lethality. In contrast, post-treatment with Te-
xylofuranosides effectively reversed the Mn-induced lethality both concentrations 10
and 25 uM.

3.3 Life span and brood size followed xylofuranoside exposure

As shown in Fig. 4, treatments with Se-xylofuranosides (Fig.4A) or Te-
xylofuranosides (Fig. 4B) at all tested doses had no effect on the worms’ life-span.
This data indicates that these compounds do not increase the worms’ life-span. Next
we examined the effects of xylofuranosides on C. elegans fertility by measuring
brood size. As shown in Figures 5A, Se-xylofuranosides at the lowest tested dose
(0.1 uM) caused a significant increase in brood size vs. unexposed animals (Fig. 5A;
p<0.05 compared to the control group). In contrast, Te-xylofuranosides did not affect
the brood size (Fig. 5B).

3.4 ROS levels

ROS levels were determined with the dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) dye,
which is oxidized to the DCF fluorophore in the presence of free radicals. Mn
exposure caused a significant increase in DCF-DA oxidation from t=30 min, reflecting
the generation of ROS (Fig. 6; p<0.0001). Post-treatment with Te-xylofuranosides for

30 min at both 10 uM or 25 pM reversed the Mn-induced ROS generation (Fig. 6;
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p<0.0001). Se-xylofuranosides failed to fully reverse the Mn-induced effect on ROS
generation in the worms.

3.5 Fluorescence quantification

An increase in SOD-3 expression was observed following treatment with both
xylofuranosides (Fig.7A), suggesting increased levels of antioxidants. In agreement,
treatments with both compounds caused increased translocation of the transcription
factor DAF-16 to the nucleus (Fig. 8B, Control; Fig. 8C, Treated), consistent with the
increased transcription of SOD-3 (Fig. 7).

3.6 Effects of Compound 2 on Mn levels

To determine whether Te-xylofuranosides affected net Mn uptake, we measured
Mn levels in whole worms. Pre-treatment with Te-xylofuranosides and Mn did not
alter Mn levels compared with worms treated with Mn alone, suggesting that Te-

xylofuranosides does not affect net Mn fluxes (Figure 9).

4. Discussion

In the present study, we examined the antioxidant effect of two synthetic
organochalcogens that belong to the xylofuranosides class (Fig. 1) using C. elegans
as an experimental model and Mn as pro-oxidant. First, we analyzed the LDsg for the
xylofuranosides, noting an LDsp of 0.73 mM for Se-xylofuranoside, a relatively high
value for Se-containing Compounds when compared to previous studies (Avila et al.,
2012), and 0.8 mM for Te-xylofuranoside (Fig.2). Next, we showed that Se-
xylofuranoside confers protection against Mn-induced toxicity, and that both Se- and
Te-xylofuranosides (each at specific doses) significantly attenuate the Mn-induced
lethality. The rescue associated with these compounds appears to be mediated via

the IIS pathway, consistent with nuclear translocation of the transcription factor
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FOXO/DAF-16 (Fig.8 A and C) and increased levels of its target protein SOD-3 (Fig.
7A, B and D) in xylofuranoside treated animals.

The concept that Se- and Te-containing molecules may be more potent
nucleophiles (and therefore antioxidants) than classical antioxidants has led to the
design of synthetic organochalcogen compounds (Arteel and Sies, 2001). It has been
noted that Se-containing molecules possess antinociceptive (Savegnago et al.,
2006b) and anticancer (Wang et al.,, 2012) properties. Additionally a recent study
demonstrated the ability of a Se-xylofuranoside to reverse cadmium (Cd)-induced
damage in ovarian tissue (Vargas et al., 2012). Similarly, Te compounds showed
antioxidant (Avila et al., 2008; Savegnago et al., 2006a) and hepatoprotective
activities (Avila et al., 2011), promoted memory improvement (Souza et al., 2012),
and exhibited anticancer properties (Sredni, 2012). Notably, several Te-containing
compounds have been shown to possess antioxidants activity, with greater efficacy
compared to their Se and sulfur analogue (Engman et al., 2000; Engman et al., 1995;
Kanski et al., 2001; Wieslander et al., 1998). These findings are consistent with the
high efficacy of Te-xylofuranoside in preventing lipid peroxidation in egg yolk and
mouse liver in vitro (data not shown).

Both xylofuranoside failed to extend the life-span of C. elegans (Fig.4). This
finding is in agreement with other authors, who demonstrated that the antioxidant
epigallocatechin gallate (Brown et al.,, 2006; Zhang et al., 2009) and other
organochalcogens that prevented oxidative stress, failed to alter life-span in wild-type
worms under non-oxidative stress conditions (20°C) (Avila et al., 2012).

Furthermore, we evaluated the effect of xylofuanosides on C. elegans
reproduction, noting an increase in brood size upon treatment with Se-xylofuranoside

(at the lowest dose), whereas the highest dose had no effect (Fig. 5A). Our finding is
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consistent with studies that observed an increase in brood size in worms treated with
inorganic Se (Li et al., 2011). Se has long been recognized in animal husbandry as
being essential for successful reproduction (Rayman, 2000). In contrast, the Te
analogue compound did not cause significant changes in brood size (Fig. 5B). This is
likely related to the fact that Te does not have any known biological activity. Notably,
both compounds did not cause significant toxicity in the worms, thus leading us to
test their efficacy in attenuating Mn-induced toxicity in C. elegans.

Mn is an essential metal and important for brain development and the functioning
of multiple enzymes, such as Mn-SOD and glutamine synthase (Aschner et al.,
2009). However, it is known that Mn can cause oxidative damage by inhibiting
complexes I, I, Il and IV of the respiratory chain, which is followed by mitochondrial
dysfunction and by a substantial increase in ROS formation, especially superoxide, a
substrate for SOD (Gunter et al., 2006; Zhang et al., 2004). Furthermore, Mn?* is a
potent dopamine (DA) oxidant, leading to the generation of DA quinone products,
followed by DA depletion (Archibald and Tyree, 1987). The resulting quinone can
initiate superoxide radical formation by the reduction to the semiquinone by NADH or
NADPH-dependent flavoproteins, which is then readily oxidized by molecular oxygen
to form superoxide radicals (Martinez-Finley et al., 2013). Notably, Benedetto et al.
(2010), demonstrated that DA secreted by neurons and not intracellular DA is directly
involved in the generation of ROS induced by Mn exposure in C. elegans.

Mn caused a decrease in worms’ survival and an increase in ROS production. Se-
xylofuranoside (at the lowest dose) protected the worms from the ill effects of Mn
(observed after 24h exposure Fig. 3A). This finding may be explained by the
essentiality of Se to the worm (Gladyshev et al., 1999). When worms were treated

with Te-xylofuranoside, a trend towards protection was noted (Fig. 3B). Notably, both
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Se- and Te-xylofuranosides also reduced Mn-induced worm mortality (observed after
24h of exposure, Fig. 3C and 3D), providing further evidence for the ability of these
compounds to reverse the Mn-induced toxicity.

Te-xylofuranoside reversed the Mn-induced effects by decreasing oxidative
stress. ROS generation, assayed by DCF-DA dye fluorescence, was significantly
decreased in Mn-treated worms by Te-xylofuranoside (Fig.6). These effects
coincided with increased expression levels of SOD (Fig.7 B) and the translocation of
DAF-16 to the nucleus (Fig.8 A). The attenuating in Mn-induced ROS levels by Te-
xylofuranoside may be attributed to its free radical-scavenging capacity (data not
shown) and the up-regulation of stress-resistance-related proteins, such as SOD-3
(Wu et al., 2012; Zhang et al., 2009).

The 1IS cascade commences with the binding of insulin-like ligands to the
receptor DAF-2, which phosphorylates a PI3-kinase encoded by the gene age-1.
Thereafter, the signals are transduced via the protein kinases PDK-1, AKT-1/AKT-2
and SGK-1 to the FOXO transcription factor DAF-16, representing the prime target of
this cascade (Houthoofd and Vanfleteren, 2007). DAF-16, a transcription factor and
the worm’s orthologue of mammalian FOXO, translocates from the cytosol to the
nucleus, binds to a daf-16 binding element, (forkhear box O) and activates the
expression of target genes that codify antioxidant enzymes, such as SOD-3. Here we
report that Te-xylofuranoside increased DAF-16 translocation to the nucleus,
increasing SOD-3 expression, thus neutralizing ROS generated in response to Mn
treatment.

Sub-chronic co-treatment with organochalcogen in animals chronically treated
with Mn reduced striatal Mn levels compared with controls (Avila et al., 2010). In

contrast, a recent study in C. elegans showed that treatment with other classes of
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organochalcogens failed to affect Mn levels in the worm (Avila et al., 2012).
Therefore, we investigated whether the efficacy of Te-xylofuranoside in decreasing
ROS generation in response to Mn treatment was due to reduced net Mn uptake in
worms. Our results showed no change after treatment with Te-xylofuranoside, with
Mn levels being indistinguishable from those found in Mn alone treated worms. This
suggests that the Te present in this Xylofuranoside does not compete with Mn

carriers (Fig. 9), consistent with lack of Te uptake via Mn transporters.

5. Conclusion

Se and Te-xylofuranosides did not increase worms’ longevity, yet treatment with Se-
xylofuranoside significantly increased brood size. Additionally, both compounds led to
nuclear translocation of the transcription factor DAF-16, resulting in increased SOD-3
expression. As a consequence, Se and Te-xylofuranosides were efficient in
preventing and/or reversing the oxidative damage caused by Mn in C. elegans.
Furthermore, Te-xylofuranoside also exhibited ROS sequestering activity, reducing
Mn-induced oxidative stress in the worms. Combined, these findings illustrate the
utility of the worm model in elucidating protective and toxic mechanisms, meriting
further pharmacologic characterization of the xylofuranosides as potential
antioxidants.
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Figure Legends
Figure 1. Chemical structure of the xylofuranosides compounds: A) Compound 1
(Se-xylofuranoside), and B) Compound 2 (Te-xylofuranoside).
Figure 2: Dose-response curves for acute treatment with xylofuranosides (30 min):
red line Se-xylofuranoside, yellow line Te-xylofuranoside. Data are expressed as
mean + SEM.
Figure 3: Survival rate following Mn exposure (75mM) and pre-treatment with
xylofuranosides: A) Se-xylofuranoside, and B) Te-xylofuranoside; and post-treatment
with xylofuranosides, C) Se-xylofuranoside, and D) Te-xylofuranoside. Data are
expressed as mean + SEM. * indicates p<0.05 as compared to control Mn.
Figure 4: Life span of worms treated with xylofuranosides. A) Se-xylofuranoside, and
B) Se-xylofuranoside. Data are expressed as meant SEM.
Figure 5: Brood size of worms treated with xylofuranosides. A) Se-xylofuranoside,
and B) Te-xylofuranoside. Data are expressed as meant SEM. * indicates p<0.05 as
compared to controls.
Figure 6: Xylofuranoside pre-treatment protection the Mn-induced ROS production.
ROS were measured by DCF-DA. Black line shows control values, red line shows Mn
group (50 mM), blue line shows Te-xylofuranoside (0.1 uM) vs. Mn, purple line shows
Te-xylofuranoside (10 uM) vs. Mn and pink line shows Te-xylofuranoside (25 uM) vs.
Mn. Data are expressed as mean + SEM. * indicates statistical difference (p<0.05)
from Mn (50 mM) group.
Figure 7: Fluorescence intensity of SOD::GFP. A) Se-xylofuranoside, B) Te-
xylofuranoside, C) Control, and D) Worm treated with xylofuranosides. Data are

expressed as mean = SEM. * indicates statistical difference (p<0.05).



Figure 8: Xylofuranosides cause nuclear translocation of the transcriptional factor
DAF-16 in C. elegans. A) Percentage of worms expressing DAF-16 in the nucleus
and/or in the cytosol, B) control, C) Worm treated with xylofuranosides. Data are
expressed as mean + SEM. * indicates statistical difference (p<0.05) from control
group.

Figure 9: Te-xylofuranoside treatment does not alter Mn levels in N2 (wildtype)

worms. Data are expressed as mean+ SEM.
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 7
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6. CONCLUSOES

> A DL50 para o Se-xilofuranosideo foi de 0,73mM enquanto para o Te-
xilofuranosideos encontramos uma DL50 de 0,8mM.

» O tratamento com doses sub-letais (0,1uM) do Se- xilofuranosideos causou
um aumento na reproducao dos nematoides, o que atribuimos ao fato de o Se
ser um elemento essencial a reproducdo em C. elegans.

» Se e Te-xilofuranosideos contendo Se e Te ndo aumentaram a longevidade
dos vermes assim como outros antioxidantes.

» Se e Te-xilofuranosideos levaram a migracédo nuclear do fator de transcri¢éo
DAF-16.

» Os xilofuranosideos induziram um aumento da expressdo da enzima
antioxidante SOD-3, que é um conhecido alvo da via do DAF-16/FOXO.

» Os xilofuranosideos contendo Se e Te foram capazes de prevenir e/ou
reverter os danos oxidativos causados pelo Mn em C. elegans.

> Te-xilofuranosideo exibiu atividade scavenger de ERO, reduzindo o estresse
oxidativo induzido por Mn.

» Observarmos que o Te-xilofuranosideo nao interfere na absorcédo de Mn pelo
nematoide.

» Esses achados demonstram a utilidade do modelo em elucidar os
mecanismos protetores e toxicos, além de nos possibilitar verificar o potencial
antioxidante in vivo dos compostos e que tal efeito se deve a modulacdo da
via DAF-16/FOXO, a qual possui importante papel na manutencdo do da

homeostase oxidativa e, consequentemente, no envelhecimento.
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7. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para
trabalhos posteriores séo:

> Verificar se os Se e Te-xilofuranosideos, podem exercer alguma atividade

sobre o sistema nervoso dos C. elegans, assim como tentar verificar o

mecanismo de acdo dos compostos;

> Determinar se os compostos sao seletivos para tipos de neurdnios;

> Verificar se os compostos podem influenciar no comportamento dos animais,

e quais 0s possiveis mecanismos estariam envolvidos nesta acao;
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Abstract: Organochalcogens are promising pharmacological agents that possess significant biological
activities, Nevertheless, because of the complexity of mammalian models, it has been difficult to
determine the molecular pathways and specific proteins that are modulated in response to treatments
with these compounds. The nematode worm Caenorhabditis elegans (C, elegans) is an alternative
experimental model that affords easy genetic manipulations, green fluorescent protein tagging and in
vivo live analysis of toxicity. Abundant evidence points to oxidative stress in mediating manganese
[(Mn)-induced toxicity. In this study we challenged worms with Mn, a known pro oxidizing agent, and
investigated the efficacy of selenium (Se)- and tellurium (Te)- xylofuranosides in reversing and/or
protecting the worms from Mn-induced toxicity. In addition, we investigated their putative mechanism
of action. First, we determined the lethal dose 50% (LD50]) and the effects of the xylofuranosides on
various toxic parameters, This was followed by studies on the ahility of xylofuranosides to afford
protection against Mn-induced toxicity. Both Se- and Te-xylofuranosides reversed the Mn-induced
reduction in survival, decreased reactive oxygen species (ROS) production, and increased the
expression of superoxide dismutase (SOD-3), indicating that increased survival was associated with
decreased oxidative stress. Furthermore, we observed that the xylofuranosides induced nuclear
translocation of the transcription factor DAF=16/F0X0, which in the worm is known to regulate stress
responsiveness, aging and metabelism. These findings suggest that xylofuranosides attenuate Mn-
induced ROS generation, at least in part, by regulating the DAF-16/FOXO0 signaling pathway.



