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Resumo

O selénio é um oligoelemento que desempenha um importante papel em muitos
processos bioldgicos e estados de doenga. Nesse sentido, os compostos orgéanicos
de selénio atraem a atencdo da comunidade cientifica, devido as suas atividades
farmacoldgicas. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o possivel efeito do
composto 7-cloro-4-(fenilselanil) quinolina (4-PSQ) em atenuar a disfuncdo cognitiva
e o0 envolvimento do estresse oxidativo e da neuroplasticidade em ratos
envelhecidos. Foram utilizados ratos Wistar, os quais foram divididos em 3 grupos:
grupo | (ratos jovens — 3 meses de idade, 1 ml/Kg de 6leo de canola), grupo Il (ratos
velhos — 22 meses de idade, 1 mL/kg de éleo de canola), grupo Il (ratos velhos + 5
mg/kg de 4-PSQ). Apés 7 dias de tratamento, os animais foram testados nas tarefas
comportamentais. No 72 dia, os animais foram submetidos ao teste do campo
aberto. No 89 dia, os animais foram submetidos ao teste do reconhecimento do
objeto para avaliar a meméria de curto (MCP) e de longo prazo (MLP). Por fim, no
142 dia foram submetidos a eutanasia para os experimentos ex vivo. As dosagens
bioquimicas ex vivo propostas nos hipocampos, cértex cerebrais e sangue tem por
finalidade investigar os possiveis mecanismos envolvidos no efeito do composto na
melhora da memoria dos ratos velhos. Foram realizadas a expressao das moléculas
de adesdo neuronal (NCAM e PST) e atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) nas estruturas cerebrais, bem como os niveis de colesterol sérico. Além
disso, a fim de determinar o potencial antioxidante do composto nos tecidos dos
ratos velhos, foram determinadas em figado, rim, cortex cerebral e bago os niveis de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e tidis ndo proteicos (NPSH), bem
como a atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), e 6-
aminolevulinato desidratase (6-ALA-D). Além do mais, foram dosados os niveis
séricos de ureia e creatinina, bem como a atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), assim como foram
dosados os niveis selénio. Os resultados demonstraram que o tratamento de ratos
idosos com 4-PSQ foi capaz de restaurar a memoria espacial de longo e curto prazo
nos testes de reconhecimento do objetos. No teste do campo aberto, a reducao na
atividade exploratoria (numero de levantamentos) causado pelo envelhecimento néo
foi alterada pelo 4-PSQ, mas o composto restaurou parcialmente a atividade
locomotora (numero de cruzamentos). O 4-PSQ modulou a expressao de NCAM e
PST e a atividade da AChE nas estruturas cerebrais, bem como o aumento nos
niveis de colesterol plasmatico, causado pelo envelhecimento dos animais. Além
disso, foi possivel verificar que o composto restaurou o dano oxidativo no figado,
rim, baco e cortex cerebral (como demonstrado pela restauracdo do TBARS, NPSH,
CAT e GST) e a injuria tecidual (como demonstrado pela restauracao da ureia,
creatinina, AST e ALT) dos ratos. Adicionalmente, os niveis de selénio plasmatico
aumentaram apoés o tratamento com o 4-PSQ. Em conclusdo, o 4-PSQ foi capaz de
restaurar o comprometimento cognitivo e o dano oxidativo causado pelo
envelhecimento em ratos. Importante destacar que o composto modulou a
plasticidade sinaptica, o sistema colinérgico e os niveis de colesterol. Além disso, o
composto apresenta potencial antioxidante contra danos oxidativos nos tecidos
causado pelo envelhecimento.

Palavras-Chave: selénio, quinolina, memoria, estresse oxidativo, envelhecimento.



Abstract

Selenium is a trace element that plays an important role in many biological processes
and disease states. In this sense, organic selenium compounds attract the attention
of the scientific community due to their pharmacological activities. Thus, the aim of
this study was to investigate the effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-
PSQ) on even a cognitive dysfunction and the involvement of oxidative stress and
neuroplasticity in aged rats. Wistar rats were used and divided into 3 groups: group |
(young rats - 3 months old, 1 ml / kg canola oil), group Il (old rats - 22 months old, 1
ml / kg canola oil), group Il (old rats + 5 mg / kg 4-PSQ). After 7 days of treatment,
the animals were tested for behavioral tasks. On day 7, the animals underwent the
open field test. On day 8, the animals underwent the object recognition test to assess
short (STM) and long-term (LTM) memory. Finally, on day 14, they were euthanized
for ex vivo experiments. The proposed ex vivo biochemical dosages in the
hippocampus, cerebral cortex and blood aim to investigate the possible mechanisms
involved in the effect of the compound on memory improvement of old rats. The
expression of neuronal adhesion molecules (NCAM and PST) and
acetylcholinesterase enzyme (AChE) activity were performed in brain structures, as
well as serum cholesterol levels. Furthermore, in order to determine the antioxidant
potential of the compound in the tissues of old rats, levels of thiobarbituric acid
reactive species (TBARS) and non-protein thiols (NPSH) were determined in liver,
kidney, cerebral cortex and spleen, as well as catalase (CAT), glutathione S-
transferase (GST), and d-aminolevulinate dehydratase (6-ALA-D) activity. In addition,
serum urea and creatinine levels were measured, as well as serum aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) activity, as well as
selenium levels. The results showed that treatment of aged 4-PSQ rats was able to
restore long and short term spatial memory in object recognition tests. In the open
field test, the reduction in exploratory activity (hnumber of surveys) caused by aging
was not altered by 4-PSQ, but the compound partially restored locomotor activity
(number of crossings). 4-PSQ modulate NCAM and PST expression and AChE
activity in brain structures, as well as the increase in plasma cholesterol levels
caused by aging. In addition, it was found that the compound restored oxidative
damage to the liver, kidney, spleen, and cerebral cortex (as demonstrated by
restoration of TBARS, NPSH, CAT, and GST) and tissue injury (as demonstrated by
restoration of urea, creatinine, AST and ALT) of rats. Additionally, plasma selenium
levels increased after treatment with 4-PSQ. In conclusion, 4-PSQ was able to
restore cognitive impairment and oxidative damage caused by aging in rats.
Importantly, the compound modulated synaptic plasticity, cholinergic system and
cholesterol levels. In addition, the compound has antioxidant potential against
oxidative tissue damage caused by aging.

Key words: selenium, quinoline, memory, oxidative stress, aging.
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Fig. 2 The experimental protocol. Aged rats were intragastrically (i.g.) treated for
seven days with 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) (5 mg/kg) or vehicle
(canola oil) (1 ml/kg). Young adults animals received the vehicle. On the 14" day,

animals were euthanized by inhalation of isoflurane for ex vivo assays.
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cortex (D). Data are reported as mean * standard error of the mean (SEM). (***)
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento é um processo bioldgico complexo, caracterizado por
alteracdes estruturais e funcionais das células e tecidos, podendo levar a redugéo
das fun¢des cognitivas e aumentar a susceptibilidade a doengas associadas a idade
(SIQUEIRA et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2005; PARADIES et al., 2011). No Brasil,
no ano de 2055, as proje¢des do IBGE estimam que a populagao idosa sera o dobro
da populagéao jovem (IBGE, 2018).

Dentre as diversas capacidades cognitivas afetadas pelo envelhecimento, o
aprendizado e a memoria tém sido foco de grande interesse nas pesquisas clinicas.
A memoéria humana pode ser definida de maneira geral e concisa como a
capacidade neurocognitiva para codificar, armazenar e recuperar informagdes. O
declinio da meméoria figura como uma das queixas mais frequentes na populagao
idosa, e o reconhecimento dos mecanismos envolvidos no curso do déficit de
memoria ao longo do tempo ainda € um desafio para a ciéncia. Entretanto, por se
tratar de um processo biolégico multifatorial, muitos autores mostram que os fatores
nutricionais estdo envolvidos nos processos metabdlicos relacionados com o
comprometimento cognitivo e surgimento de doenca demencial (RONNLUND et al.,
2005; DEL PARIGI et al., 2006; ZAMROZIEWICZ et al., 2017, ARPAWONG et al.,
2017).

A suplementacao alimentar ou farmacolégica com antioxidantes poderia ser
uma alternativa interessante, a fim de mitigar os danos associados a idade
(PALANIYAPPAN e ALPHONSE 2011). Existe um crescente interesse na
compreensao do papel bioldgico do selénio, em particular o seu papel fisioldégico na
saude humana, na prevencado de doencas, e seu uso potencial como um agente
terapéutico (PAPP et al., 2007). O humor e a cogni¢cao sdao exemplos de aspectos
fisioldgicos modificados pela ingestdo de selénio (BERR et al., 2000; BENTON,
2002). Desta forma, torna-se mais evidente que o selénio desempenha um papel
critico na manutencdo do funcionamento adequado do sistema nervoso. Nosso
grupo de pesquisa tem, nos ultimos anos, demonstrado o efeito farmacolégico de
compostos organicos contendo selénio (DUARTE et al., 2017; PINZ et al., 2016;
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REIS et al., 2017; SALGUEIRO et al., 2017; SAVEGNAGO et al., 2013; SILVA et al.,
2017; VOGT et al., 2018, VOSS et al., 2018).

Em adicdo aos compostos organicos de Se, os derivados de quinolina
possuem promissoras atividades bioldgicas, sendo encontrados em produtos
naturais farmacologicamente ativos (BERNOTAS et al., 2010; VANDEKERCKHOVE
e D’HOOGHE, 2015) e usados na clinica (VANDEKERCKHOVE e D’HOOGHE,
2015; CHUNG et al., 2015). Neste contexto, o anel quinolinico tem atraido grande
atencdo no campo do desenvolvimento de drogas e avangos tem sido realizados
com o objetivo de sintetizar novos compostos derivados de quinolina. Estudos
demonstram que esta classe de compostos heterociclicos possuem varias
propriedades farmacoldgicas, tais como antimicrobianas (CUNY et al., 2010),
anticarcinogénicas (ZHANG et al., 2007), anti-inflamatérias (SILVA et al., 2017),
anticonvulsivantes (WILHELM et al., 2014), bem como antioxidante (PINZ et al.,
2016).

Atualmente, o composto 7-cloro-4-(fenilselanil) quinolina (4-PSQ) vem
demostrando propriedades farmacoldgicas promissoras (PINZ et al., 2016; VOGT et
al., 2018). A importancia dessa tese esta relacionada com o interesse em investigar
o efeito do 4-PSQ na memoria e no estresse oxidativo, pois a deméncia apresentada
por pessoas idosas gera custos soécios-econdmicos importantes na sociedade

contemporanea e um prejuizo na qualidade de vida dos individuos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral
Investigar o possivel efeito do composto 7-cloro-4-(fenilselanil) quinolina (4-
PSQ) em atenuar a disfungao cognitiva e o envolvimento do estresse oxidativo e
da neuroplasticidade em ratos envelhecidos.
Objetivos especificos:
% Avaliar a acdo do derivado sintético de quinolina como agente terapéutico na
amenizacao da perda da memoria e dos danos cognitivos causados pelo

envelhecimento;

% Avaliar os possiveis efeitos do 4-PSQ na melhora da neuroplasticidade em

estruturas cerebrais (cortex e hipocampo) de ratos velhos;

% Avaliar o possivel envolvimento da atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

em coértex e hipocampo de ratos velhos tratados com o0 4-PSQ;

«» Determinar os niveis séricos de colesterol dos animais.

%+ Avaliar os marcadores séricos de dano renal e hepatico nos ratos velhos, bem

como a agao do composto em estudo;

*

K/
*

Avaliar a capacidade de reversao do composto 4-PSQ frente a parametros de
estresse oxidativo e na inibicdo da enzima acido &-aminolevulinico
desidratase (8-ALAD).
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% Avaliar o potencial efeito antioxidante do 4-PSQ causado pelo envelhecimento

em diferentes tecidos de ratos Wistar.

% Determinar a concentragao sérica de selénio elementar nos diferentes grupos
de animais em estudo.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Envelhecimento populacional

Nas ultimas décadas o envelhecimento populacional transformou-se em
uma caracteristica mundial. Em 2000, aproximadamente 10% da populagéo global
era idosa, com previsao de crescimento acima de 20% para 2050. De acordo com o
relatorio de 2015 das Nagdes Unidas sobre a idade da populagdo mundial (UNITED
NATIONS, 2015), o numero de pessoas com 60 anos ou mais em todo o mundo
estd projetada para mais que dobrar nos préximos 35 anos, atingindo quase 2,1
bilhdes de pessoas. A maior parte desse crescimento vira a partir das regides
desenvolvidas do mundo, sendo os idosos com mais de 80 anos de idade, o
segmento de crescimento mais rapido da populagdo em algumas regides.

No Brasil, a projecdo é que para o ano de 2050 cerca 65 milhdes de
individuos sejam considerados idosos (IBGE, 2016). Ainda, segundo as projecdes
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2016) a expectativa de vida
dos brasileiros alcancara o patamar de 81,29 anos em 2050. Este indice de vida
pode ser comparado ao de paises desenvolvidos e de alta densidade demografica,
como a Islandia (80,80 anos), a China (82,20 anos) e o Japao (82,60 anos). Dentre
as capitais brasileiras, a cidade de Porto Alegre € a segunda com maior numero de
individuos idosos, com 211.896, correspondendo a uma taxa de 13,5% da
populacao total da cidade (IBGE, 2016).

Apesar das melhorias na expectativa de vida, a doenca de Alzheimer e
processos neurodegenerativos tornaram-se as doengas mais temidas pelos idosos.
Quase todos os cérebros envelhecidos possuem caracteristicas ligadas a
neurodegeneragdo, porém, questiona se essas marcas representam aspectos
menores do envelhecimento cerebral ndo afetando a sua funcéo ou se elas sao
precursoras de doencas neurodegenerativas. No organismo em envelhecimento, o
cérebro parece ser suscetivel a sinais celulares intrinsecos e locais. Alguns estudos

com modelos animais sugerem que sinais ao estresse no sistema circulatério podem
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acelerar ou retardar aspectos do envelhecimento cerebral e da fungdo cognitiva
(SOSA-ORTIZ et al., 2012).

Dentre as alteragoes fisiologicas decorrentes do processo de envelhecimento,
as fungbes do sistema nervoso central (SNC), principalmente as envolvidas no
processo cognitivo, como o aprendizado e memoaria, constituem os principais alvos
de pesquisas realizadas sobre senescéncia, em virtude das constantes queixas por
essa populacao idosa (NYBERG et al., 2012).

Radicais livres, estresse oxidativo e envelhecimento

Em 1956, Harman postulou a teoria dos radicais livres. O autor mostrou que a
acao deletéria dos radicais livres nas células e tecido conectivo seria responsavel
pelo envelhecimento e pelas doencgas degenerativas associadas a esse (HARMAN,
1956). As espécies reativas (ERs) sdo moléculas que englobam uma série de
espécies radicalares ou nao radicalares. As ERs podem ou nao apresentar elétrons
desemparelhados. Dentre as ERs estdo os radicais livres (RLs), os quais sao
moléculas que apresentam um ou mais elétrons ndo pareados, capazes de se
ligarem com muita facilidade a moléculas vizinhas. Na busca de estabilidade, estes
RLs podem desencadear reacdes capazes de danificar e desestabilizar outras
moléculas, fazendo com que ocorra a formacado de novas espécies altamente
reativas que continuam a propagar o dano oxidativo (HALLIWEL e GUTTERIDGE,
2015). Sendo assim, quando as ERs sdao encontrados em excesso, elas podem
causar varios danos nos tecidos e as reacdes que os radicais livres causam estao
associadas com danos a lipideos da membrana celular, proteinas, carboidratos e
DNA, afetando suas funcgdes biolégicas (BENDICH, 1993; SOHAL et al., 1993; YU,
1995).

Dentre as principais estruturas reativas e com maior potencial para gerar
radicais livres estdo as espécies reativas de oxigénio (EROs) (BERTOLIN,
FURLONG e COSTA, 2006). O oxigénio (O2) é metabolizado pela mitocbndria,
através da cadeia de transporte de elétrons. Na parte terminal da cadeia de
transporte de elétrons, a enzima citocromo oxidase remove um elétron de cada uma
das quatro moléculas reduzidas de citocromo c, oxidando-as, e adiciona os quatro
elétrons ao O2 para formar agua (processo que ocorre em torno de 95 a 98 % do
oxigénio consumido pelos tecidos). Os 2 a 5 % restantes sdo convertidos em EROs
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(SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). Existem outras moléculas derivadas dos EROs,
gue também sao reativas, e que nao podem ser chamadas de radicais livres, pois
nao possuem elétrons desemparelhados, mas se enquadram dentro da designacao
de EROs. Existem também outros compostos reativos como as espécies reativas de
nitrogénio que também tem um papel importante na génese das lesdes celulares e
teciduais (DREW e LEEUWENBURGH, 2002; MOTA, FIGUEIREDO e DUARTE,
2004;).

Os RLs sao produzidos de forma continua no organismo, como parte do
metabolismo, por isso existe um complexo sistema de defesa que permite um
equilibrio entre a producédo desses e a ativacao dos antioxidantes, os quais tem
funcao de protecao contra danos oxidativos. No entanto, o organismo fica vulneravel
a danos produzidos por RLs, sob determinadas condi¢des, tais como, quando os
sistemas de defesa sao ineficientes, ou na presenga de doengas que ndo permitem
a absorcao de antioxidantes ou a sintese adequada de enzimas para destruir as
EROs e reparar o dano (JIMENEZ et al., 2005). Algumas condi¢cdes exogenas,
como, exposicao a luz ultravioleta, fumaca de cigarro, e outros poluentes ambientais
também estdo relacionadas com o aumento da formagado de RLs pelo organismo
(BENDICH, 1993).

Os RLs apresentam algumas caracteristicas significantes que podem estar
associadas com a maneira como esses podem influenciar no processo de
envelhecimento. Podemos citar o fato de serem componentes indissociaveis do
metabolismo de um organismo normal, e as suas reagcdes com outros componentes
biologicos terem a capacidade de causar efeitos deletérios direta e indiretamente
sobre a estrutura e funcéo celular e, ainda, possuem capacidade de interagir com
componentes genéticos intrinsecos para modificar o curso do envelhecimento
(FARMER e SOHAL, 1989; DEAN et al., 1992; CHAUDHARY et al., 1994).

O conceito de estresse oxidativo foi oriundo de reformulacdes na Teoria dos
RLs, a partir da identificacdo de EROs e outras moléculas reativas potencialmente
geradoras de RLs, aliada ao reconhecimento dos processos antioxidantes e dos
sistemas de reparacao (YU, 1996). O estresse oxidativo pode ser definido como um
desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes a favor dos primeiros (FREI,
1999). Portanto, ele pode ser produzido tanto por excesso de RLs, quanto por
ineficacia dos sistemas de defesa antioxidante (MCARDLE, VASILAKI e JACKSON,
2002). Os antioxidantes podem ser considerados uma substancia que, quando
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presente em baixas concentragdes em relacdo as concentragées dos substratos
oxidaveis, retarda ou inibe, a oxidagdo desses substratos por RLs (SIES, 1997). Os
mecanismos antioxidantes do organismo atuam contra os RLs de diversas maneiras:
1) prevencado (prevenindo a formacdo de radicais hidroxila, por exemplo); 2)
interceptacgao (varrendo o excesso de espécies oxidativas através de enzimas como
a superoxido dismutase e a catalase, por exemplo); 3) reparacao (reparando ou
eliminando biomoléculas danificadas através de enzimas como a glutationa
peroxidase, glutationa redutase e a metionina-sulféxido redutase) (NUNEZ-SELLES,
2005).

A capacidade antioxidante de um organismo depende, ndo sé do papel
especifico de cada mecanismo antioxidante, mas também da cooperagao entre os
mesmos, de modo a proteger as célula dos potenciais efeitos nocivos das EROs
(MOTA, FIGUEIREDO e DUARTE, 2004). Existe uma variabilidade destas defesas
antioxidantes entre as espécies, mas a sua existéncia € universal entre os
organismos com metabolismo aerdbio. Essa universalidade sugere que a prote¢cao
contra os potenciais efeitos deletérios dos radicais livres € essencial para a
sobrevivéncia das células (BECKMAN e AMES, 1998). Ha crescentes evidéncias de
que o estresse oxidativo, desencadeia alteragdes bioquimicas nas células. Essas
alteracoes sao importante fator contribuinte em varias doencgas crénicas tais como a
aterosclerose e doencas cardiovasculares, doengcas neurodegenerativas,
neoplasicas e, provavelmente, do processo de envelhecimento em si (MINELLI et
al., 2009; SERRA et al., 2009).

Memoéria

Dentre todas as fungdes cognitivas, a memoria € considerada uma das mais
importantes, pois €& fundamental para o desenvolvimento da linguagem, da
consciéncia de quem somos e do reconhecimento de pessoas e objetos (YASSUDA
et al., 2006). O aprendizado é o processo resultante da interacdo do individuo com o
meio ou de representacbes que possibilitam aquisicdo de novas habilidades ou
informacdes. A memoria, por sua vez, compreende o conjunto de mecanismos que
operam no SNC para que o aprendizado ocorra (IZQUIERDO et al., 1988).

A memodria pode ser definida como um processo de aquisicdo, formacao,
conservagao e evocacao de informacdes. A aquisicao é também chamada de
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aprendizado ou aprendizagem, visto que sO6 € gravado o que foi aprendido. A
evocacao € também chamada de recordacédo, lembrancga, recuperacao, uma vez que
s6 é possivel lembrar aquilo que foi aprendido (IZQUIERDO, 2011).

Sendo assim, a formacdo da memodria requer modificagbes celulares e
moleculares que ocorrem na fase de consolidagao. Apos, a memaoria € armazenada
em um estado estavel e durante a evocacgéo, torna-se labil novamente, necessitando
de processos, como a transcri¢cao e a tradugao génica, ativagao de receptores, entre
outros mecanismos, para sua manutencao (LEE et al., 2005; da SILVA et al., 2008).
A reconsolidagdo da memoria mantém e acrescenta novas informagdées a memoria
antiga, enquanto que a extingdo permite formar nova memdria com significado
diferente da memoaria original (IZQUIERDO et al., 2002).

E na etapa da evocacdo onde se tem informacdes retidas, também chamada
de recordacao ou lembranga. No momento da evocagéao, o cérebro deve recriar, em
instantes, memodrias que levam horas para serem formadas, e nesse momento,
ocorre uma reativacdo das redes sinapticas de cada memoria especifica. E bem
reconhecido o fato de que quanto mais informagdes ou “dicas” forem dadas a
respeito da memoaria a ser evocada, mais rapido e facil ela sera lembrada, por uma
maior ativagdo destas redes neuronais (IZQUIERDO, 1998; IZQUIERDO, 2006).

Em alguns casos podem acontecer os chamados “brancos” da memoria, que
sdo déficits associados a evocacado, e nao afetam a memoria consolidada, que
permanece intacta, somente ndo expressa. Estes eventos podem ocorrer devido a
situacdes de estresse ou ansiedade excessiva, ou também serem causados pela
atuacao de glicocorticoides em excesso no hipocampo ou na amigdala basolateral
(IZQUIERDO, 2006).

As funcbes envolvendo o armazenamento de informagcdes emergem como
resultado do funcionamento do SNC e envolvem a participacao de certas estruturas
encefalicas na formacao das memorias (OFEN et al., 2012). O hipocampo compde o
sistema limbico e € uma estrutura subcortical do lobo temporal. O hipocampo tem
uma funcdo fundamental na formacdo de memodrias declarativas de curta e longa
duracao, e diferentes areas corticais interagem com o hipocampo para regular a
aquisicao e o armazenamento de novas informagoes (KANDEL, 1997; IZQUIERDO
et al., 1998).
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Envelhecimento e memoaria

Diversas mudangas no funcionamento da memoria ja foram bem
documentadas, e sdo esperadas durante o envelhecimento saudavel (YASSUDA et
al., 2002; GRADY 2013). Embora tais mudancgas possam ter impactos negativos, isto
ndo ocorre de maneira uniforme e devastadora (ARGIMON e STEIN, 2005). Além
disso, ha grande variabilidade entre os individuos no que se refere a intensidade dos
efeitos do envelhecimento na memoria, especialmente por se tratar de uma
caracteristica multifatorial (YASSUDA et al., 2006). Por exemplo, sabe-se hoje que a
velocidade do processamento das informagdes, importante a formacao de novos
tracos de memdria, € menor nos adultos mais velhos do que nos jovens. Isto é, em
média, um senhor de 65 anos necessitara de mais tempo para processar (ler,
compreender, memorizar) as informac¢des da primeira pagina do jornal do que seu
neto de 20 anos. Sabe-se também que o declinio que ocorre com a idade na
memoria para fatos, também chamada de memodria episddica, € mais acentuado do
que o declinio que ocorre na memoria semantica, que € usada para materiais
linguisticos (CANCADO e HORTA 2006).

Embora estudos sejam conduzidos para investigar os mecanismos celulares
e moleculares envolvidos no processo de envelhecimento normal, ainda ndo esta
totalmente esclarecido como este processo interfere na reducdo das funcgdes
neuronais e gliais e na disfuncao cognitiva (WEINERT e TIRIMAS, 2003). Evidéncias
experimentais tém sugerido que as modificagdes do microambiente do encéfalo
senescente estdo associadas ao estresse oxidativo, ao aumento da reatividade
microglial e a inflamacao crénica (SIQUEIRA et al., 2005).

Dentre as diversas capacidades cognitivas afetadas pelo envelhecimento, o
aprendizado e a memoéria tém sido de grande interesse nas pesquisas clinicas e na
area basica. Definir a memodria e o aprendizado é uma tarefa dificil, visto que séo
muitas as perspectivas possiveis para o estabelecimento de marcos conceituais
(HEBERT et al., 1995; FERRI et al., 2005).

Além disso, estudo anterior realizado demonstrou que ratos entre 22 e 24
meses de idade apresentam um prejuizo significativo da memoria de
reconhecimento quando comparados a ratos adultos jovens (de LIMA et al., 2005). O
teste de reconhecimento do objeto desenvolvido por Ennaceur e Delacour (1988)

tem sido utilizado como uma ferramenta experimental para buscar novos
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tratamentos na memoria e para investigar os mecanismos neurais do processo de
memoria e aprendizado (EACOTT e NORMAN, 2004).

Neuroplasticidade

A neuroplasticidade congrega diversos processos de vital importancia pelos
quais o cérebro percebe, se adapta e responde a uma variedade de estimulos
internos e externos. As manifestacées da neuroplasticidade no sistema nervoso
central adulto s&o caracterizadas como alteragbes na fung¢do dendritica,
reestruturacdo sinaptica, brotamento axonal, extensdo do neurénio, sinaptogéneses
e neurogéneses (MESULAM, 1999).

Nesse contexto, a neuroplasticidade pode ser estrutural e funcional. A
neuroplasticidade estrutural inclui um conjunto de processos que vao desde a
neurogénese e sinaptogénese até a expressdo de fatores neurotréficos e
angiogénicos. A neuroplasticidade funcional envolve um conjunto de processos 0s
quais ndo causam mudancgas na estrutura cerebral (HUANG et al.,, 2014). No
entanto, é importante destacar que 0s processos cerebrais relacionados a
neuroplasticidade funcional e processos cerebrais relacionados a neuroplasticidade
estrutural interagem entre si. Portanto, ambos os tipos de neuroplasticidade n&o
podem ser considerados como conceitos categdricos e/ou processos independentes
(CESPON et al., 2018).

A flexibilidade do cérebro envolve um aumento da eficiéncia no
processamento de informacgdes e/ou gerenciamento de demandas, que nao exigem
modificagées cerebrais, mas sim o uso de circuitos alternativos disponiveis que
permitem ao cérebro gerenciar demandas ambientais ou cognitivas de forma mais
eficiente. Assim sendo, o aumento da neuroplasticidade transmite maior flexibilidade
cerebral (LOVDEN et al., 2010).

Sendo assim, alteragdes no equilibrio da plasticidade neural estdo associadas
a varias doencas neuropsiquiatricas. Sabendo que algumas mudancas cerebrais
ocorrentes com o envelhecimento incluem mudangas nos neurotransmissores, a
avaliacdo da concentracao de neurotransmissores juntamente com a avaliagdo de
algum desiquilibrio na plasticidade cerebral tornam-se bons marcadores do dano
cerebral (CANCADO e HORTA, 2002).
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Moléculas de adesao celular neuronal (NCAM)

A molécula de adesdo celular neural (NCAM) é uma glicoproteina de
membrana pertencente a superfamilia das imunoglobulinas (lg), codificada pelo
gene NCAM1, sendo expressa na superficie de neurdnios, células gliais, musculares
esqueléticas e natural killers. Dessa forma, essa glicoproteina influencia na
proliferacdo, no crescimento, na diferenciagdo e na sobrevida destas células
(GUBKINA et al., 2001).

Pelo menos 27 diferentes RNAm de NCAM séo produzidos, gerando uma
grande diversidade de isoformas de NCAM (REYES et al.,, 1991). NCAM medeia a
adesao celular através de um sitio homofilico, bem como através de interagdes
heterofilicas. O dominio extracelular da NCAM consiste de cinco dominios
semelhantes as imunoglobulinas (lg), seguidos de dois dominios de fibronectina de
tipo Il (FNII). Os diferentes dominios da NCAM mostraram ter papéis diferentes,
com os dominios Ig sendo envolvidos na ligacdo homofilica a NCAM, e os dominios
FNIIl estarem envolvidos na sinalizagao relacionada ao crescimento de neurénios
(KISELYOV et al., 2005).

A NCAM promove o crescimento de neurbnios pela via homofilica (NCAM-
NCAM) bem como heterofiica (NCAM-receptor do fator de crescimento de
fibroblastos), sendo que estas interagcdes ativam a cascata de sinalizagao
intracelular. A adesao celular mediada por NCAM induz a ativagcao de - proteina
cinase |l alfa dependente de calmodulina, que entdo ativa proteina tirosina fosfatase-
a do tipo receptor e promove a ativagao de proteina tirosina cinase Fyn, resultando
na estimulacao de cinase de adesao focal e crescimento e sobrevivéncia neuronal.
As interagcoes homofilicas de NCAM também estimulam o recrutamento de proteina
associada ao crescimento-43, resultando na formacdo do complexo spectrina-
proteina associada ao crescimento-43- proteina cinase C beta2, que promove
remodelamento do citoesqueleto e crescimento de neuritos (WALMOD et al., 2004).
A literatura mostra que essa sinalizagdao intracelular induzida por NCAM é
dependente da concentracdo de calcio citoplasmatico (KIRYUSHOKO et al., 2006).
Mediando a adesao celular para outras células e para a matriz extracelular, a NCAM
influencia na migracao, fasciculacao e formacao de sinapses no cérebro (STOENICA
et al., 2006; SENKQOV et al., 2006). Essa acado direta da NCAM na plasticidade
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neuronal leva a modificagdes no aprendizado e na regeneracao nervosa (KISELYOV
et al., 2005; WALMOD et al., 2004).

As glicoformas NCAM podem ser modificadas pds-traducionalmente pela
adicao de acido polissialico (PSA). A polissialilagdo da NCAM é catalisada por duas
sialiltransferases, sialiltransferase-X (ST8Sia II/STX) e polissialiltransferase-1
(ST8Sia IV/IPST) (JAKOVCEVSK et al., 2007; OLTMANN-NORDEN et al., 2008). Por
elevar a massa molecular das isoformas de NCAM, a polissialilagdo aumenta o raio
hidrodindmico da sua regidao extracelular, com o consequente alargamento do
espaco intermembrana e ruptura das propriedades adesivas da NCAM e outras
moléculas de adesdo. A este respeito, a PSA-NCAM é considerada um inibidor
global da adesao celular, diminuindo as propriedades de ligacdo homofilica da
NCAM, o que leva a reducao da adesdao celular e, assim, facilitam a migracao celular
e invasao (von DER OHE et al., 2002; CHARLES et al., 2000).

A reducdo da expressdo nos niveis NCAM foram associadas com
comprometimento da memdéria, depressao, disturbios do espectro autista e
esquizofrenia (AONURM-HELM et al.,, 2016). Na doenca de Alzheimer, onde os
depdsitos de placas afetam a rede de proteinas neurofibrilares, os eventos de
neurodesenvolvimento mediados por NCAM na formacao de memoria estdo inibidos,
e no envelhecimento, a perda de neurbnios pode limitar as mudancas de
conectividade sinaptica associadas com a aquisicdo e consolidacdo da memoria
(NIZZARI et al., 2012).

Um estudo desenvolvido por Bisav e colaboradores (2013) mostrou que a
expressdao da NCAM esta diretamente relacionada com uma maior vulnerabilidade
para o desenvolvimento de disturbios cognitivos induzidos pelo envelhecimento em
tarefas de aprendizagem e memodria que dependem criticamente da integridade
funcional do cértex pré-frontal e do hipocampo. Estes resultados elucidaram que os
deficits de NCAM podem resultar em uma diminuicdo na plasticidade estrutural em
redes neuronais relevantes, as quais sao necessarias para mediar processos de

memoria de trabalho/episadico.

Acetilcolinesterase (AChE)

O declinio cognitivo € uma das sindromes geriatricas associadas a um

aumento do risco de mortalidade prematura. Foi descrito a relagdo do déficit
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congnitivo com varios mecanismos que poderiam explicar essa associagdo (SOYSA
et al., 2016; NASEER et al., 2016). Um desses mecanismos corresponde a
ocorréncia de acdes repetidas e transtornos comportamentais devido a memoria
episodica e comprometimento na atencao devido a deficits colinérgicos. A formagao
de memoria € modulada por varios sistemas de neurotransmissores, entre eles o
sistema colinérgico (UWANO et al., 2012; SCHOFIELD et al., 2014).

O sistema colinérgico desempenha um papel essencial nos processos de
aprendizado e memoria. A transmissdo colinérgica (Figura 1) &€ baseada em
proteinas que estdo envolvidas na sintese, estocagem, transporte e degradacao do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016).
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Figura 1. Representacdo de uma sinapse da via colinérgica. Siglas: Acetilcolina (ACh); AChE
(Acetilcolinesterase); Colina acetiltranferase (ChAT); Adenosina difosfato (ADP); Adenosina trifosfato
(ATP); Proteina de membrana associadas a vesiculas (VAMPS); Proteinas sinaptossémicas
(SNAPS); Receptores nicotinicos (nAChR); Receptores muscarinicos (mAChR); Transportador
vesicular de acetilcolina (ACh co-T). Adaptado de BRUNTON et al., (2011).

A sintese de ACh ocorre nos terminais nervosos dos neurénios colinérgicos a
partir de dois precursores, a colina e a acetil-coenzima A. A colina acetiltranferase
(ChAT) catalisa a sintese de ACh que, por sua vez, pode interagir com receptores
colinérgicos pré- e pos-sinapticos. A ChAT é ativada quando ha despolarizagao,
influxo de calcio e fosforilacdo por diversas proteinas quinases. A medida que o
neurdnio colinérgico €& despolarizado, a ACh é liberada na fenda sinaptica por
exocitose, e assim ativa seus receptores. Posteriormente, o neurotransmissor &

rapidamente inativado pela Acetilcolinestesre (AChE), enzima que esta geralmente
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presente na membrana plasmatica de neurénios da fenda sinaptica (DEIANA et al.,
2011).

O neurotransmissor ACh liga-se a duas classes de receptores: os receptores
colinérgicos nicotinicos, de acao ionotrdpica, e o0s receptores colinérgicos
muscarinicos, de acao metabotropica (FERREIRA-VIEIRA et al.,, 2016). Os
primeiros, ao serem ativados, permitem o influxo de ions como Na*, K* e Ca?*, e
apos sua ativagdo ha uma despolarizacdo e excitagdo celular, assim essa resposta
intracelular resulta em uma atividade modulatéria no SNC. Centralmente, a
estimulacdo desses receptores facilitam a liberagao de diversos neurotransmissores,
como o glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA), dopamina e ACh. Por sua
vez, a alta concentracdo de ACh estd envolvida nos processos de memoria e
aprendizado (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016).

Ja os receptores muscarinicos, que sdo os mais abundantes, pertencem a
classe dos receptores acoplados a proteina G (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016). Os
estudos de clonagem identificaram cinco subtipos de receptores muscarinicos: M1-
M5. Os impares, M1 (presentes no SNC e gléandulas exdcrinas), M3 (presentes no
SNC, pulméao, ileo) e M5 (SNC), ligam-se preferencialmente a proteina Gaq e o seu
segundo mensageiro € a fosfolipase C, que produz uma resposta celular excitatoéria.
Além disso, pressupde-se que os subtipos M1 e M5 estdo mais presentes no
cérebro, principalmente o M1, que é requerido para a ativacdo de enzimas
importantes envolvidas com a plasticidade sinaptica. J&4 os M2 (presentes no SNC,
coracao, pulmao e ileo) e M4 (presentes no SNC e pulmao) sdo acoplados a
proteina Gai, e podem afetar a adenilato ciclase promovendo assim uma diminui¢cao
da excitabilidade celular (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016).

A degradacao, armazenamento e producao da ACh acontecem em diferentes
seres vivos, como bactérias, protozoarios, fungos e plantas, além dos animais
(FRAGA, 2010). A degradacdao imediata da ACh é essencial para que as
transmissodes sinapticas colinérgicas ocorram antes da chegada de um novo impulso
nervoso (SANTOS, 2009). A retirada da ACh da fenda sinaptica é fundamental para
o funcionamento normal das sinapses. Caso um neurotransmissor permanecga por
um periodo prolongado na fenda sinaptica, o neurdnio pés-ganglionar, fibra muscular
e célula glandular seriam influenciados (TORTORA e DERRICKSON, 2010).

No sistema nervoso, a AChE é uma das mais onipresentes enzimas nas

vias colinérgicas centrais (GEULA e MESULAM, 1999). Esta enzima desempenha
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um importante papel hidrolisando a ACh e terminando, assim, com a acgao sinaptica
deste neurotransmissor (SOREQ e SEIDMAN, 2001). A hidrélise da ACh por meio
da catalise da AChE, forma colina e acetato, com a liberagdo de um proton. A
inibicdo da AChE e o aumento nas concentragcdes de ACh sao requeridos para a
melhora da memdria e do aprendizado (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016). Entretanto,
dependendo da extenséao da inibicdo na atividade da AChE, ndo acontece a hidrdlise
da ACh na fenda sinaptica, provocando acumulo anormal deste neurotransmissor,
conduzindo a uma grande estimulagcdo, que leva a alteragbes muitas vezes
indesejadas, tais como asfixia, hiperatividade, e finalmente a morte (SANTOS,
2009).

Além disso, estudos demonstram que a AChE tem fungao na reciclagem de
neurotransmissores, protedlise, neurogénese, morfogénese, diferenciacdo neural e
até mesmo na formacdo das fibrilas amiloides (INESTROSA et al. 1996;
KOENIGSBERGER et al. 1997). A versatilidade funcional da AChE tem diferentes
implicacbes no desenvolvimento neocortical (DORI et al., 2005), cogni¢cao (KARVAT
e KIMCHI et al., 2014), resposta ao estresse (MESHORER et al., 2005), tumores
neuronais e nao neuronais (VIDAL, 2005; Xl et al., 2015), e transmissao nervosa
tardia no sistema nervoso periférico de pacientes diabéticos (GARCIA et al., 2012).

Alteracbes no sistema colinérgico durante o envelhecimento tém sido
documentado através da avaliacdo de um dos principais componentes funcionais na
degradacao de ACh, ou seja, a partir da avaliagao da atividade da AChE (SCHLIEBS
e ARENDT, 2011). Paralelamente, a AChE também demonstrou estar envolvida em
diferentes processos celulares, incluindo aderéncia celular (SHARMA et al., 2001) e
apoptose (JIANG e ZHANG, 2008; ZHANG e GREENBERG, 2012).

Niveis de colesterol

Com a implantacdo dos biomarcadores clinicos, surgiu um impeto para a
aplicacdo desses marcadores na deteccdo pre-clinica de doencgas
neurodegenerativas. Este tem sido um dos pilares do desenvolvimento continuo de
terapias modificadas e tratamentos preventivos. Perfis de fosfolipidios no sangue
atualmente vem sendo investigados como uma alternativa viavel para a predicéo da
atividade neurodegenerativa (MAPSTONE et al., 2014). Os biomarcadores da
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desregulacdo metabdlica envolvidos na hipercolesterolemia e resisténcia a insulina,
mostraram possuir relagdes inversas com fungdes cognitivas (FARR et al., 2008)
como a formacao de memodria (FRAZIER et al., 2015).

Os carboidratos simples e gorduras saturadas sao o0s principais
componentes da dieta ocidental que promovem obesidade e resisténcia a insulina
(GROSS et al., 2004). Dados clinicos de estudos epidemiolégicos e em animais
indicam que o seu consumo excessivo afeta o cérebro, particularmente durante o
envelhecimento. Um estudo epidemiolégico de grandes populagbes sugere que 0s
individuos com uma alta ingestao cal6rica possuem um maior risco de desenvolver
doenca de Alzheimer (LUCHSINGER et al., 2002). Além disso, estudos em animais
mostraram que a estrutura e a funcdo do hipocampo, uma regido do cérebro critica
para certas formas de cognicdo, é afetado pela obesidade e hiperlipidemia
(MOLTENI et al., 2002; FARR et al., 2008).

Os mecanismos pelo qual a dislipidemia influencia a estrutura e a fung¢édo do
cérebro nao estdo bem elucidados, mas Fridlyand e Philipson (2006) evidenciam
estar relacionado com aumento do estresse oxidativo e metabolismo lipidico
perturbado. Os danos oxidativos a proteinas e aos lipidios ocorrem em tecidos de
individuos obesos e diabéticos. A acumulacao de esfingolipidios de membrana (por
exemplo, ceramidas, gangliosideos e esfingomielinas), no musculo esquelético, nas
células pancreaticas e nas células endoteliais vasculares ocorrem no diabetes e na
doenca cardiaca aterosclerética (SUMMERS, 2006).

As dietas ricas em gorduras saturadas e agucares simples comprometem a
expressao de varios fatores neurotréficos que apoiam a plasticidade do hipocampo
(MOLTENI et al., 2002; STRANAHAN et al., 2008). Um estudo com ratos velhos
submetidos a uma dieta rica em gordura mostrou um deficit cognitivo nesses animais
(URANGA et al.,2010), possivelmente através da reducdo na atividade antioxidante
enddégena (MORRISON et al.,2010), evidenciando assim o envolvimento do estresse
oxidativo como mediador do comprometimento neurocognitivo no envelhecimento.
Adicionalmente, Stranahan e colaboradores (2011) descrevem um acumulo de
lipidios no hipocampo em um grupo de ratos que exibem lipideos séricos
significativamente elevados apos a exposicao a uma dieta rica em acucar.

Por fim, evidéncias mostraram que a disfuncdo do metabolismo do
colesterol pode contribuir para a declinio cognitivo em idosos (MARTINS et al.,

2009). Estudos em animais e em culturas celulares também sugeriram que as
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anormalidades no metabolismo do colesterol potencialmente aumentam o conteudo
neuronal do colesterol, promovendo a clivagem do precursor de proteina amiloide,
prejudicando a memoria (BAUM et al., 1999; PARADIS et al., 2004; SATHYA et al.,
2016).

Selénio

O selénio foi descoberto por J.J. Berzelius em 1817 e inicialmente foi
reconhecido como uma toxina quando ingerido em grandes quantidades (EMSLEY,
2011). Contudo, posteriormente o selénio foi determinado como um micronutriente
importante para o ser humano, estando envolvido em diversas fun¢des metabdlicas
e enzimaticas, e relacionado, também, com a prevencdo de varias doencas,
proporcionando, inclusive, efeito protetor contra alguns tipos de cancer
(ALMONDES, 2010).

Adicionalmente, o selénio atua como um mineral versatil, sendo reconhecido
por seu envolvimento em diversas funcgodes fisioldgicas em mamiferos, tais como:
defesa antioxidante, fertilidade, metabolismo do horménio da tireoide e resposta
imune (SCHOMBURG, 2012; YOUN et al., 2008; TONDO et al., 2010). Como outros
elementos tracos, o selénio € um constituinte natural da crosta terrestre, estando
presente também na agua. O teor de selénio nos alimentos varia consideravelmente,
uma vez o conteudo de selénio nos alimentos depende do teor regional deste
micronutriente. Isso pode variar de niveis toxicos em regides de solos seleniferos a
regides formadas por solos pobres, onde os seres humanos sofrem de problemas de
saude por deficiéncia de selénio (RAYMAN, 2008). No Brasil, os estudos
demonstraram que o pais apresenta divergéncias no conteudo mineral nos solos, o
qgue tem reflexos diretos na ingestao alimentar de selénio. Estados como Sao Paulo
e Mato Grosso apresentaram os menores niveis do mineral em refeicdes analisadas
em laboratorio (FAVARO et al., 1997, BOAVENTURA, 1991). Por outro lado, no
Amazonas e em Santa Catarina, foram encontradas as maiores concentracoes
(YUYAMA et al., 1997). Para manter um balango de selénio de zero (onde o selénio
consumido € igual a excrecao de selénio na urina e fezes), a ingestdao necessaria
segundo a Organizacao Mundial de Saude é de 1ug/kg de peso corporal (WHO,
GUIDELINES FOR DRINKING-WATER QUALITY). Assim, o equilibrio do selénio no
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corpo é critico porque os déficits podem levar a problemas neurolégicos, problemas
cardiovasculares, cancer e deficiéncias imunoldgicas, enquanto niveis mais altos
resultam em toxicidade (RAYMAN, 2012).

Ha duas formas de compostos de selénio na natureza: a organica e a
inorganica. Os vegetais absorvem o selénio em sua forma inorgénica a partir do
solo, a qual é convertida para a forma orgéanica, gerando compostos metilados de
baixo peso molecular, além de selenometionina e selenocisteina. A selenometionina
€ a principal fonte de compostos de selénio presente em produtos vegetais como
graos, legumes e leguminosas. A biodisponibilidade da selenometionina parece ser
maior em ratos e humanos e é provavel que seja a principal fonte de selénio para
organismos vivos (RAYMAN et al., 2008). Ainda, a selenometionina € o principal
precursor para a sintese de selenocisteina, a forma mais abundante em produtos de
origem animal (RAYMAN, 2012; PAPP et al., 2007).

Em sistemas biologicos, a selenocisteina € reconhecida como o vigésimo
primeiro aminoacido, essencial por se diferenciar da cisteina pela presenca de um
atomo de selénio no lugar de enxofre e provavelmente € a forma mais
biologicamente ativa de selénio (STADTMAN, 1996). Entre as fungdes protetoras
atribuidas ao selénio destacam-se, além da atuacdo no funcionamento do centro
catalitico de proteinas (selenoproteinas), a capacidade antioxidante, participacdo da
sintese de hormoénios tireoidianos, manutencao e fortalecimento do sistema imune,
protecdo contra agao nociva de metais pesados e xenobioticos (FINLEY, 2006).

A sintese de selenoproteinas € totalmente dependente da disponibilidade de
selénio, e desse modo, também ha uma hierarquia na sensibilidade ao consumo do
mineral. Nesse sentido, observa-se que algumas selenoproteinas respondem
rapidamente a deficiéncia de selénio com diminuicdo da sua atividade frente a
prolongada e notavel deplecao (FINLEY, 2006).

O efeito protetor antioxidante do selénio esta associado com sua presenca na
glutationa peroxidase (GPx) e na tireodoxina redutase (TrxRs), enzimas estas que
sdo conhecidas por proteger macromoléculas como DNA, lipideos e proteinas do
dano oxidativo (TRUEBA et al., 2004). Considerando essa atividade antioxidante
especialmente no cérebro, algumas selenoproteinas foram caracterizadas como
protetoras contra a neurodegeneracao através da regulacédo redox, dentre elas as
GPX1 e GPX4 (GARCIA 2009; ZHANG 2010).
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Selénio e neuroprotecéo

Muito conhecimento sobre as fun¢des do selénio no SNC foi adquirido através
do estudo da sua relagdo com a patologia da neurodegeneracao, tanto aspectos
prejudiciais quanto benéficos. Disturbios neurodegenerativos, tais como a doencga de
Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica e doenca de
Huntington, representam uma consideravel ameaga a saude humana, causando
sérios problemas médicos e encargos econdmicos para sociedade (KOZLOWSKI et
al., 2012).

A etiologia das desordens neurodegenerativas ainda ndo esta completamente
entendida, mas estudos ja demonstraram o envolvimento de multiplos fatores, tanto
ambientais quanto genéticos (HARRIS e BLAIN, 2004; BROWN et al., 2005). Além
disso, o papel da exposicdo a oligoelementos e o disturbio de sua homeostase no
cérebro também tem sido discutido (MICHALKE, 2010).

Os estudos sobre a relagcdo do selénio com as patologias neurodegenerativas
fornecem evidéncias sobre a fungado deste elemento para o SNC (CHEN e BERRY,
2003; PILLAI et al., 2014). A neuroprotecao pode ser definida como a manutencgéao
da maior integridade possivel de células e interacdes no cérebro que resultam em
funcao neural ndo perturbada (CHEN e BERRY, 2003; PILLAI et al., 2014).

Uma vez que pelo menos metade das selenoproteinas estdo envolvidas na
reducao do estresse oxidativo, o principal mecanismo presumido de neuroprotecao
inclui a remocao de ERs. O cérebro é suscetivel ao estresse oxidativo devido ao
baixo nivel de antioxidantes, alto teor de acidos graxos poliinsaturados e uma alta
demanda de oxigénio (RAYMAN, 2012). Assim, as propriedades neuroprotetoras do
selénio podem incluir a estimulacdo de biossintese de selenoproteinas
antioxidantes. Outro mecanismo de neuroprotecdo descrito para o selénio é
atribuido a sua capacidade de modular o influxo de Ca?* através de canais idnicos,
gerando um efeito anti-inflamatério (MCKENZIE et al., 2002; NAZIROGLU, 2009).

Os estudos que avaliam a relagcdo entre os niveis de selénio e o declinio
cognitivo sugerem que a deficiéncia de selénio pode ser um risco para as deméncias
(BERR 2000; GAO 2007; BERR 2012), entretanto os resultados ainda sao
contraditorios. Cardoso e colaboradores (2010) e Vural e colaboradores (2010)

verificaram que pacientes idosos com doenca de Alzheimer apresentavam grande
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deficiéncia de selénio quando comparados a idosos saudaveis. Entretanto, Ceballos-
Picot e colaboradores (1996) encontraram niveis aumentados de selénio plasmatico
em pacientes com doencga de Alzheimer quando comparados ao grupo controle. Em
um estudo da associacdo entre elementos tragos e desempenho cognitivo em
diferentes grupos com doencgas neurodegenerativas, Smorgon e colaboradores
(2014) encontraram uma correlagcdo direta entre as concentragbes de selénio
plasmatico e os niveis de fungcdo cognitiva e, dessa maneira, os pacientes com
doenca de Alzheimer apresentaram niveis reduzidos desse mineral quando

comparados ao grupo controle.

Compostos Organicos de Selénio

Tendo em vista as importantes propriedades do elemento selénio, numerosos
compostos organicos contendo selénio tém sido alvos de interesse em sintese
organica, em virtude da descoberta de suas aplicagcbes sintéticas, além da menor
toxicidade em relacédo as espécies inorganicas (PARNHAM e GRAF, 1991; KANDA
et al., 1999). Diversos estudos tem demonstrado o efeito farmacologico destes
compostos, como por exemplo, atividade antioxidante, anti-inflamatoéria,
antinoceptiva, ansiolitica e anticonvulsivante em modelos animais (BRUNING et al.,
2012; WILHELM et al., 2014; LUCHESE et al.,2012; PINZ et al.,2016; REIS et al.,
2017). A vasta literatura evidencia o efeito destes compostos nos diversos modelos
animais, entretanto também existem estudos clinicos em humanos utilizando
compostos organicos de selénio (YAMAGUCHI et al.,1998; OGAWA et al.,1999).

Dentre os compostos organicos de selénio testado em humanos, vale
destacar o ebselen (2-fenil-1,2-benzilsoselenazol-3(2H)-ona) (Figura 2) que ganhou
destaque desde a década de 80 e até os dias atuais vem sendo testado. Foram
demonstrados os efeitos neuroprotetores do ebselen tanto in vivo quanto in vitro em
modelos de isquemia (DAWSON et al., 1995; NAMURA et al., 2001; IMAI et al.,
2003), toxicidade glutamatérgica (PORCIUNCULA et al., 2001; CENTURIAQO et al.,
2005), inducao de dano a medula espinhal (KALAYCI et al., 2005) e neurotoxicidade
por exposicao ao metil mercurio (FARINA et al., 2003). Da mesma forma, é
importante ressaltar que o Ebselen foi testado em estudos clinicos para o tratamento
de infarto isquémico agudo e hemorragia subaracnodidea, apresentando melhora
relativa no quadro clinico destes pacientes (YAMAGUCHI et al., 1998; SAITO et al.,
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1998). Dentre os mecanismos potencialmente envolvidos no neuroprotecao pelo
ebselen, citam-se a reducdo da peroxidac&o lipidica (PORCIUNCULA et al., 2001),
inibicdo de enzimas envolvidas em processos inflamatorios (lipoxigenases, proteina
quinase C, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida, oxidase, H'/K*-
adenosinatrifosfatase) (SCHEWE, 1995), interacdo com peroxinitrito (MASUMOTO e
SIES, 1996) e inibicdo das isoformas da AChE in vitro e em animais (MARTINI et al.,
2015; MARTINI et al., 2018).
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Figura 2. Estrutura quimica do Ebselen.

Adicionalmente, outro composto que compartilha propriedades quimicas com
o ebselen é o disseleneto de difenila [(PhSe)2] (Figura 3). Além da sua propriedade
antioxidante em diferentes modelos (ROSSATO et al., 2002; SANTOS et al., 2005;
LUCHESE et al., 2007; BORGES et al., 2006), existem varios estudos mostrando
seu efeito neuroprotetor (GHISLENI et al., 2003; POSER et al, 2008; de FREITAS et
al.,, 2009; BRITO et al., 2009; de FREITAS et al.,, 2011; MEINERTZ et al., 2011;
BRUNING et al., 2012; DALLA CORTE et al., 2012; DIAS et a., 2012; LOPES et al.,
2012; de OLIVEIRA et al., 2013; GLASER et al., 2013; CECHELLA et al., 2014;
DOBRACHINSKI et al., 2014; LEITE et al., 2016; SAMPAIO et al., 2017; ADEDARA
et al.,, 2018). Além disso, torna-se importante ressaltar que o (PhSe)2 apresentou
menor toxicidade em relacdo ao ebselen quando administrado in vivo (MEOTTI et
al., 2003). Adicionalmente, um estudo conduzido por Cechella e colaboradores em
2014, mostrou que a associacdo entre uma suplementacdo dietética com o
composto (PhSe)2 e o exercicio de nado leva a uma melhora da memoria de

reconhecimento do objeto novo em ratos velhos.
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Figura 3. Estrutura quimica do disseleneto de difenila (PhSe2).

Em contrapartida, o composto p-cloro-difenil disseleneto (Figura 4) foi
estudado por Bortollato e colaboradores. Nesse trabalho os autores demonstraram
que o composto protegeu contra a acdo do tipo depressiva e do déficit cognitivo
causado pelo envelhecimento em ratos. Os resultados desse trabalho contribuiram
fortemente para que novas pesquisas de intervengdes terapéuticas para geriatria
com o objetivo de tratar comorbidades da depressao e déficit de memoria fossem
realizadas.

Outro composto organico contendo selénio, o m-trifluorometil difenil
disseleneto (m-CF3-PhSe)2, mostrou atividade antinociceptiva e forneceu evidéncias
comportamentais € neuroquimicas para o envolvimento do sistema serotoninérgico
nesta acdo. A administracdo do composto reduziu a resposta nociceptiva induzida
pela injecdo intraplantar de glutamato e os antagonistas dos receptores
serotoninérgicos utilizados no estudo bloquearam o efeito do (m-CF3-PhSe):2
(BRUNING et al., 2014). Um ano depois, Briining e colaboradores (2015) publicaram
que o (m-CF3-PhSe):2 foi efetivo em reduzir a alodinia mecénica e o comportamento
depressivo de camundongos submetidos a ligadura parcial do nervo ciatico, um
modelo de comorbidade de dor e depressao. Os autores afirmam que este efeito
pode estar associado principalmente a uma acao antiinflamatéria do composto, que
foi demonstrada pela reducao dos niveis de citocinas pro-inflamatérias assim como
pela inibicdo da ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitdgeno p38. Esses
marcadores estao diretamente relacionados a ligacao parcial do nervo ciatico e a
sua acado é regulada pelo funcionamento dos sistemas glutamatérgico e

serotonérgico.
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Figura 4. Estrutura quimica do p-cloro-difenil disseleneto.

Além dos compostos mostrados anteriormente, o tratamento agudo com o
composto (Z)-2,3-bis(4-clorofenilselanil) prop-2-en-1-ol) (Figura 5) pela Vvia
intragastrica melhorou deficits de memodria causados por reserpina em ratos
(BORTOLATTO et al., 2012). Além disso a administragdo do composto nas mostrou

uma melhora da memoria de curto e longo prazo.
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Figura 5. Estrutura quimica do (Z)-2,3-bis(4-clorofenilselanil)

A injecao intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) foi descrita
como um modelo animal apropriado de deméncia esporadica caracterizada por dano
progressivo na memoria e presenca de estresse oxidativo (ISHRAT et al., 2009). A
partir desses dados da literatura, Pinton e colaboradores (2011) confirmaram a
perda de memodria e estresse oxidativo causado pela STZ no cérebro dos ratos.
Além do mais, este estudo demonstrou que o pré-tratamento com o composto p,p'-
metoxildifenil diseleneto (MeOPhSe)2 (Figura 6) protegeu contra o estresse oxidativo
induzido por STZ em camundongos, bem como contra o comprometimento da
consolidagcdo da memoria de reconhecimento. Juntos, esses resultados indicam que

a propriedade antioxidante do composto esta envolvida com seu efeito protetor
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contra o comprometimento cognitivo induzido por STZ em um modelo de deméncia
esporadica.

Posteriormente, verificou-se que a suplentagdo dietética com o composto
(MeOPhSe)2 reduziu a apoptose e a perda neuronal induzida por STZ. Além do
mais, o composto foi capaz de impedir a ativacdo da microglia e dos astrocitos no
hipocampo dos animais, protegendo ainda mais os neurdnios. Assim, os dados dos
testes comportamentais desse artigo fornecem informacgdes da melhora na memoria
dos animais e impedimento da perda das sinapses e morte celular, protegendo
assim contra a neurodegeneracao (PINTON et al., 2012). Outro estudo mostrou que
a suplementacéao dietética com (MeOPhSe)2 mostrou capacidade antioxidante e foi
capaz de restaurar a atividade da AChE (PINTON et al., 2013).
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Figura 6. Estrutura quimica do p,p'-metoxildifenil diseleneto (MeOPhSe).

Levando em consideracao todos os dados expostos acima, a busca e a
investigacao das propriedades farmacoldgicas dos compostos organicos de selénio,
tém crescido nos ultimos anos, tendo em vista que estes apresentam promissoras
acdes farmacologicas. Desta forma, estes compostos podem vir a ser uma

alternativa terapéutica para o tratamento de diversas doencas.

Quinolinas e cloroquinolinas

A quinolina foi isolada, pela primeira vez, no ano de 1934, quando o quimico
francés Charles Gerhardt provocou a decomposi¢cao de um extrato de quinina, obtido
de um arbusto da familia das Rubiaceas. Os indios da América do Sul ja utilizavam
extratos de Rubiaceas no tratamento de doencas infecciosas como a malaria, que

era comum nas florestas tropicais. Alguns anos apds o quimico francés Hoogewerff
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Van Dorp relatou a presenga do mesmo nucleo quinolinico em fragdes de alcatrao
de hulha (ACHESON, 1977).

As quinolinas (figura 7) sdo compostos heterociclicos aromaticos presentes em
uma ampla gama de produtos farmacéuticos naturais e sintéticos. S&o consideradas
estruturas privilegiadas na descoberta de medicamentos, uma vez que podem
fornecer ligantes para multiplas classes de receptores celulares independentes ou
de enzimas com elevada afinidade. As quinolinas geralmente sdo estruturas rigidas
formadas por sistemas de multiplos anéis heterociclicos capazes de orientar
variados modelos de substituintes em um espaco tridimensional bem definido
(MONTENEGRO et al., 2011).
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Figura 7. Estrutura quimica da quinolina.

Os derivados quinolinicos tém recebido a atencao de pesquisadores devido a
suas importantes acdes farmacoldgicas, incluindo as propriedades anti-inflamatoéria,
antimalarica, antitumoral, hipoglicemiante, anticarcinogénica, anti-hipertensiva, anti-
asmatica, anti-histaminica e antidepressiva (NAIK et al., 2009; BHASIN et al., 2010;
KAUR et al., 2010; MARELLA, 2012; SHTRYGOL' SIU et al., 2012). Manera e
colaboradores (2007) revelaram que derivados de quinolina apresentam acéao
antinociceptiva in vivo, possivelmente devido a sua alta afinidade por receptores
canabindides. Esta classe de compostos também apresenta potente atividade em
modelo de dor neuropatica em ratos (BARE et al., 2007). Devido ao seu potencial
farmacolégico, as quinolinas sao amplamente utilizadas na clinica. Destacam-se a
Bedaquilina, utilizada no tratamento da tuberculose (WHO, 2012) e o Irinotecano
empregado para o tratamento do cancer colorretal (NCI, 1996).

Dentre as diferentes classes de quinolinas, as cloroquinolinas constituem o
exemplo mais pertinente do potencial de utilizagdo deste nucleo heterociclico como
esqueleto para desenvolvimento de novos farmacos (SOLOMON e LEE, 2009). As
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cloroquinolinas sao derivados de quinolinas caracterizados por possuirem um atomo
de cloro em alguma posi¢cao dos anéis heterociclicos. Além de possuirem potencial
anti-inflamatdrio e serem valiosos agentes para o tratamento do lupus eritematoso,
da artrite reumatoide e da hepatite amebiana, as cloroquinolinas e seus derivados
sdo drogas de escolha para o tratamento da malaria, sendo eficazes, de baixo custo
e pouco toxicas para seres humanos (AUGUSTIJNS et al., 1992).

Também é importante ressaltar o potencial antiviral de cloroquinolinas, area
na qual ja existem ensaios clinicos de atuacao antirretroviral para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e antiviral contra a febre chikungunya
(MONTENEGRO et al., 2011). Além disso, potencial antinociceptivo, anti-inflamatorio
e anticonvulsivante de 7-cloroquinolina-1,2,3-triazoil carboxamidas foi demonstrado
em camundongos (WILHELM et al., 2014), reforgcando a importancia desta classe de
compostos. Devido a estas inumeras propriedades, as cloroquinolinas podem ser
consideradas compostos promissores no desenvolvimento de farmacos para o
tratamento das alteracgdes fisiologicas na memoria causadas pelo envelhecimento.

Desta forma, pode-se afirmar que os compostos quinolinicos apresentam
diversas propriedades farmacologicas promissoras podendo auxiliar no tratamento
de doengas neurodegenerativas relacionadas ao processo de estresse oxidativo.
Sendo assim, diversos estudos continuam a ser realizados com o intuito de melhor

compreender as a¢des farmacologicas destes compostos.

7-cloro-4-(fenilselanil)quinolina (4-PSQ)

Baseado nas diversas propriedades farmacolégicas dos derivados
quinolinicos e dos compostos organicos contendo selénio, 0 nosso grupo de
pesquisa tem buscado elucidar as propriedades farmacologicas do 4-PSQ (Figura

8), um derivado de cloroquinolina com a presenca de um atomo de selénio.
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Figura 8. Estrutura quimica do 7-cloro-4-(fenilselanil)quinolina (4-PSQ)

O primeiro estudo mostrando as propriedades farmacolégicas do 4-PSQ foi
publicado em 2013 por Savegnago e colaboradores (2013). Neste estudo, os
autores demonstraram que o 4-PSQ apreentou efeito antioxidante in vitro, por
reduzir a capacidade redutora de ions férrico e inibir a peroxidagcao lipidica.
Posteriormente, o efeito antioxidante deste composto ex vivo foi apresentado por
Pinz e colaboradores (2016), onde os autores verificaram que o 4-PSQ reduziu os
niveis de ERs induzidos por 6leo de créton na orelha dos camundongos. Além
disso, no mesmo estudo, o composto, na dose de 25 mg/kg, protegeu parcialmente
contra a diminuicdo dos niveis de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e de 2,2-
azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), os quais sdo marcadores
colorimétricos relacionados com a habilidade do composto em neutralizar radicais
livres.

Mais recentemente, outros estudos também demonstraram o efeito
antioxidante do 4-PSQ em modelos experimentais (SALGUEIRO et al; 2017; VOGT
et. al 2018). No estudo de Vogt e colaboradores (2018), os autores verificaram que o
composto, na dose de 10 mg/kg, reduziu o estresse oxidativo cerebral induzido pelo
nitroprussiato de sédio em camundongos. Além disso, um importante achado
demonstrou que o grupo fenilselanil presente na estrutura da quinolina &
fundamental para a atividade antioxidante do 4-PSQ.

Salgueiro e colaboradores (2017) demonstraram que o 4-PSQ apresentou
efeito antioxidante em um modelo in vivo de Caenorhabditis elegans. Os autores
observaram que o 4-PSQ interagiu com proteinas tidlicas, que apds a oxidagao dos
grupos sulfidrila foi capaz de aumentar a expressao da superoxido dismutase-3 e da
glutationa S-transferase-4, melhorando assim a resposta ao estresse oxidativo. Os
resultados apresentaram uma nova visao sobre a modulagao complexa de genes
envolvidos no controle da resposta redox celular assim como das defesas

antioxidantes endogenas, pelo 4-PSQ.
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Outra propriedade farmacolégica demonstrada pelo 4-PSQ foi o efeito
antinociceptivo. O primeiro trabalho que demonstrou estas propriedades foi o estudo
de Pinz e colaboradores (2016). Neste estudo, os autores verificaram que o 4-PSQ
apresentou atividade antinociceptiva nos testes de contorgbes abdominais induzidas
por acido acético, de nocicep¢do na placa quente e no teste da formalina.
Importantemente, o efeito antinociceptivo do composto foi rapido e duradouro. Os
autores sugeriram que o 4-PSQ agiu em nivel central e periférico (PINZ et al., 2016).
Os mecanismos do efeito antinociceptivo do 4-PSQ foram evidenciados no estudo
de Silva e colaboradores (2017). Os autores verificaram o envolvimento dos
sistemas serotonérgicos, nitrérgicos e glutamatérgicos na acao antinociceptiva
aguda deste composto em camundongos no modelo de nocicepgado induzida por
acido acético.

O efeito anti-inflamatério do 4-PSQ foi evidenciado em alguns estudos
(PINZ et al., 2016; SILVA et al., 2017). Pinz e colaboradores (2016) verificaram que
o composto reduziu o edema de pata e orelha induzidos por formalina e 6leo de
croton, respectivamente. Além disso, uma reducao na atividade da mieloperoxidase
foi evidenciada nas orelhas dos camundongos tratados com o 4-PSQ.
Importantemente, os animais tratados com o 4-PSQ apresentaram resultados
semelhantes aqueles observados no tratamento com o meloxicam, sendo este
utilizado como um farmaco de referéncia.

Ampliando os estudos do efeito anti-inflamatorio do 4-PSQ, Silva e
colaboradores (2017) verificaram que o composto reduziu a migracado celular, o
acumulo de exsudado pleural e a atividade da enzima mieloperoxidase induzida pela
injecdo de carragenina na cavidade pleural. Neste estudo, o composto também
exerceu efeito antioxidante, reduzindo os niveis de espécies reativas e de tidis nao-
proteicos induzidos pela carragenina no lavado pleural (SILVA et al., 2017).

Ainda com o intuito de verificar o efeito anti-inflamatorio do 4-PSQ, Voss e
colaboradores (2018) avaliaram os efeitos do tratamento oral e topico com o
composto em um modelo de dermatite atdpica induzida por 2,4-dinitroclorobenzeno
(DNCB) em camundongos. O tratamento com o 4-PSQ foi capaz de atenuar as
lesdes cutaneas, o comportamento de cocar, o inchagco da orelha, o aumento da
atividade da enzima mieloperoxidade e os niveis de espécies reativas induzidos pela
exposicao ao DNCB. Importantemente, a eficacia do tratamento com o composto no
modelo do tipo dermatite atdpica foi semelhante ou até melhor do que a
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dexametasona, um dlicocorticoide frequentemente utilizados no tratamento da
afeccao.

Cabe mencionar que alguns estudos demonstraram o efeito do 4-PSQ em
modelos de doengas que afetam o SNC. Neste contexto, o primeiro estudo
publicado foi de Reis e colaboradores (2017). Onde os autores demonstraram que o
composto apresentou acao do tipo-ansiolitica, tanto no teste da cruz elevada quanto
no teste do claro-escuro quando induzidos por cainato (um agonista de receptor
glutamatérgico). Neste estudo também foi demonstrado o envolvimendo do sistema
glutamatérgico no efeito do tipo-ansiolitico do composto, uma vez que o tratamento
com o 4-PSQ reduziu a captagao de [°H] glutamato.

Ainda neste contexto de doencgas relacionadas ao SNC, Pinz e colaboradores
(2018) investigaram o efeito do 4-PSQ em um modelo de doenga de Azheimer em
camundongos. Os autores verificaram que o 4-PSQ protegeu contra a acéao
ansiogénica, reforgcando o trabalho publicado anteriormente, e o déficit de memoaria
causados pelo peptideo BA em camundongos. Além disso, demonstraram que o 4-
PSQ comportou-se como uma molécula multi-alvo, pois protegeu contra o aumento
na atividade da AChE e nos niveis de peroxidacao lipidica nas estruturas cerebrais
de camundongos causados pelo peptideo BA.

Mais recentemente, Couto e colaboradores (2018) avaliaram os efeitos
neuroprotetores do 4-PSQ, em um modelo de doenga de Parkinson induzido por
rotenona em Drosophila melanogaster. Nesse trabalho foi evidenciada a capacidade
do 4-PSQ em prevenir o dano causado pela rotenona nos animais, € que o efeito
protetor esta relacionado com os niveis de selénio encontrados nas cabecas dessas
moscas. Além disso, o efeito antioxidante do 4-PSQ esta envolvido no efeito
preventivo exercido pelo composto.

Em relagado a toxicidade aguda em animais, alguns estudos demonstraram
que o0 4-PSQ néao causou toxicidade renal e hepatica por ndo alterar os marcadores
de dano no rim e no figado plasmaticos nas doses de 25 mg/kg (PINZ et al., 2016) e
50 mg/kg (REIS et al.,, 2017). Além disso, os parametros de estresse oxidativo
cerebral e hepatico nao foram modificados em camundongos apos o tratamento com
0 4-PSQ (REIS et al., 2017). Ademais, PINZ e colaboradores (2018) mostraram que
o tratamento sub-crénico com o 4-PSQ na dose de 1 mg/kg também ndao modificou
os marcadores bioquimicos do plasma de dano renal e hepatico. Entretanto,
Salgueiro e colaboradores (2017) verificaram que o efeito toxicoldgico do 4-PSQ em
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um modelo in vivo de Caenorhabditis elegans foi dependente da concentracao
usada. Foram esses resultados do composto 4-PSQ que motivaram a realizacao da

presente tese.
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4. Resultados

Os resultados que fazem parte dessa tese estdo apresentados sob a forma de
artigo e manuscrito. As secdes materiais e métodos, resultados, discussdo e
referéncias encontram-se no proprio artigo e manuscrito e representam a integra
desse estudo.

Os itens discussdo e conclusdes que se encontram no final dessa tese
apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre o artigo e manuscrito
contidos nesse trabalho.

As referéncias sao referentes apenas as citagbes que aparecem nos itens
introducéo, revisao de literatura e discussao da tese.

Os artigos e os manuscritos estdo estruturados de acordo com as revistas as

quais foram publicados e submetidos.

47



MANUSCRITO 1

7-Chloro-4-(phenylselanyl) quinoline with memory enhancer actions in ageing
rats: Modulation of neuroplasticity, acetylcholinesterase activity and

cholesterol levels

Manuscrito aceito e publicado pela revista Molecular Neurobiology

ANEXO 1 - Autorizacao divulgacao do artigo na tese
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Abstract

This study investigated the effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) to restore the cognitive impairment
caused by aging in male Wistar rats. Moreover, modulation of neuroplasticity markers, acetylcholinesterase (AChE)
activity, and cholesterol levels was performed. Aged rats were intragastrically treated with 4-PSQ (5 mg/kg) for 7 days.
Animals were tested in behavioral tasks, and then plasma (to determine cholesterol levels), hippocampus, and cerebral
cortex (to determine neural cell adhesion molecule (NCAM) and polysialyltransferase (PST) levels, and AChE activity)
were removed. Our findings demonstrated that treatment of aged rats with 4-PSQ restored short-term and long-term
memories in the object recognition tests. 4-PSQ treatment did not restore exploratory activity (rearings) but partially
restored locomotor activity (crossings) reduced by aging in the open-field test. Moreover, the compound restored the
reduction in the NCAM and PST levels, and AChE activity in cerebral structures, as well as the increase in the plasma
cholesterol levels, caused by aging in rats. In conclusion, 4-PSQ restored cognitive impairment caused by aging in rats by

modulating synaptic plasticity, cholinergic system, and cholesterol levels.

Keywords Aging - Quinoline - Selenium - Memory - Learning - Plasticity

Introduction

Nowadays, the elderly are the fastest-growing segment of the
population. This assumes an increase in life expectancy and a
greater development of the aging process. This process occurs
dynamically and progressively, and several changes determine
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the individual’s ability to adapt to the environment, causing
greater vulnerability and a higher incidence of pathological
processes [1, 2].

Neural networks are particularly vulnerable to aging.
Aging impairs the functional integrity of neurons [3] associ-
ated with cognition and structural plasticity [4]. In fact, a
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reduction of structural and functional plasticity in brain re-
gions, such as the hippocampus and the prefrontal cortex,
causes a cognitive impairment, which is related to aging [5].

The neural cell adhesion molecule (NCAM) plays a key
role in neural development and has been implicated in synap-
tic plasticity and cognitive processes in adulthood [6, 7]. Some
studies showed that a decrease of NCAM expression was
associated with poor performance in spatial learning and
memory tasks, as well as reduced levels of polysialylated neu-
ral cell adhesion molecule (PSA-NCAM) in the hippocampus
and prefrontal cortex of aging rodents [8].

Additionally, some authors show that a deficit of cognition
is caused, at least in part, by damage to cholinergic projections
from the basal forebrain to the cortex [9, 10]. One of the most
ubiquitous enzymes present in the cholinergic synapses is ace-
tylcholinesterase (AChE) [11]. Janeczek et al. [ 12] inferred that
a decrease in AChE activity in normal elderly people reflects
the neuroplasticity that optimizes the capacity of memory by
the impact of presynaptically released acetylcholine.

Moreover, an increase in the risk of developing neurode-
generative diseases, including dementia and Alzheimer’s dis-
ease, has been associated with aging [13]. Along these lines,
abnormalities in cholesterol metabolism are important in the
pathogenesis of Alzheimer’s disease, which contribute to cog-
nitive decline among the aged [14].

In this context, the pharmaceutical industry has devel-
oped therapeutic strategies to minimize or even slow down
the effects of aging on the human brain, promoting an
improvement in quality and life expectancy [15, 16].
Selenium is a trace element, which significantly influences
the cognitive functions [17] and different neurological dis-
orders [18]. As an alternative to incorporate selenium into
organic molecules, synthetic approaches have been devel-
oped for the synthesis of various organoselenium deriva-
tives. Organoselenium compounds had an effect in improv-
ing memory and learning processes in adult [19] and old
[20-22] animals.

7-Chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) is an
organoselenium compound and a quinoline derivative, which
has several pharmacological properties already described in
the literature [23-30]. Thus, quinoline derivatives have re-
ceived the attention of researchers because of their important
pharmacological actions [31, 32].

Based on the aforementioned facts and on our interest in
applying the findings of the pharmacology of 4-PSQ, the
purpose of the present study was to investigate the possible
effect of 4-PSQ in the treatment of the cognitive impair-
ment caused by aging in rats. In addition, we examined the
effect of the compound on the expression of NCAM and
two polysialyltransferases (STX and PST) involved in the
neuroplasticity and in the AChE activity in the hippocam-
pus and cerebral cortex, as well as plasma cholesterol
levels of aged rats.

@ Springer

Material and Methods
Animals

Male young adult (3 months old, 10% lifespan completed,
weighing 170-250 g) and aged (23 months old, 76.6%
lifespan completed, weighing 400-700 g) Wistar rats were
obtained from a local breeding colony. The animals were
housed in cages with free access to food and water. They were
kept in a separate air-conditioned (22 +2 °C) room, on a 12-h
light/12-h dark cycle, with lights on at 7:00 a.m. Commercial
diet and water were supplied ad libitum. Animal care and all
experimental procedures were conducted in compliance with
the National Institute of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH publications no. 80-23, revised in
1996) [33] and in accordance with the Committee on Care and
Use of Experimental Animal Resources, Federal University of
Pelotas, Brazil (CEEA 4599-2016). All efforts were made to
minimize the number of animals used and their suffering.

Drugs

4-PSQ (Fig. 1) was prepared and characterized in our labora-
tory by the method previously described by Duarte et al. [25].
Analysis of the 'H nuclear magnetic resonance (NMR) and
13C NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in
full agreement with its assigned structure. The chemical purity
of 4-PSQ (99.9%) was determined by gas chromatography-
mass spectrometry (GC/MS). The compound was dissolved in
canola oil. All other chemicals were of analytical grade and
obtained from standard commercial suppliers.

Experimental Protocol

Rats were randomly divided into three experimental groups
(10 animals/group) (Table 1). The animals belonging to young
adult and aged groups received the canola oil (1 ml’kg) and
the animals of the aged + 4-PSQ group received the com-
pound (5 mg/kg). Treatments with canola oil or 4-PSQ were
performed for 7 days, daily, by intragastric (i.g.) route, via
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Fig. 1 Chemical structure of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-
PSQ)
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Table 1 Experimental groups

Group Treatment

Young adult
Aged
Aged + 4-PSQ

Canola oil (1 mlkg,i.g.)
Canola oil (I mlkg.i.g.)
4-PSQ (5 mgkg, 1.g)

The animals were intragastrically (i.g.) treated with 7-chloro-4-
(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) or canola oil, daily, for 7 days. The
number of rats tested was 10/group

gavage. The 4-PSQ dose was chosen based on previous stud-
ies by our group [24, 30].

Figure 2 illustrates the experimental protocol of this study.
After 7 days of treatment, animals were tested in behavioral
tasks: the open-field (OFT) and object recognition (ORT)
tests. Subsequent to behavioral tests, animals were allowed
to rest until the 14th day in order to avoid behavioral stress,
when they were euthanized by inhalation of isoflurane for
ex vivo assays. The experimental protocol agreed with
Bortolatto et al. [20].

Behavioral Tasks
OFT

The OFT was performed on the 7th day of the experimental
protocol. The open field was a 40 % 45-cm arena surrounded
by 50-cm-high plywood walls. The floor of the open field
was divided into 9 equal squares (3 x 3). Each animal was
placed at the center of the open field and observed for 4 min
to record the locomotor (number of segments crossed with
the four paws) and exploratory (number of rearings on the
hind limbs) activities [34]. The arena floor was cleaned be-
tween experiments and the test was carried out in a
temperature- and light-controlled room. The 4-min session
of OFT was also useful to familiarize the rats with the arena,
as a context habituation trial for the recognition memory
task.

ORT

Twenty-four hours after OFT (on the 8th day of the experi-
mental protocol), animals were trained in the same arena in
order to perform a novel ORT as previously described [35].
ORT, a non-spatial memory task, is used as a measure to
evaluate the short-term (STM) and long-term (LTM) memo-
ries. Four objects were used in this task: A, Ay, B, and C. The
A and A, objects were two identical balls, the B object was a
cube and the C object was a square. Each object presented the
following color pattemn: blue, red, and yellow. All objects were
made of plastic material, measuring 10 % 10 cm (length x
height). On the day of the task, training was conducted by
placing individual rats in the center of the arena, in which
two identical objects (objects A; and A,) were positioned in
two adjacent comers, slightly away from the walls. Animals
were allowed to explore the objects for 5 min. Exploration was
defined as sniffing or touching the object with the nose and/or
forepaws. Periods in which the rat moved around, climbed
over, or sat on the objects were not recorded. The STM of rats
was evaluated 1.5 h after training in the presence of a familiar
object (A ) and a novel object (B), and the total time spent in
exploring each object was determined during 5 min as a mea-
sure of leaming and recognition memory. After STM, the rats
were housed in our boxes. The LTM was performed 24 h after
training, on the 9th day of the experimental protocol, in which
rats were placed to explore a familiar object (A;) and a novel
object (C) for 5 min and the total time spent in exploring each
object was determined. To prevent olfactory cues, the objects
and the field were cleaned with an ethanol/water solution after
each trial. The results were expressed as exploratory prefer-
ence (%) according to the following formula: [time spent on
the novel object (time spent on the familiar object + time
spent on the novel object)] x 100.

Ex Vivo Assays

On the 14th day of the experimental protocol, rats were anes-
thetized with isoflurane and blood samples were collected

Fig. 2 The experimental
protocol. Aged rats were
intragastrically (i.g.) treated for

7 days with 4-PSQ (5 mg/kg) or
canola oil (1 ml/kg). Young adult
animals received the canola oil

(1 mlkg). Open-field test (OFT)

P

and object recognition test (ORT)
were performed on the 7th, 8th,

1 7 8 9 14
L 1 1 1 1
I 1 1 1 1
L J

and 9th days, respectively. On the Y
14th day. the animals were
euthanized by inhalation of
isoflurane for ex vivo assays

4-PSQ (5 mg/kg) or
canola oil (1ml/kg)

ﬁ Ex vivo assays
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from the heart ventricle, using heparin as anticoagulant to
obtain plasma. Plasma was obtained by centrifugation
(900xg for 15 min) to determine the cholesterol levels.

Cerebral structures (cortex and hippocampus) were imme-
diately removed and dissected. The cerebral cortex and hip-
pocampus were separated and washed with cold saline solu-
tion (0.9%) to determine AChE activity and expression of
NCAM, STX, and PST.

AChE Activity

Cerebral cortex and hippocampus samples were homogenized
in 0.25 M sucrose buffer (1/10, weight/volume) and centri-
fuged at 900xg at 4 °C for 15 min. AChE activity was per-
formed according to the method of Ellman et al. [36], using
acetylthiocholine as substrate. Enzyme activity was measured
by spectrophotometry at 412 nm and expressed as micromole
of acetylcholine (ACh) per hour per milligram of protein. The
protein concentration was measured according to the Bradford
method [37].

Expression of NCAM, STX, and PST

RNA Extraction, cDNA Synthesis, and Quantitative Real-time
Polymerase Chain Reaction Total mRNA was extracted in the
hippocampus and cerebral cortex using TRIzol reagent
(Invitrogen™, Carlsbad, USA) followed by DNase treatment
with DNase I Amplification Grade (Invitrogen™, Carlsbad,
USA) in order to ensure minimum DNA contamination of the
samples. The total RNA isolated was quantified and its purity
(260/280 and 260/230 ratios) was examined by the spectro-
photometer NanoVue (GE, Fairfield, CT, USA). The cDNA
synthesis was performed using a High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems™, UK) ac-
cording to the manufacturer’s protocol. For reverse transcrip-
tion, 1 ug of total RNA was used in a reaction volume of
20 pl. The amplification was performed with GoTaq®
qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI) using the
Agilent Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, CA) and the sequence of primers used is
indicated in Table 2. The qPCR conditions were as follows:
10 min at 95 °C to activate the hot-start Taq polymerase,
followed by 35 cycles of denaturation for 15 s at 95 °C, primer
annealing for 60 s at 60 °C, and extension for 30 s at 72 °C
(fluorescence signals were detected at the end of every cycle).
Baseline and threshold values were automatically set by the
Stratagene MxPro software. The number of PCR cycles re-
quired to reach the fluorescence threshold in each sample was
defined as the cycle threshold (Ct) value, and each sample was
analyzed in duplicate to obtain an average Ct for each sample.
The 2 2“" method was used to normalize the fold change in
gene expressions, using the beta-actin (ACTB) as housekeep-
ing gene.
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Table 2 Primers used for quantitative real-time polymerase chain
reaction

Primer name Sequence

NCAM forward GGAGTTCCCATCCTCAAATACAA
NCAM reverse TACCACTTGGAATGCCATGCT
STX forward CAACTCAGGAGTCTTGCTCAACA
STX reverse CCGGGCATACTCCTGAACTG

PST forward CAGGACTGAGGAGCACCAAGA
PST reverse TGTGTCATATCCTGAACATGCATTT
ACTB forward AAGTCCCTCACCCTCCCAAAAG
ACTB reverse AAGCAATGCTGTCACCTTCCC

The forward and reverse primer sequences used to amplify each target
gene as well as the ACTB endogenous control are listed

Cholesterol Levels

The cholesterol levels were determined in the plasma of rats
using an automated kinetic colorimetric method by Cobas
Integra 400 plus. Cholesterol esters are cleaved by the action
of cholesterol esterase and produce free cholesterol and fatty
acids. Cholesterol oxidase catalyzes the oxidation of choles-
terol to cholest-4-en-3-one and hydrogen. In the presence of
peroxidase, the hydrogen peroxide formed affects the oxida-
tive coupling of phenol and 4-aminoantipyrine, forming a
quinone-imine red dye. The color intensity of the dye formed
is directly proportional to the concentration of cholesterol. Itis
determined by measuring the increase in absorbance at
512 nm.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + standard error of the mean
(S.E.M.). Data were analyzed by Graphpad Prism® 5; the
normality of data was evaluated by the D’Agostino and
Pearson omnibus normality test. Statistical analysis was per-
formed using a one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Newman-Keuls test when appropriate.
Values of p <0.05 were considered statistically significant.
The Pearson correlation coefficient was used for correlation
analysis.

Results
OFT

The number of rearings and crossings in the OF T is presented
in Fig. 3a and b, respectively. The one-way ANOVA revealed
a significant difference in the number of rearings (F(227)=
10.09, p<0.001) and crossings (F(227,=3040, p<0.0001)
of rats. Aged rats had a reduction in the number of rearings
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Fig. 3 Effect of 4-PSQ treatment on the exploratory (a) and locomotor
(b) behaviors of rats in the open-field test (OFT). Values are expressed as
mean + standard error of the mean (n= 10 rats/group). **p <0.01,
*Ep < 0.001, *»<0.0001 as compared with the young adult group.
*p<0.05, "*p<0.0001 as compared with the aged group (one-way
analysis of variance/Newman-Keuls test)

Aged+ 4-PSQ

(around 58%) (Fig. 3a) and crossings (around 48%) (Fig. 3b),
when compared with the young adult rats. Treatment with 4-
PSQ was not effective in reversing the number of rearings
(Fig. 3a), but it partially restored the number of crossings
(Fig. 3b).

ORT

There was no significant difference among groups in the per-
centage of exploratory preference during the familiarization
phase (F227 = 1.576, p> 0.05) (data not shown).

In STM, the one-way ANOVA revealed a significant effect
on the percentage of exploratory preference for a novel object
in rats (Fo27y=11.61, p <0.001). Aged rats had a reduction
(around 43%) in the exploratory preference for the new object,
when compared with young adult rats (Fig. 4a). The treatment
of aged rats with 4-PSQ reversed this memory parameter in
aged rats, reaching the levels of young adult rats (Fig. 4a).

100+

Exploratory preference (%) o

Young adult Aged Aged+4-PSQ

Exploratory preference (%) T

0-

Young adult Aged

Fig. 4 Effect of 4-PSQ treatment on short-term (a) and long-term (b)
memories in the object recognition test (ORT). Values are expressed as
mean + standard error of the mean (n= 10 rats/group). **p <0.01,
##4p < 0.001 as compared with the young adult group. *p <0.01,
“1p <0.001 as compared with the aged group (one-way analysis of
variance/Newman-Keuls test)

Aged+ 4-PSQ

In LTM, the one-way ANOVA had a significant effect on
the exploratory preference percentage for a novel object in rats
(Fa27y=14.61, p<0.0001). Statistical analysis showed that
the exploratory preference was reduced (around 54%) in the
aged rats, when compared with the young adult rats (Fig. 4b).
4-PSQ treatment enhanced the percentage of preference for a
novel object in aged rats, reaching values similar to those of
young adult rats (Fig. 4b).

AChE Activity

The one-way ANOVA showed a significant difference in the
AChE activity in the rat cerebral cortex (F2.27,=6.102,
p <0.01) and hippocampus (F(227,=5.371, p <0.05). The en-
zymatic activity was reduced in both brain structures of aged
rats (around 40% for the cerebral cortex and 28% for the
hippocampus), when compared with the young adult rats
(Fig. 5a and b, respectively). Treatment with 4-PSQ was
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effective to reverse the inhibition on the AChE activity in the
cerebral cortex (Fig. 5a) and hippocampus (Fig. 5b) of aged
rats.

The correlation analysis (Pearson’s correlation coefficient)
revealed a positive correlation between the AChE activity in
both cerebral structures and STM (r=0.533; p < 0.05 for the
cerebral cortex and »=0.527; p <0.05 for the hippocampus).
Moreover, the correlation analysis (Pearson’s correlation co-
efficient) demonstrated a positive correlation between the
ACHhE activity in both cerebral structures and LTM (r=
0.478; p <0.05 for the cerebral cortex and r=0.527;
p <0.05 for the hippocampus).

Expression of NCAM, STX, and PST

The one-way ANOVA of NCAM expression revealed signif-
icant changes in the cerebral cortex (F(5 15,=5.256, p<0.05)

Q

1.0+

0.5+

umol ACh/h/mg protein

0.0~

Young adult Aged Aged+ 4-PSQ

o

1.0+

0.5+

pmol ACh/h/mg protein

0.0~

Aged

Aged+ 4-PSQ

Fig. 5 Effect of 4-PSQ treatment on the acetylcholinesterase (AChE)
activity in the cerebral cortex (a) and hippocampus (b) of rats. Values
are expressed as mean + standard error of the mean (n = 10 rats/group).
*p <0.05 as compared with the young adult group. *p <0.05, *p < 0.01
as compared with the aged group (one-way analysis of variance/
Newman-Keuls test)

Young adult
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and hippocampus (F 5 15y= 11.26, p < 0.001) of rats. Aged rats
had a reduction in cerebral cortex and hippocampus NCAM
expression (around 24 and 14%, respectively) compared with
young adult rats (Fig. 6a and b, respectively). Treatment of
aged rats with 4-PSQ reversed the reduction of NCAM ex-
pression in both cerebral structures (Fig. 6a and b).

The one-way ANOVA of PST expression showed a signif-
icant difference in the cerebral cortex (F(2 18 = 11.25,
p <0.001) and hippocampus (Fi2,18)= 5.554, p <0.05) of rats.
PST expression was reduced in both cerebral structures
(around 32% for the cerebral cortex and 54% for the hippo-
campus) of aged rats, when compared with the young adult
rats (Fig. 7a and b). 4-PSQ treatment was effective to restore
the reduction of the PST expression in the cerebral cortex
(Fig. 7a) and hippocampus (Fig. 7b) of aged rats.

The one-way ANOVA demonstrated changes in STX ex-
pression in the cerebral cortex (F5 ;gy=6.000, p < 0.05), but
there was no alteration in the hippocampus (F 5 ;5,=0.6449,
p>0.05) of rats. STX expression did not change in the

Q

Cortex NCAM mRNA
relative expression

Young adult Aged Aged+ 4-PSQ

relative expression

Hippocampus NCAMmRNA T

0.0~

Young adult Aged Aged+ 4-PSQ

Fig. 6 Effect of 4-PSQ treatment on the neural cell adhesion molecule
(NCAM) levels in the cerebral cortex (a) and hippocampus (b) of rats.
Values are expressed as mean + standard error of the mean (n =7
rats/group). *p <0.05 as compared with the young adult group. “p <
0.05, "p <0.001 as compared with the aged group (one-way analysis
of variance/Newman-Keuls test)
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Fig. 7 Effect of 4-PSQ treatment on the polysialyltransferase PST levels
in the cerebral cortex (a) and hippocampus (b) of rats. Values are
expressed as mean + standard error of the mean (n =7 rats/group).
*p<0.05 as compared with the young adult group. “p <0.05,
#") <0.001 as compared with the aged group (one-way analysis of
variance/Newman-Keuls test)

cerebral cortex and hippocampus of aged rats compared with
young adult rats (Fig. 8a and b, respectively). The treatment of
aged rats with 4-PSQ increased (around 45%) the STX ex-
pression in the cerebral cortex, when compared with aged and
young adult rats (Fig. 8a), but there was no alteration in the
hippocampus (Fig. 8b).

Cholesterol Levels

The one-way ANOVA revealed a significant difference in
cholesterol levels in the plasma of rats (F, g, =6.249,
p <0.01). Cholesterol levels increased (around 54%) in the
plasma of aged rats and treatment with 4-PSQ was effective
to restore this biochemical marker (Fig. 9).

Discussion

In the present study, we provided evidence for the effect of 4-
PSQ on the age-related cognitive impairment in rats. These

Q
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Fig. 8 Effect of 4-PSQ treatment on the polysialyltransferase STX levels
in the cerebral cortex (a) and hippocampus (b) of rats. Values are
expressed as mean + standard ermror of the mean (n=7 rats/group).
*p<0.05 as compared with the young adult group. *p<0.01 as
compared with the aged group (one-way analysis of variance/Newman-
Keuls test)

results are strongly related to the improvement of synaptic
plasticity, cholinergic system, and cholesterol levels of aged
rats. Moreover, this study also demonstrated the influence of
age on locomotor and exploratory activities.

Aging is associated with a decline in cognitive function,
including learning and memory [38]. In the current study, we
analyzed recognition memory by ORT, a non-spatial memory
type based on the natural tendency of rodents to explore novel
objects, which mainly relies on the function of the perirhinal
cortex and hippocampus [39]. Our results demonstrated that
aged rats had an age-related deficit in STM and LTM, as
evidenced in ORT.

The most important finding of this study was that treatment
with 4-PSQ restored cognitive deficits impaired by age in rats,
enhancing STM, LTM, and spatial memory, since it caused an
increase of the exploratory preference by the novel object and
by location of the object in aging rats. The compound inves-
tigated in this study, 4-PSQ, is a quinoline derivative with an
organoselenium substituent. Indeed, quinoline compounds
have been widely studied and have presented promising
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Fig.9 Effect of4-PSQ treatment on the plasma cholesterol levels of rats.
Values are expressed as mean + standard emor of the mean (n=7
rats/group). **p <0.01 as compared with the young adult group.
“p<0.05, "p<0.01 as compared with the aged group (one-way
analysis of variance/Newman-Keuls test)

biological activities, being found in pharmacologically active
natural products, and extensively used in clinical practice [40].
In addition, it is known that the selenium status decreases with
age and may contribute to impairment of neuropsychological
functions [41], such as cognitive functions [17]. Thus, incor-
porating selenium into organic molecules is a good alternative
to supplement with this element. In this context, studies have
demonstrated that organoselenium compounds are good alter-
natives to improve the cognitive deficit caused by aging in rats
[42]. Therefore, 4-PSQ is a promising molecule, since it com-
bines the properties of quinoline derivatives with organic se-
lenium compounds. In fact, our research group has demon-
strated a significant number of pharmacological properties of
this compound, such as being antioxidant, antinociceptive,
anti-inflammatory, and anxiolytic-like [24, 26, 28-30].

In addition, the possibility of a biological and/or clinical
connection between movement, cognition, and emotion has
been investigated in the aging process [43]. In the present
study, crossing and rearing behaviors of aged rats in the
OFT were reduced compared with young adult rats, indicating
that advanced age could cause an impairment in the locomotor
and exploratory activities of the animals. Indeed, studies have
shown that aging causes a reduction in these behaviors [20,
42]. Treatment with 4-PSQ for 7 days did not protect against
the impairment in the locomotor and exploratory activities
caused by aging. In accordance, other studies have shown
the failure in the treatment of locomotor and exploratory dis-
orders in aged rats [20, 42].

Cognitive processes, mediated through the hippocampus
and the prefrontal cortex, are affected by aging [3, 5]. In the
present study, we measured the AChE activity in the cerebral
cortex and hippocampus of aged rats in an attempt to relate
cognitive functions to the cholinergic system. Here, a decline
in the AChE activity in aged rats as compared with the young
adult rats was observed in both regions of the brain. In fact, a
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reduction on the AChE activity is an important marker of age-
related cholinergic neurotransmission dysfunction. The central
cholinergic system is constituted by neurotransmitter acetylcho-
line, which is involved in the regulation of cognitive functions
[44]. In this way, studies have shown that a decrease of AChE
activity by aging is due to acetylcholine content in the brain,
since acetylcholine synthesis and release are diminished in aged
animals [45]. Moreover, Richter et al. [46] in 2017 showed a
negative correlation between older people and AChE activity.

Hence, the cholinergic system might be recommended as a
cognitive dysfunction treatment strategy target [47].
Importantly, in the current study, treatment with 4-PSQ re-
versed the inhibition of AChE activity in both cerebral struc-
tures caused by aging. This finding suggests that an increase in
ACHE activity caused by 4-PSQ might be related to improve-
ment obtained in behavioral tests and it is useful in the treat-
ment of age-related memory impairments.

Evidences indicated that age-related cognitive decline is
more likely associated with alterations in synaptic connectivity
than with neuronal loss [3, 48]. In this sense, NCAMs have
played a key role in neural development and have been impli-
cated in synaptic plasticity and cognitive and emotional process-
es in adulthood [6, 7]. In the present investigation, our objective
was verified whether 4-PSQ alleviates age-induced alterations in
NCAMs. The aging process significantly decreases NCAM
mRNA expression in the cerebral cortex and hippocampus of
rats. These results are in accordance with those obtained in the
behavioral tests, given that the memory of aged rats was im-
paired. Indeed, the literature suggests that NCAMs are indis-
pensable for the formation and consolidation of leaming and
memory [7]. Treatment with 4-PSQ significantly enhanced
NCAM levels in the cerebral cortex and hippocampus of aged
rats, suggesting that this compound could reverse the inhibition
of the transcription and translation of NCAMs induced by aging.
Few studies have demonstrated the effect of organoselenium
compounds on the expression of NCAMs. Wang et al. [49]
showed that an organoselenium compound, selenomethionine,
reversed the changes of NCAMs induced by lead.

In addition, aging reduced the mRNA levels of PST in the
hippocampus and cerebral cortex of rats as compared with the
young adult rats; however, no change was found in the mRNA
levels of STX in both cerebral structures. PST (or ST8SialV)
and STX (or ST8Siall) are polysialyltransferases responsible
for synthetizing «-2,8-polysialic acid and adding it to the ex-
tracellular domains of NCAM [50, 51]. During embryonic
development and the early postnatal period, NCAM is heavily
polysialylated (PSA-NCAM) and STX is dominant in these
periods [52]. In adulthood, PSA-NCAM is restricted to spe-
cific regions of the brain, such as the hippocampus and cere-
bral cortex, which have roles in synaptic plasticity and general
cell migration, PST being the main one associated with «-2,8-
polysialylation in the postnatal brain [52, 53]. Our results sug-
gested that aging downregulated PST mRNA in the
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hippocampus and cerebral cortex of rats, this being mainly
found in the old ones, reducing polysialylation of NCAM,
and decreasing synaptic plasticity in these cerebral regions.
Importantly, treatment with 4-PSQ significantly enhanced
PST levels in both cerebral structures of aged rats, and it
upregulated STX levels in the cerebral cortex. These results
indicated that 4-PSQ restored polysialyltransferases, mainly
PST, increasing polysialylation of NCAM, restoring synaptic
plasticity in cerebral structures of aged rats, improving the
cognitive functions in the behavioral tasks.

In an attempt to explain the other mechanisms involved in 4-
PSQ effects in the aged rats, cholesterol was measured since it
plays an important role in maintaining the function of the cen-
tral nervous system. In the present study, aged rats had an
increase in the plasma cholesterol levels, when compared with
young adult rats. Indeed, high cholesterol levels have detrimen-
tal effects on cognitive performance in animal models [54].
Additionally, there is an association between Alzheimer’s dis-
ease and cholesterol levels, potentially by increasing the neu-
ronal content of cholesterol, promoting cleavage of the amyloid
protein precursor, and an impaired working memory [55], af-
fecting directly the neurodegeneration [56]. Several studies on
humans investigated a relation between plasma lipids and de-
mentia, showing that elderly people with neurodegenerative
disease, such as Alzheimer’s disease, or dementia, and cogni-
tive deficits have higher plasma total cholesterol [57]. Our re-
sults verified that 4-PSQ was able to restore the cholesterol
levels in aged rats. Indeed, clinical studies suggested that statins
might reduce the risk and progression of cognitive deficit in
Alzheimer’s disease [58]. Therefore, the hypocholesterolemic
effect of 4-PSQ is beneficial to restore the cognitive impairment
caused by aging.

Conclusions

In conclusion, our findings demonstrated that 4-PSQ restored
the cognitive impairment caused by aging in rats. In addition,
the compound modulated the synaptic plasticity, cholinergic
system, and cholesterol levels of aged rats. Thus, these results
strongly contribute to the research of a novel therapeutic agent
for geriatric memory deficit.
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Abstract

The aim of this study was to investigate whether subacute treatment with 7-chloro-4-
(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) presented antioxidant action in oxidative stress caused by
ageing in different rat tissues. We also investigated whether plasma selenium levels were
altered in ageing, as well as the contribution of 4-PSQ administration to these levels. Wistar
male aged rats (23 months-old) were intragastrically treated with 4-PSQ (5 mg/kg) for seven
days. On the 14" day of the experimental protocol, plasma was collected to determine
selenium levels and biochemical markers of renal and hepatic damage. Furthermore, liver,
kidney, spleen and cerebral cortex were removed to determine thiobarbituric acid reactive
species (TBARS), non-protein thiols (NPSH), glutathione S-transferase (GST), catalase
(CAT) and 6 -aminolevulinate dehydratase (ALA-D). Our results demonstrated that one or
more parameters changed markedly in the liver, kidney, spleen and cerebral cortex of aged
rats. Moreover, biochemical markers of renal and hepatic damage and selenium levels are
changed in the plasma of aged rats. Treatment with 4-PSQ restored oxidative stress caused by
ageing in tissues of rats, as well as plasma biochemical markers of renal and hepatic damage
and selenium levels. In conclusion, 4-PSQ presented an antioxidant effect in tissues of aged
rats, restoring selenium levels, which contributes to the restoration of the damage caused by
ageing. Thus, 4-PSQ could be a potential candidate for the management of age-related

oxidative damage, acting as an anti-ageing drug.

Keywords: Ageing, Quinoline, Selenium, Oxidative Stress, Antioxidant.
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1. Introduction

Ageing is a gradual and natural process that occurs in organisms and causes damage to
the integrity of various tissues. The ageing process is related to many diseases, including
hypertension, type-2 diabetes, atherosclerosis, and senile dementia (Buford, 2016; Kitada et
al., 2016; Chard et al., 2017). The ageing mechanisms are widely studied and an important
hypothesis is closely connected with the redox disproportion in cells (Vina et al., 2013;
Rodier et al., 2018).

The accumulation of cellular senescence in organs and tissues that causes ageing is
related to the oxidation-reduction imbalance, leading to the excessive production of reactive
oxygen species (ROS) and/or decrease of ROS scavenging (Liochev, 2013). The increase in
the production of ROS, such as hydrogen peroxide, by the mitochondria can cause oxidative
damage in the body (Rao, 2009). Additionally, ageing-related diseases such as
neurodegenerative diseases, tumor, and cardiovascular diseases, are risk factors linked with
cellular senescence (Childs et al., 2015). For that reason, the decrease of ROS is the main
target of anti-ageing therapy and the prevention of ageing-related diseases.

The antioxidant defense system of the body depends on large and various protection
mechanisms to keep ROS originating from endogenous or exogenous sources at
physiologically optimal levels (Birben et al., 2012). Then, antioxidant substances are
optimized to scavenge oxidative impairment induced by ROS. In this context, selenium is of
great importance, given that it possesses biological and antioxidant properties, and is used to
reduce cellular oxidative damages (Amara et., 2009; Amraoui et al., 2018). Selenium is an
essential micronutrient required in several proteins called selenoproteins, allowing the
enzymes to be even more reactive (Zoidis et al., 2018).

Additionally, nitrogenous molecules, such as quinolines, improve the basicity of

substances and they can form a strong hydrogen bond with the targets. The polarity of
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quinolines can be used as a means to reduce the lipophilic character, improving water
solubility and oral absorption (Alvarez et al., 2016). The quinoline analogs system-containing
drugs are used as efficient treatments of malaria (Kaur et al., 2010) and also exhibit anticancer
activities (Solomon et al., 2011). Furthermore, many studies suggest that quinoline derivatives
have protective effects against oxidative stress, increasing the level of antioxidants (Wang et

al., 2018; Ohwada et al., 2008).

Thus, based on important pharmacological properties of quinoline compounds and
selenium, our research group has devoted special attention to the synthesis and evaluation of
pharmacological effects of quinoline derivative compounds containing selenium (Savegnago
et al., 2013; Pinz et al., 2016; Saraiva et al., 2016; Reis et al., 2017). In fact, 7-chloro-4-
phenylselanyl-quinoline (4-PSQ), a quinolone derivative with an organoselenium substituent,
has demonstrated a significant number of pharmacological properties. This compound showed
antioxidant action in vitro (Savegnago et al., 2013) and absence of toxicity (Reis et al., 2017).
Moreover, our research group demonstrated that 4-PSQ presented antinociceptive and anti-
inflammatory properties in mouse nociception models (Pinz et al., 2016, Silva et al., 2017), as
well as anxiolytic-like action (Reis et al., 2017). Recently, Barth et al. (2019) demonstrated
that 4-PSQ restored the cognitive impairment caused by ageing in rats, modulating the
synaptic plasticity, cholinergic system, and cholesterol levels of aged rats. However, the
antioxidant effect of this compound on the oxidative stress in the elderly has not yet been
studied.

Based on the key issue that ageing causes an imbalance in redox homeostasis and in
our interest in search of a new therapeutic alternative using 4-PSQ, the aim of this study was
to investigate whether the subacute treatment with 4-PSQ presented antioxidant action in

oxidative stress caused by ageing in different rat tissues. Moreover, we investigated whether
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plasma selenium levels were altered in ageing, as well as the contribution of 4-PSQ

administration to these levels.

2. Material and Methods

Animals

Young adult male Wistar rats (3 months-old, 10 % lifespan completed, weighing 180 -
250 g) and aged rats (23 months-old, 76.6 % lifespan completed, weighing 400-700g) were
obtained from a local breeding colony. The animals were housed in cages with free access to
food and water. They were kept in a separate air-conditioned (22 + 2°C) room, on a 12-h
light/12-h dark cycle, with lights on at 7:00 a.m. Commercial diet and water were supplied ad
libitum. Animal care and all experimental procedures were conducted in compliance with the
National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH
publications No. 80-23, revised in 1996) and in accordance with the Committee on Care and
Use of Experimental Animal Resources, Federal University of Pelotas, Brazil (CEEA 4599-

2016). All efforts were made to minimize the number of animals used and their suffering.

Drugs

4-PSQ was prepared and characterized in accordance with Duarte et al. (2017).
Analysis of the 'H nuclear magnetic resonance (NMR) and *C NMR spectra showed
analytical and spectroscopic data in full agreement with its assigned structure. The chemical
purity of 4-PSQ (99.9 %) was determined by gas chromatography-mass spectrometry
(GC/MS). The compound was dissolved in canola oil. All other chemicals were of analytical

grade and obtained from standard commercial suppliers.
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Experimental protocol

Rats were randomly divided into 3 experimental groups (10 animals/group) (Table 1).
In the young adults and aged groups, animals received the canola oil (1 ml/kg), while in the
aged + 4-PSQ group, animals received the compound (5 mg/kg). Treatments with canola oil
or 4-PSQ were performed for 7 days, daily, by intragastric (i.g.) route, using gavage. The dose
of 4-PSQ was chosen based on previous studies by our group (Barth et al., 2019). Figure 2
illustrates the experimental protocol of this study.

Animals were allowed to rest until day 14 in order to avoid stress, when they were
euthanized by inhalation of isoflurane for ex vivo assays. The experimental protocol was in

agreement with Barth et al. (2019).

EX vivo assays

On day 14 of the experimental protocol, rats were anesthetized with isoflurane and
blood samples were collected from the heart ventricle, using heparin as an anticoagulant to
obtain plasma. Plasma was obtained by centrifugation (900 xg for 15 min) to determine the
creatinine, urea and selenium levels, besides aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) activities.

Liver, kidney, spleen and cerebral cortex were immediately removed and dissected.
The organs were separated and washed with cold saline solution (0.9 %) to determine
thiobarbituric acid reactive species (TBARS), non-protein thiols (NPSH), glutathione S-
transferase (GST), catalase (CAT), 6 -aminolevulinate dehydratase (ALA-D). The tissues
were removed and immediately homogenized in cold 50 mM Tris—-HCI, pH 7.4 (1/10
weight/volume for liver, kidney and spleen and 1/5 weight/volume for cerebral cortex),
centrifuged at 900 xg at 4°C for 10 min. The low speed supernatants (S1) were used for

biochemical assays.
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Determination of TBARS levels

TBARS levels were determined as described by Ohkawa et al. (1979) and used as a
measure of lipid peroxidation. An aliquot of supernatant was added to the reaction mixture
containing: 8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 0.8% thiobarbituric acid and acetic acid
buffer (pH 3.4). The system was incubated at 95°C for 2 h. Absorbance was measured at 532
nm in a spectrophotometer. Results were reported as nmol malondialdehyde (MDA)/mg

protein.

Antioxidant defenses

CAT activity

Enzyme activity was assayed by the method of Aebi (1984), which involves
monitoring the disappearance of H>O; in the homogenate at 240 nm. This method is used to
evaluate the activity of this enzymatic antioxidant defense, since the function of this enzyme
is specifically to dissociate H20. into H.O and O. An enzymatic reaction was initiated by
adding the supernatant and the substrate (H202) in a medium containing 50 mM potassium
phosphate buffer, pH 7.0. The enzymatic activity was expressed as Unit (U) CAT/mg protein

(1U decomposes 1 umol H2O2/min at pH 7 at 25°C).

GST activity

GST activity was assayed spectrophotometrically at 340 nm in accordance with Habig
et al. (1974). This method is used to evaluate the activity of this phase 2 enzyme, which is
responsible for the metabolism of xenobiotics. The reaction mixture contained an aliquot of

supernatant, 0.1M potassium phosphate buffer pH 7.4, 100 mM glutathione reduced (GSH)
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and 100 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), which was used as substrate. Enzyme

activity was expressed as nmol CDNB conjugated/min/mg protein.

NPSH levels
NPSH levels were determined by the method of Ellman (1959). This method is used to
evaluate the levels of non-enzymatic antioxidant defenses. Supernatant was mixed (1:1,
volume/volume) with 10% trichloroacetic acid (TCA). Tubes were centrifuged at 900xg for
10 min. Then, the protein pellet was discarded and free-thiol (SH) groups were determined in
the clear supernatant. An aliquot of supernatant was added to 1 M potassium phosphate buffer

pH 7.4 and 10 mM 5,5" dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The color reaction was

measured at 412 nm in a spectrophotometer. NPSH levels were expressed as nmol NPSH/g

tissue.

6-ALA-D activity

d-ALA-D is a sulfhydryl enzyme sensitive to situations of oxidative damage sensitive
enzyme (Folmer et el., 2003). Enzyme activity was assayed by the method described by
Sassa, with some modifications. The principle of this method is based on enzyme incubation
with an excess of &-aminolevulinic acid (6-ALA). An aliquot of supernatant was pre-
incubated for 10 min at 37°C. The enzymatic reaction was initiated by adding the substrate (-
ALA) to a final concentration of 2.2 mM in a medium containing 45 mM potassium
phosphate buffer, pH 6.8. The incubation was carried out at 37° for 3 h for cerebral cortex and
1 h for liver, kidney and spleen. The incubation was stopped by adding an aliquot of 10%
TCA with 10 mM HgCl». Porphobilinogen (PBG), reaction product, was measured at 555 nm,

using modified Ehrlich's reagent. The values were expressed as nmol PBG/mg protein/h.
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Liver and kidney damage biomarkers
The activity of AST and ALT, as well as urea and creatinine levels were determined in

rat plasma through an automated kinetic colorimetric method (Cobas Integra 400 plus).

Determination of elemental selenium

Plasma digestion was performed using a microwave oven (Multiwave 3000, Anton
Paar, Austria) equipped with eight high-pressure quartz vessels (maximum pressure, internal
volume and temperature of 80 bar, 80 mL and 280°C, respectively). The analytes were
determined using an inductively coupled plasma mass spectrometer (Elan DRC II, Perkin-
Elmer-SCIEX, Canada) equipped with a concentric nebulizer (Meinhard Associates), a
cyclonic spray chamber (Glass Expansion, Inc.) and a quartz torch with a quartz injector tube
(2 mm i.d.). Instrumental performance was optimized following the instructions of the
manufacturer and previous work published in the literature (Perkin et al., 2003; Maciel et al.
2014). The isotope monitored was 82Se.

In the digestion procedure, rat plasma was added into the quartz vessels and 7 mol/L
HNOs were included. Digestion vessels were closed, fixed to the rotor and submitted to the
following irradiation program: (i) ramp to 10 min to 1000 W, (ii) 10 min at 1000 W, and (iii)
20 min at 0 W (cooling step). Nitric acid concentration was based on studies present in the
literature because it was commonly used to digest complex matrices in the same microwave
oven (Bizzi et al., 2011). Likewise, the microwave irradiation power was selected to avoid
sudden spontaneous reactions during organic compound digestion. After the procedure, the
final solutions were transferred to volumetric vessels and diluted with water. The procedures

were performed in triplicate.
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Limits of quantification (LOQs) were calculated from the mean of the blank values
plus ten times the value of the standard deviation for 10 replicates. The sample mass, the final
volume of digests, and the dilution factor were also taken into account. Accuracy was
constantly evaluated by trueness using recovery tests and by precision using relative standard

deviation.

Protein quantification
The protein concentration was measured by the method of Bradford (1976), using

bovine serum albumin as the standard.

Statistical analysis
Data are expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M.). Data were analyzed
by Graphpad Prism® 5, the normality of data was evaluated by the D'Agostino and Pearson
omnibus normality test. Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Newman-Keuls test, when appropriate. Values of p < 0.05 were
considered statistically significant. For the plasma selenium levels, results were statistically

evaluated by Student's t-test (confidence level of 95%, p > 0.05).

3. Results
TBARS levels
Results showed significant differences in the TBARS levels in the rat liver (Fe27) =
11.13, p < 0.001), kidney (F2,27) = 12.18, p <0.001) and spleen (F.27) = 11.40, p < 0.001).
TBARS levels were increased in both peripheral structures of aged rats (around 54% for the
liver, 114% for the kidney and 41% for the spleen), when compared with the young adult rats

(Fig. 3a, 3b, and 3c, respectively). There was no significant difference in TBARS levels in the
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cerebral cortex of the aged rats, when compared with the young adults groups, but there is a
trend (around 19% for the cerebral cortex) (F,12) = 3.25, p > 0.05). Treatment with 4-PSQ
was effective in restoring the TBARS levels in the liver (Fig. 3a), kidney (Fig. 3b) and spleen

(Fig. 3c) of aged rats.

Antioxidant defenses

GST

Results showed significant differences in the GST activity in the kidney (Fe27n =
9.12, p <0.001), spleen (F(,27y = 5.88, p < 0.01) and cerebral cortex (F,12) = 14.46, p < 0.001)
of rats. GST activity was reduced in the kidney (around 40%) and increased in the spleen
(around 39%) and cerebral cortex (around 47%) of aged rats, when compared with the young
adult rats (Table 1). There was no significant difference in the hepatic GST activity of the
aged rats, when compared with the young adults groups (Fe.26) = 1.79, p > 0.05). Treatment
with 4-PSQ was effective in restoring the GST activity in the kidney, spleen and cerebral

cortex (Table 1) of aged rats.

CAT activity

Results showed significant differences in the CAT activity in the liver (Fp27) = 15.22,
p <0.0001), kidney (F.27 = 9.12, p <0.001), spleen (F27 = 5.80, p < 0.01) and cerebral
cortex (F,12) = 52.01, p < 0.0001) of rats. CAT activity was decreased in the kidney (around
40%), spleen (around 40%) and cerebral cortex (around 55%), while there was an increase in
the liver (around 43%) of aged rats, when compared with the young adult rats (Table 2).
Treatment with 4-PSQ was effective in restoring the CAT activity in all tissues of aged rats

(Table 2).
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NPSH levels

Results showed significant differences in the NPSH levels in the liver (Fp.27) = 7.02, p
<0.01) and kidney (Fp,27y = 18.12, p <0.0001) of rats. NPSH levels increased in the liver
(around 43%) and decreased in the kidney (around 17%) of aged rats, when compared with
the young adult rats (Table 3). There was no significant difference in NPSH levels in the
spleen (F.27) = 1.54, p > 0.05) and cerebral cortex (F,12) = 3.89, p > 0.05) of the aged rats,
when compared with the young adults groups. Treatment with 4-PSQ restored the NPSH

levels in the liver and kidney of aged rats (Table 3).

6-ALA-D activity

Results showed significant differences in the 6-ALA-D activity in the kidney (F27) =
10.88, p <0.001) and spleen (F27) = 4.82, p < 0.05) of rats. -ALA-D activity was reduced in
the kidney (around 38%) and spleen (around 37%) of aged rats, when compared with the
young adult rats (Fig. 4b and 4c, respectively). There was no significant difference in 6-ALA-
D activity in the cerebral cortex (F,12) = 1.37, p > 0.05) and liver F27) = 2.41, p > 0.05) of
the aged rats, when compared with the young adults groups. Treatment with 4-PSQ restored

the 6-ALA-D activity in the kidney (Fig. 4b) and spleen (Fig. 4c) of aged rats.

Liver and kidney damage markers

AST and ALT activities

Results showed significant differences in the AST (F27) = 8.34, p <0.01) and ALT
(Fe27) = 10.52, p <0.001) activities in rat plasma. The transaminase activities increased in the
plasma (around 65% for AST and 43% for ALT) of aged rats, when compared with the young
adult rats (Table 4). Treatment with 4-PSQ restored the AST and ALT activities in the plasma

of aged rats (Table 4).
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Creatinine and Urea levels

Results showed significant differences in the creatinine (F27y = 4.45, p <0.05) and
urea (Fe27 = 64.48, p <0.0001) levels in rat plasma. The creatinine levels increased (around
24%), while the urea levels decreased (around 34%) in the plasma of aged rats, when
compared with the young adult rats (Table 4). Treatment with 4-PSQ was effective in

restoring creatinine and urea levels in the plasma (Table 4) of aged rats.

3.4.2. Elemental Selenium blood levels

The results showed a significant difference in the elemental selenium levels (Fp,7) =
43.01, p <0.0001) in rat plasma. Elemental selenium levels were decreased in (around 28%)
aged rat plasma, when compared with the young adult rats (Figure 5). Treatment with 4-PSQ
significantly increased the elemental selenium levels in the plasma (Figure 5) of aged rats

(around 69%), when compared with the young adult group.

4. Discussion

In the present study, we demonstrated that the ageing process caused changes in
oxidative parameters, markers of tissue damage and selenium level in rats. Importantly, we
provided evidence for the antioxidant effect of 4-PSQ, since that compound restored the age-
related oxidative stress in rats, as well as markers of tissue damage and selenium levels. These
results may mean that 4-PSQ could be a potential candidate for the management of age-
related oxidative stress, acting as an anti-ageing drug.

The age-related pathologies including arthritis, diabetes, dementia, cancer,
atherosclerosis, vascular diseases, obesity, osteoporosis, and metabolic syndromes are closely

associated with an increase in ROS and subsequently in oxidative stress (Liu et al., 2017,
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Liguori et al., 2018). The biological system modulates the cellular activities, such as cell
survival, stressor responses, inflammation, and generate ROS (Zuo et al., 2015). There is
evidence that a variety of ROS and other free radicals are directly involved in molecular
damage, which can lead to structural and functional disorders in ageing. Elevation of ROS has
been associated with the onset and progression of ageing (L6pez-Otin et al., 2013; Lennicke
et al., 2015).

In our study, we found an increase of oxidative stress in tissues of aged rats, given that
one or more oxidative parameters (TBARS, NPSH, CAT and GST) changed markedly in the
liver, kidney, spleen and cerebral cortex of aged rats. The imbalance between pro-oxidants
and antioxidants resulting in oxidative stress associated with ageing has been extensively
demonstrated (Cenini et al., 2019; Martinez et al., 2019). Indeed, ageing can result in a
number of physiological modifications, which are responsible for the degradation of
functional capacities. Although several research studies had been done on age-related
oxidative stress in various tissues in rodents, unfortunately, these studies have sometimes
produced a variety of conflicting results (Mo et al., 2017; Saio et al., 2016; Xu et al., 2009).
The inconsistency of the results may be at least partly attributable to the differences in
species, strain, sex and age of animals, assay methods, as well as experimental conditions.
These inconsistencies reflect the rather complex relationships between an antioxidant system
in various tissues and the ageing process. Regardless of this, in the present study, oxidative
stress associated with ageing in all tissues studied was well characterized.

Importantly, in the present study, hepatic lesions caused by oxidative damage in
ageing have been evidenced through an increase in the AST and ALT activities, as well as
reduction in urea levels in the plasma of aged rats. Indeed, damage in hepatocytes leads to
extravasation of intracellular contents into plasma, increasing the activity of transaminases

(AST and ALT), which are good markers of cytolysis. These aminotransferases are normally
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present in serum at low concentrations (Pifieiro-Carrero and Pifieiro, 2004) and our results
point to a release of these enzymes from the liver in large amounts, showing that ageing
damaged the hepatocyte membrane, probably due to oxidative stress. Moreover, plasma urea
levels are usually associated with renal damage. However, urea is produced in the liver
through the urea cycle, and reduced plasma urea levels have been found in situations of liver
damage (Stevens et al., 2005). In this sense, we can infer that the reduction in plasma urea
levels of aged rats may be a consequence of liver damage caused by ageing. Corroborating
our results, Olukiran et al. (2018), showed that young adult rats had a significantly higher
plasma urea concentration when compared with aged rats.

Additionally, cellular oxidative damage plays a key role in the pathogenesis of renal
disorders (Sagoo and Gnudi, 2018). In this way, our results demonstrated an increase in the
plasma creatinine levels with ageing. Creatinine is freely filtered at the glomerular level, and
it is not reabsorbed in the renal tubules, therefore it is considered a more specific indicator of
renal damage (Coles et al., 1986; Gunes et al., 2017). In accordance, Oliveira et al. (2016)
demonstrated an increase in plasma creatinine levels in old rats, indicating renal damage.
Moreover, a recent study showed that mediators of ROS generation were closely associated
with kidney regulation in ageing (Chen et al., 2019). In this context, we can suppose that the
increase in plasma creatinine levels is closely related to oxidative stress in the kidney caused
by ageing, thus indicating renal damage.

The results presented above are in accordance with the inhibition of 3-ALA-D activity
in kidney and spleen of aged rats found in the current study. Tentatively, the inhibition of -
ALA-D activity by ageing could be related to an increase in lipid peroxidation (as
demonstrated by TBARS levels) in kidney and spleen. In fact, the 3-ALA-D enzyme is

extremely sensitive to situations associated with oxidative stress (Pande and Flora, 2002;
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Folmer et al., 2003; Nogueira et al., 2004; Soares et al., 2016; Valentini et al., 2018; Vogt et
al., 2018).

New strategies to scavenge ROS and reduce the age related-diseases have been
extensive researched (Durieux et al., 2011; Bai et al., 2017). In this context, the most
important result of the present study was that 4-PSQ restored the oxidative damage and tissue
injury caused by ageing in different tissues of rats, as demonstrated by the restoration of
oxidative stress parameters and plasma markers. 4-PSQ is a quinoline derivative with an
organoselenium group that demonstrated several pharmacological properties. Outstanding
among these properties is the antioxidant action. Indeed, most of the pharmacological
properties of the compound are due to its antioxidant action (Pinz et al., 2016; Reis et al.,
2017; De Freitas Couto et al., 2018; Pinz et al., 2018; Voss et al., 2018). The exact
mechanism to explain the antioxidant action of 4-PSQ is not yet clear. We can suppose that it
acts in different antioxidant defense lines and it has the capacity of reducing the ferric ion?
(Savegnago et al., 2013). Moreover, Vogt et al. (2018) suggested that 4-PSQ acts in a similar
manner to other organoselenium compounds, such as diphenyl diselenide and ebselen, to exert
its antioxidant effect.

In addition, the antioxidant effect of 4-PSQ may be due to the increased availability of
selenium in tissues. In fact, ageing is associated with a gradual depletion of essential minerals,
such as selenium (Andres et al., 2007). Many diseases in ageing were associated with low
levels of selenium, weakening the immune system and raising the susceptibility to cell
damage and cancer (Wright et al., 2006). Our results showed low levels of selenium in plasma
of aged rats, and notably, treatment with 4-PSQ restored these levels. In accordance with this,
Vogt et al. (2018) revealed that the phenylselanyl group present in the structure of 4-PSQ is
extremely important for the antioxidant effect of this compound, since a quinoline derivative

analogous to 4-PSQ but without an organoselenium substituent had no antioxidant effect.
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Moreover, an increasing number of studies has shown that mechanisms by which selenium
combats ageing are related to its antioxidant activity (Legrain et al., 2014; Cai et al., 2018).
Therefore, we can infer that 4-PSQ increased selenium levels in plasma, and consequently in
tissues, and this contributes to the antioxidant action of compound in ageing.

In conclusion, we showed that 4-PSQ restored oxidative damage caused by ageing,
due to its antioxidant effect. Moreover, the increase in selenium levels following treatment
with 4-PSQ may contribute to restoration of the damage caused by ageing. Thus, 4-PSQ could
be a potential candidate for the management of age-related oxidative damage, acting as anti-

ageing drug.
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Tables

Table 1. Effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on GST activity in the

liver, kidney, spleen and cerebral cortex of aged rats.

Liver Kidney Spleen Cerebral Cortex
Young Adults 539 +31 66 +4 51+3 13.2+0.8
Aged 444 + 46 39 £ 5*** 71 +10* 19.5+1.3**
Aged+4-PSQ 525 + 37 57 + 4% 40 + 3% 13.4 + 0.4%#

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) of ten animals per group for
liver, kidney and spleen, and five animals per group for cerebral cortex. Glutathione S-
transferase (GST) activity was expressed as nmol CDNB conjugated/min/mg protein. (*), (**)
and (***) denotes p<0.05, p<0.01 and p<0.001, respectively, as compared to the young adults

group; (##) and (###) denotes p<0.01 and p<0.001, respectively, as compared to the aged

group
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Table 2. Effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on CAT activity in the

liver, kidney, spleen and cerebral cortex of aged rats.

Liver? Kidney 2 Spleen @ Cerebral Cortex ?
Young Adults 20.3+1.3 65.6 +4.1 109+1.0 1.16 £0.01
Aged 20.1+1.8%* 389+55%*  74+05*% 0.52+0.07****
Aged+4PSQ 205+ 04" 571437  104+07%  1.25+0.05"

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) of ten animals per group for

liver, kidney and spleen, and five animals per group for cerebral cortex. Catalase (CAT)

activity was expressed as CAT/mg protein (*), (***) and (****) denotes p<0.05, p<0.001 and

p<0.0001, respectively, as compared to the young adults group; (#), (##), (###) and (####)

denote p<0.05, p<0.01, p<0.001 and p<0.0001, respectively, as compared to the aged group.
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Table 3. Effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on the NPSH levels in

liver, kidney, spleen and cerebral cortex of aged rats.

Liver? Kidney 2 Spleen @ Cerebral Cortex?
Young Adults 7.7£0.1 2.5+0.1 2.58 +0.03 1.51£0.02
Aged 10.1+0.7** 2.140.1%*** 2.77+£0.12 1.48 £0.02
Aged+4-PSQ 8.4+0.4* 2.4+0.1%# 2.68 +0.02 1.61 £0.05

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) of ten animals per group for
liver, kidney and spleen, and five animals per group for cerebral cortex. Non-protein thiols
(NPSH) levels were expressed as nmol NPSH/g tissue (**) and (****) denote p<0.01 and
p<0.0001, respectively, as compared to the young adults group; (#), (###) denote p<0.05 and

p<0.001, respectively, as compared to the aged group.

Table 4. Effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4_PSQ) on the hepatic and renal

markers in plasma of aged rats.

Young adults Aged Aged + 4-PSQ
AST (U/L) 154 + 14 255 + 35** 134+ 7%
ALT (U/L) 47 +3 67 £ 5** 52 + 3##
Creatinine (mg/dl)  0.29 £0.02 0.36 £0.03* 0.26 +0.01%
Urea (mg/dl) 47.1 + 1,17 31.2 + 1.1%*** 36.0 + 0.8%

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) of ten animals per group.
Aspartate aminotransferase (AST) and Alanine aminotransferase (ALT). (*), (**) and (***¥*)
denote p<0.05, p<0.01 and p<0.0001, respectively, as compared to the young adults group;
(#), (##), (###) and (####) denote p<0.05, p<0.01, p<0.001 and p<0.0001, respectively, as

compared to the aged group.
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Figure captions

Fig. 1 Chemical structure of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ).

Fig. 2 The experimental protocol. Aged rats were intragastrically (i.g.) treated for seven days
with 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) (5 mg/kg) or vehicle (canola oil) (1
ml/kg). Young adults animals received the vehicle. On the 14" day, animals were euthanized

by inhalation of isoflurane for ex vivo assays.

Fig. 3 Effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on the thiobarbituric acid
reactive species (TBARS) levels in liver (A), kidney (B) spleen (C) and cerebral cortex (D).
Data are reported as mean + standard error of the mean (SEM). (***) denotes p<0.001 as
compared to the young adults group. (##) denotes p<0.01 and (###) denotes p<0.001 as
compared to the aged group (one-way analysis of variance/Newman-Keuls test). MDA means

malondialdehyde.

Fig. 4 Effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on the &-aminolevulinate
dehydratase (3-ALA-D) activity in liver (A), kidney (B) spleen (C) and cerebral cortex (D).
Data are reported as mean + standard error of the mean (SEM) of ten animals per group. (*)
denotes p<0.05 as compared to the young adults group (***) denotes p<0.001 as compared to
the young adults group. (#) denotes p<0.01 as compared to the aged group (one-way analysis

of variance/Newman-Keuls test).

Fig. 5 Effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on the elemental selenium in

plasma. Data are reported as mean + standard error of the mean (SEM) of four animals per
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group. (*) denotes p<0.05 as compared to the young adults group. (###) denotes p<0.001 as

compared to the aged group. (Student's t-test (confidence level of 95%, p > 0.05).
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5. DISCUSSAO

O envelhecimento pode ser entendido como um processo dindmico e
progressivo, caracterizado tanto por alteragbes morfoldgicas, funcionais e
bioquimicas, podendo levar a redugcdo das fungdes cognitivas e aumentar a
susceptibilidade a doencas associadas a idade (CARVALHO e PAPALEO, 2006).
Desta forma, a utilizagdo de agentes para combater os efeitos do envelhecimento se
tornam essenciais. Visto que evidéncias na literatura apontam importante
propriedades farmacoldgicas de compostos quinolinicos contendo o elemento
selénio, nosso grupo de pesquisa dedicou atencao especial a sintese e avaliagao
dos efeitos farmcacoldgicos desses compostos (Savegnago et al., 2013; Pinz et al.,
2016; Saraiva et al., 2016; Reis et al., 2017). Dentre esses compostos, detaca-se o
4-PSQ, um derivado de quinolina com um substituinte organoselénio, o qual
demonstrou um numero significativo de propriedades farmacologicas. Este composto
apresentou acao antioxidante in vitro (Savegnago et al., 2013) e auséncia de
toxicidade (Reis et al., 2017). Além disso, nosso grupo de pesquisa demonstrou que
0 4-PSQ apresentava propriedades antinociceptivas e anti-inflamatorias em modelos
de nocicepc¢ao de camundongos (Pinz et al., 2016, Silva et al., 2017), além de ac¢ao
semelhante a ansiolitica (Reis et al., 2017). Neste contexto, o presente estudo
avaliou o possivel efeito restaurador do 4-PSQ na disfungdo cognitiva, na
neuroplasticidade e no estresse oxidativo causados pelo envelhecimento em ratos
(Wistar).

Primeiramente foi investigado o efeito do 4-PSQ no déficit de memodria
causado pelo envelhecimento em ratos (Artigo 1). Esta bem descrito na literatura
gue o envelhecimento leva a um comprometimento da funcdo cognitiva (HOFER et
al., 2003). Além disso, nosso grupo de pesquisa demonstrou anteoriormente o efeito
do 4-PSQ no comprometimento de memoaria e cognicdo em um modelo de doencga
de Alzheimer em camundongos (PINZ et al., 2018). Sendo assim, no presente
estudo foi verificado que os ratos velhos apresentaram déficit nas memoarias de curto
e longo prazo e que o tratamento com o 4-PSQ foi eficaz em restaurar esse prejuizo
de memoria. Estes resultados corroboram com os encontrados na literatura, que
demonstraram que o0s compostos organicos de selénio apresentam efeito no
tratamento do comprometimento de cognicdao em ratos velhos (BORTOLATTO et al.,
2012; CECHELLA et al., 2014).
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O sistema biologico mais comprometido com o envelhecimento € o SNC
(CANCADO e HORTA, 2002). No envelhecimento, diversos mecanismos estao
envolvidos no prejuizo de memdéria levando a diversas alteragdes no SNC como,
reducdo no numero de neurbnios, reducdo na velocidade de conduc¢ao nervosa,
reducdo da intensidade dos reflexos e da capacidade de coordenagdes (DE VITTA,
2000). Os processos cognitivos mediados pelo hipocampo e pelo cortex pré-frontal
sdo afetados pelo envelhecimento. Sendo assim, a neurotransmissao colinérgica
prejudicada contribui para a disfungdo cognitiva (SPECK-PLANCHE et al., 2012;
AHMED et al., 2013). No presente estudo foi possivel observar uma reducdo na
atividade da AChE em estruturas cerebrais de ratos idosos, em comparagao com 0s
ratos adultos jovens e o tratamento com o 4-PSQ foi efetivo em proteger contra a
mudanga na atividade da AChE em ambas estruturas cerebrais. De fato, uma
reducdo na atividade da AChE é um importante marcador na disfuncdo da
neurotransmissdo colinérgica relacionada com a idade (MASILAMONI et al., 2008;
KILIMANN et al., 2017). Uma vez que, Das e colaboradores (2001) demonstraram
que o envelhecimento causou uma reducao na sintese e liberagcdo de ACh com uma
consequente reducao na diminui¢cao na atividade da AChE.

Outro mecanismo que contribui para o prejuizo da memoria esta relacionado
com a reducdo na neurogénese € na neurodegeneracdo (BROOK et al.,, 2000;
PUZZO et al.,, 2015). Os resultados do presente estudo demonstraram uma
diminuicdo na expressdo da NCAM no hipocampo e cortex cerebral dos ratos
velhos, quando comparado com os ratos jovens. O tratamento com o 4-PSQ
restaurou a diminui¢do na expressao da NCAM, atingindo os niveis encontrados nas
estruturas cerebrais dos ratos adultos jovens. As NCAMs sdo apontadas como
indispensaveis para a formacdo e consolidacdo de aprendizagem e memoria
(WANG et al., 2013). Nos adultos, a expressao dessa molécula de adesao esta
limitada a certas areas cerebrais associadas a plasticidade neur6nio-glia e
comunicacao (FAIVRE-SARRAILH et al., 2004). Sendo assim, os resultados obtidos
nesse trabalho demonstram que o tratamento com o 4-PSQ mostrou um
impedimento na downregulation da expressao da NCAM nas estruturas cerebrais
dos ratos velhos.

Ainda, o envelhecimento levou a um downregulation na expressao da PST
nas estruturas cerebrais dos ratos em comparagao com os ratos adultos jovens. No

entanto, nenhuma alteragdo foi encontrada na expressao da STX em ambas as
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estruturas cerebrais. A PST (ou ST8SialV) e a STX (ou ST8Siall) séao
polissialiltransferases responsaveis por sintetizar o acido a-2,8-polissialico e o
adiciona aos dominios extracelulares da NCAM (PSA-NCAM). Durante o
desenvolvimento embrionario e periodo pds-natal, a PSA-NCAM é intensamente
expressa, predominando a atividade da STX. Na vida adulta, a PSA-NCAM ¢ restrita
a regides especificas do cérebro, como hipocampo e cortex cerebral, que tem papel
na plasticidade sinaptica e na migragao celular, sendo a PST a principal associada a
a-2,8-polissialilacdo (CORDNER et al., 2015). Os resultados deste estudo sugerem
que o envelhecimento diminuiu a expressao da PST no hipocampo e no cértex
cerebral de ratos, diminuindo a plasticidade sinaptica nessas regides cerebrais,
assim como demostrado por RUTISHAUSER e colaboradores (2008). Sendo assim,
o tratamento com o0 4-PSQ aumentou significativamente os niveis de PST em ambas
as estruturas cerebrais nos ratos idosos. Esses resultados indicaram que o 4-PSQ
restaurou as poliassialiltransferases, principalmente a PST, aumentando a
polissialilacdo da NCAM, restaurando a plasticidade sinaptica nas estruturas
cerebrais de ratos idosos, melhorando as fungbes cognitivas nas tarefas
comportamentais.

Adicionalmente, a dislipidemia, juntamente com outros fatores de risco
vasculares, tém sido associado a um risco relativo aumentado de deselvolvimento
de deméncia durante o processo de envelhecimento (KLOPPENBORG et al., 2008).
A literatura indica que altos niveis séricos de colesterol podem afetar o
funcionamento do cérebro. Esse desequilibrio no perfil lipidico leva a um declinio na
aprendizagem e memoria (STOUGH et al., 2019). Neste trabalho foi verificado um
aumento nos niveis de colesterol no plasma dos ratos velhos. Corroborando com
este resultados, um estudo longitudinal demostraram associa¢des entre marcadores
de dislipidemia e uma piora da funcdo cognitiva (DE FRIAS et al. 2007). Sendo
assim, o tratamento com o 4-PSQ foi capaz de diminuir os niveis de colesterol dos
ratos velhos. Esses resultados sao promissores pois a literatura sugere que
oscilacbes no metabolismo do colesterol, como um aumento dos seus niveis séricos,
potencialmente aumentam os niveis neuronais, promovendo a clivagem do precursor
de proteina amiloide e prejudicando a memoria (BAUM et al., 1999; PARADIS et al.,
2004; SATHYA et al., 2016). Os resultados deste estudo demonstraram, pela
primeira vez, que o 4-PSQ apresentou efeito no metabolismo do colesterol. O 4-PSQ

foi capaz de restaurar os niveis séricos do colesterol dos animais envelhecidos.
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Com o envelhecimento, o sistema nervoso apresenta uma redugdo da
intensidade dos reflexos, restricado das respostas motoras, do poder de reacdes e da
capacidade de coordenagdes (DE VITTA, 2000). Neste trabalho pode-se observar
uma diminui¢do na atividade locomotora e exploratdria nos ratos idosos no teste do
campo aberto em comparacao com ratos jovens. Esses resultados corroboram com
outros estudos que revelaram que a idade avangada pode causar uma redugéo do
comportamento exploratério dos roedores (PARDON et al., 2000; BORTOLATTO et
al., 2012). Neste contexto, o tratamento com o0 4-PSQ por sete dias protegeu contra
o comprometimento do comportamento exploratorio causado pelo envelhecimento.

Tendo em vista estes resultados, o artigo 1 demonstrou que o 4-PSQ
restaurou o prejuizo cognitivo causado pelo envelhecimento em ratos. Além disso, o
composto modulou a plasticidade sinaptica, o sistema colinérgico e os niveis de
colesterol em ratos velhos. Entdo os resultados obtidos no artigo 1 contribuem
fortemente para a pesquisa de um novo agente terapéutico para o déficit de
memoria em idosos.

Em 1981, Harman sugeriu uma unica causa para o envelhecimento,
modificada por fatores genéticos e ambientais e que, os RLs estariam envolvidos
tanto no envelhecimento como em doencgas, ou ainda, em alteracoes relacionadas
com a idade. Essa teoria continua sendo bastante aceita uma vez que os RLs sao
produzidos constantemente durante o metabolismo normal dos organismos
aerobios. Mudancgas que possam ocorrer com a idade, aumentando as taxas pro-
oxidantes ou diminuindo os mecanismos de defesa antioxidante, podem ser a
explicacdo para muitas das alteragbes organicas que ocorrem com O
envelhecimento em diversos processos, como por exemplo os neurodegenerativos
(De SOUZA e BOHR, 2002). Além do cérebro, o figado, rim e baco sao tecidos
suscetiveis ao estresse oxidativo (RAYMAN, 2012).

Para investigar o estresse oxidativo e o efeito antioxidante do 4-PSQ em
diferentes tecidos no envelhecimento foi realizado o estudo apresentado no
manuscrito 1. Através dos resultados encontrados foi possivel verificar um aumento
do estresse oxidativo nos tecidos de ratos idosos, uma vez que um ou mais
parametros oxidativos (TBARS, NPSH, CAT e GST) mudaram significativamente no
figado, rim, baco e cértex cerebral. As ERs podem causar diversos danos, agindo
diretamente sobre proteinas, lipidios e DNA. As membranas celulares sofrem acgao
direta das ERs, tendo em vista que elas apresentam em sua estrutura uma dupla
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camada lipidica, com grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados,
associadas as proteinas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Estes acidos graxos
poli-insaturados presentes nas membranas sdo mais susceptiveis a sofrerem acgao
oxidante das ERs (CHAIYASIT et al., 2007; FRANKEL, 2014). Com isso, as ERs
causam a lipoperoxidacao, que leva a diminuicdo da fluidez, dano das proteinas,
desarranjos e inativacdo de receptores, de enzimas, de canais de ions e
potencializacdo da lise celular (LIMA e ABDALLA, 2001).

Os resultados deste estudo também demonstraram um dano celular nos
tecidos hepatico e renal nos animais envelhecidos, uma vez que observou-se um
aumento dos marcadores bioquimicos plasmaticos (AST, ALT, ureia e creatinina).
De fato, a lesao hepatica causada pelo dano oxidativo no envelhecimento tem sido
evidenciado através do aumento na atividade da AST e ALT, bem como da reducgao
nos niveis de ureia no plasma dos ratos velhos. O dano aos hepatdcitos leva a um
extravasamento do conteudo intracelular para o plasma, aumentando a atividade da
AST e a ALT que sao indicadores sensiveis de lesdo celular hepatica. Estas
aminotranferases estdo normalmente presentes no soro em baixas concentracdes e
sdo liberadas do figado em maiores quantidades quando ha lesdo da membrana
celular do hepatécito (PINEIRO-CARRERO e PINEIRO, 2004). Dessa forma, a
liberacado destas enzimas a partir do figado e aumento delas na corrente sanguinea
mostram que o envelhecimento causa um dano na membrana do hepatdcito,
provavelmente devido aos estresse oxidativo (STEVENS et al., 2005). Além disso,
0s niveis de ureia plasmaticos sdo geralmente associados com uma lesao renal.
Entretanto, a ureia é produzida no figado através do ciclo da ureia e uma reducao
nos niveis de ureia tem sido encontradas em situacées de dano hepatico (STEVENS
et al., 2005). Neste contexto, pode-se inferir que uma reducao na ureia plasmatica
nos ratos velhos pode ser uma consequéncia do dano hepatico causado pelo
envelhecimento. Corroborando com estes resultados, Olukiran e colaboradores
(2018) mostraram que ratos velhos apresentam menores niveis de ureia plasmaticos
gue ratos adultos jovens.

Importantemente, o estresse oxidativo também pode causar desordens renais
(SAGOO e GNUDI, 2018). De fato, os resultados do presente estudo demonstraram
um aumento nos niveis de creatinina plasmatica nos ratos velhos e o tratamento
com o0 4-PSQ restaurou estes niveis. A creatinina é eliminada do organismo através

dos rins, que sao responsaveis pela depuracao desta substancia nitrogenada nao-
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proteicas. A creatinina é filtrada livremente ao nivel glomerular, ndo sendo
reabsorvida nos tubulos renais, por tal razdo € considerada um indicador mais
especifico de lesdo renal (COLES, 1986; HENRIQUES et al., 2016). Além disso,
Gunes e colaboradores (2017) demonstraram que a deficiéncia de selénio causa um
estresse oxidativo e uma consequente diminuigdo da fung¢éo renal, resultando em
uma excrecdo renal deficiente de creatinina e um aumento desta na corrente
sanguinea. Com estes resultados, pode-se supor que o aumento nos niveis de
creatinina plasmatica esta diretamente relacionada com o estresse oxidativo no rim
causado pelo envelhecimento, indicando uma lesao renal. Além disso, o efeito do 4-
PSQ em combater a lesao renal, provavelmente, esta relacionada ao efeito
antioxidante.

Os resultados apresentados acima estdo de acordo com a inibicdo na
atividade da 3-ALA-D no rim e baco dos ratos envelhecidos encontrados neste
estudo. A inibicdo da atividade da &-ALA-D pelo envelhecimento pode estar
relacionada a um aumento na peroxidacgao lipidica (como demonstrado pelos niveis
de TBARS) no rim e no bago. De fato, 8-ALA-D é uma enzima extremamente
sensivel a situagbes associadas a oxidacdo (SOARES et al., 2016; VALENTINI et
al., 2018; VOGT et al., 2018). Além disso, o 4-PSQ restaurou a atividade da 6-ALA-D
no rim e no bacgo dos ratos velhos devido ao efeito antioxidante do composto.

Com isso, os resultados do manuscrito 1 indicam que o 4-PSQ restaurou o
dano oxidativo e a injuria tecidual causados pelo envelhecimento em diferentes
tecidos de ratos. Este € um importante resultado ja que novas estratégias para o
combate das ERs e a redugcdo das doencas relacionadas com a idade tem sido
extensivamente pesquisadas (DURIEUX et al., 2011; BAI et al., 2017). O 4-PSQ é
um derivado de quinolina contendo um grupo organoselénio que tem apresentado
diversas propriedades farmacoldgicas, tais como a acao antioxidante (PINZ et al.,
2016, 2018; REIS et al., 2017; De FREITAS COUTO et al., 2018; VOGT et al., 2018;
VOSS et al., 2018). Entretanto, ainda ndo se sabe o exato mecanismo para explicar
a agao antioxidante do 4-PSQ. Através dos estudos publicados e do presente estudo
pode-se supor que o composto age em diferentes linhas de defesa antioxidante.
Além disso, Vogt e colaboradores (2018) sugeriram que o 4-PSQ age de maneira
similar a outros compostos organicos de selénio, como por exemplo o (PhSe)2 e o
ebselen, para exercer o efeito antioxidante.

Em adicdo, o aumento da disponibilidade de selénio nos tecidos pode estar
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relacionado com o efeito antioxidante do 4-PSQ. Andres e colaboradores (2007)
mostraram que muitas doengas relacionadas com o envelhecimento estédo
diretamente correlacionadas com a diminuicdo dos mineirais essencias, como o
selénio. Os resultados do presente estudo mostraram que os ratos velhos
apresentaram baixos niveis de selénio no plasma e que o tratamento com o 4-
PSQ restaurou estes niveis. Neste contexto, Vogt e colaboradores (2018)
demonstraram que o grupamento fenilselanil presente na estrutura do 4-PSQ é
essencial para o efeito antioxidante deste composto, uma vez que o derivado de
quinolina analogo ao 4-PSQ mas sem substituinte de organosselénio ndo teve
efeito antioxidante. Adicionalmente, um numero crescente de estudos tem
mostrado que os mecanismos pelos quais o selénio combate o envelhecimento
estdo relacionados a sua atividade antioxidante (LEGRAIN et al., 2014; CAl et al.,
2018). Dessa forma, pode-se inferir que o 4-PSQ aumentou os niveis de selénio
no plasma e, consequentemente, nos tecidos, e isso contribui para a acao
antioxidante do composto no envelhecimento.

Através do conjunto de resultados obtidos com o manuscrito 1 foi possivel
verificar que o 4-PSQ restaurou o dano oxidativo causado pelo envelhecimento
devido ao seu efeito antioxidante. Além disso, o aumento nos niveis de selénio
apos o tratamento com o 4-PSQ podem contribuir para a restauragdo do dano
causado pelo envelhecimento.

Dessa forma, os resultados do artigo 1 e do manuscrito 1 indicam que o 4-
PSQ poderia ser um candidato a ser utilizado como agente antienvelhecimento,
uma vez que foi eficiente em restaurar o déficit de memoria e o estresse oxidativo

tecidual causado pela idade.
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CONCLUSOES

L)

*,

*

O 4-PSQ, um derivado de quinolina contendo um grupo organoselénio,
amenizou a perda de memodria e os danos cognitivos causados pelo

envelhecimento em ratos;

O tratamento com o0 4-PSQ promoveu uma melhora na atividade locomotora e

exploratoria dos animais velhos;

O 4-PSQ melhorou a neuroplasticidade em estruturas cerebrais dos ratos

velhos;

O tratamento com o 4-PSQ modulou o sistema colinérgico em hipocampo e

cortex cerebral dos ratos velhos;

Os niveis séricos de colesterol foram restaurados apés o tratamento dos ratos

velhos com o 4-PSQ;

O 4-PSQ restaurou as injurias renais e hepdticas causadas pelo

envelhecimento em ratos;
O composto apresentou efeito antioxidante, restaurando os parametros de

estresse oxidativo e a inibicdo da enzima &-ALA-D em diferentes tecidos de

ratos velhos;

Os animais envelhecidos tratados com o 4-PSQ aumentaram seus niveis

plasmaticos de selénio.
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. PERSPECTIVAS

Avaliar as comorbidades depressdo e ansiedade relacionadas com o
envelhecimento, bem como avaliar o efeito do 4-PSQ;

Investigar outros mecanismos de ac¢do do 4-PSQ no tratamento do
envelhecimento, tais como as moléculas de sinalizagdo envolvidas na

neuroplasticidade e neurogénese.
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