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RESUMO

LEMOS, Briana Barros. 7-cloro-4-(fenilselanil)quinolina reduz o dano oxidativo
induzido pela oxaliplatina em figado e rim de ratos envelhecidos. 2022. 81f.
Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica e Bioprospec¢éo) — Programa de Pés-Graduacao
em Bioquimica e Bioprospeccédo, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, 2022.

O Brasil e 0 mundo estdo envelhecendo. A taxa de pessoas com mais de 60 anos tem
crescido cada vez mais nos ultimos tempos, e o processo de envelhecimento tem sido
indicado como fator de risco para diversas doencas, como o cancer. Neste contexto, cabe
mencionar que o cancer colorretal é o terceiro em incidéncia em idosos. Um dos
quimioterapicos preconizados para o tratamento de céncer colorretal € a oxalipatina
(OXA). Entretanto, diversos estudos revelam os efeitos toxicos da OXA ao organismo,
dentre eles se destaca o dano oxidativo a diversos tecidos e sistemas, como os tecidos
hepaticos e renais. Diante disto, moléculas com potencial antioxidante podem representar
uma alternativa promissora para o tratamento dos danos causos pela OXA em individuos
idosos. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial farmacologico de 7-
cloro-4-(fenilselanil)quinolina (4-PSQ) frente a toxicidade hepética e renal induzida pela
OXA em ratos envelhecidos. Para isso, ratos velhos (20 meses) receberam a
administracdo de OXA (10 mg/kg, via intraperitoneal, i.p) ou veiculo nos dias 0 e 2 do
protocolo experimental. Além disso os animais foram tratados com o0 4-PSQ (1 mg/kg, via
intragastrica, i.g.) ou veiculo, dos dias 2 a 14 do protocolo experimental. Vinte e quatro
horas apds o ultimo tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia. Amostras de
sangue, figado e rim foram coletadas para determinar marcadores de dano hepético e
renal e de estresse oxidativo. Os efeitos do tratamento com o 4-PSQ foram avaliados por
meio de alteracbes na atividade de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), nos niveis de ureia, no plasma dos animais, bem como
marcadores de estresse oxidativo no figado e no rim de ratos velhos (espécies reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS), tiol ndo protéico (NPSH); atividade enzimatica de
superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR),
delta- aminolevulinato desidratase (6-ALA-D)), e a atividade renal da enzima Na*,K*-
ATPase. O peso dos animais foi verificado no inicio e no final do protocolo experimental.
Os resultados indicam que o envelhecimento acarreta uma maior perda de massa
corporal, o que pode ser agravado pela administracdo de OXA. A OXA causou danos
renais e hepéticos em ratos velhos, evidenciados pelo aumento dos niveis de ureia e da
atividade das transaminases (AST e ALT) no plasma. Ainda, os parametros de estresse
oxidativo foram alterados pelo envelhecimento e exacerbados pela administracdo da
OXA. O tratamento com o 4-PSQ reduziu os niveis plasmaticos de ureia e a atividade de
AST e ALT, reduzindo o dano hepatico e renal induzido por OXA em animais idosos. Além
disso, o tratamento com o0 4-PSQ reduziu a oxidag&o de lipidios e restaurou a homeostase
das enzimas antioxidantes em ratos idosos perturbadas pela administracdo de OXA. Em
conclusao, os resultados indicam que o 4-PSQ pode ser uma boa estratégia terapéutica
para atenuar o dano tecidual induzido pela OXA em idosos.

Palavras-chaves: Envelhecimento; cancer colorretal; quimioterapico; oxaliplatina;
Na*,K*-ATPase; estresse oxidativo.



ABSTRACT

LEMOS, Briana Barros. 7-Chloro-4-(phenylselanyl)quinoline reduces oxidative
damage induced by oxaliplatin in liver and kidney of aged rats. 2022. 81f. Dissertation
(Masters in Biochemistry and Bioprospecting) — Postgraduate Program in Biochemistry
and Bioprospecting, Center for Chemical, Pharmaceutical and Food Sciences, Federal
University of Pelotas, 2022.

Brazil and the world are aging. The rate of people over 60 years of age has grown more
and more in recent times, and the aging process has been indicated as a risk factor for
several diseases, such as cancer. In this context, it is worth mentioning that colorectal
cancer is the third in incidence in the elderly. One of the chemotherapy drugs
recommended for the treatment of colorectal cancer is oxalipatin (OXA). However, several
studies reveal the toxic effects of OXA to the body, among them the oxidative damage to
various tissues and systems, such as liver and kidney. In view of this, molecules with
antioxidant potential may represent a promising alternative for the treatment of damage
caused by OXA in aged individuals. Thus, this study aimed to evaluate the
pharmacological potential of 7-chloro-4-(phenylselanyl)quinoline (4-PSQ) against hepatic
and renal toxicity induced by OXA in aged rats. For this, old rats (20 months) received the
administration of OXA (10 mg/kg, intraperitonally, i.p) or vehicle on days 0 and 2 of the
experimental protocol. In addition, the animals were treated with 4-PSQ (1 mg/kg,
intragastric, i.g.) or vehicle, from days 2 to 14 of the experimental protocol. Twenty-four
hours after the last treatment, the animals were euthanized. Blood, liver and kidney
samples were collected to determine markers of liver and kidney damage and oxidative
stress. Effects of 4-PSQ treatment were evaluated through changes in alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) activities, urea levels, in
the plasma of the animals, as well as oxidative stress markers in the liver and kidney of
aged rats (thiobarbituric acid reactive species (TBARS), non-protein thiol (NPSH);
enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GR), delta-aminolevulinate dehydratase (6-ALA-D)), and renal
activity of the enzyme Na*,K* -ATPase. The weight of the animals was verified at the
beginning and at the end of the experimental protocol. Results indicate that aging causes
a greater loss of body mass, which can be aggravated by the administration of OXA. OXA
caused renal and hepatic damage in aged rats, evidenced by increased levels of urea and
transaminase activities (AST and ALT) in plasma. Furthermore, oxidative stress
parameters were altered by aging and exacerbated by OXA administration. Treatment
with 4-PSQ reduced plasma urea levels and AST and ALT activities, reducing OXA-
induced liver and kidney damage in aged animals. Furthermore, 4-PSQ treatment reduced
lipid oxidation and restored antioxidant enzymes homeostasis in aged rats disturbed by
OXA administration. In conclusion, the results indicate that 4-PSQ may be a good
therapeutic strategy to attenuate OXA-induced tissue damage in the elderly.

Keywords: Aging; colorectal cancer; chemotherapy; oxaliplatin; Na*,K*-ATPase;
oxidative stress
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1. Introducéo

O processo de envelhecimento € marcado por eventos naturais e progressivos,
estando relacionado a danos as macromoléculas e tecidos. Ainda, o envelhecimento tem
sido associado como fator de risco para diversas doencas cronicas, dentre elas o cancer
(CORDANI et al., 2019; WHO, 2021). Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS) estima-se que em 2030, pelo menos 16% da populacéo tenha 60 anos ou mais,
e até 2025, o Brasil serd o sexto pais do mundo em nimero de idosos (WHO, 2005). Com
0 constante aumento da populacado idosa espera-se que em 2050 o numero de pessoas
na faixa etaria dos 60 anos chegue até 2 bilhdes (WHO, 2021).

Neste contexto, cabe enfatizar que atualmente o carcinoma colorretal é o terceiro
em incidéncia e representa 9% das mortes por cancer no mundo, e que a Oxaliplatina
(OXA) é um dos principais quimioterapicos utilizado nos regimes de terapia para essa
neoplasia maligna (SUNG et al., 2021). Diversos estudos vém demonstrando os efeitos
toxicos da OXA ao organismo, dentre eles, se destacam 0s danos oxidativos a diversos
tecidos e sistemas, como os tecidos hepatico e renal (LEMOS et al., 2021; DA MOTTA et
al., 2021). Um dos mecanismos comuns entre os danos causados pela OXA e 0 processo
de envelhecimento é o estresse oxidativo. O acumulo progressivo de dano oxidativo as
macromoléculas e mitocbndrias desencadeia alteracdes fisiopatolégicas, perda da
funcionalidade dos sistemas do organismo e envelhecimento acelerado (LUO et al.,
2020).

Nosso grupo de pesquisa vem estudando as propriedades do composto 7-cloro-4-
(fenilselanil)quinolina (4-PSQ), que tem se mostrado uma droga multialvo, com diversas
acoOes biologicas, dentre elas, uma acao antioxidante efetiva (VOGT et al., 2018; BARTH
etal., 2019; DA MOTTA et al., 2021). O 4-PSQ tem se mostrado promissor no tratamento
de toxicidades associadas ao uso de OXA, como destaca Reis e colaboradores (2020a)
por meio da reducdo da neuropatia periférica resultante da administracdo do
guimioterapico e pelo tratamento de comorbidades associadas (REIS et al., 2020b).
Ainda, o 4-PSQ reduz a hepatotoxicidade e a nefrotoxicidade em camundongos jovens
expostos a OXA (LEMOS et al.,, 2021; DA MOTTA et al., 2021). Nestes modelos de
toxicidade da OXA, o 4-PSQ foi efetivo por meio da modulagéo do estresse oxidativo, da
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via colinérgica e da atividade da enzima Na*, K*- ATPase. Além disso, recentemente foi
evidenciado a vantagem terapéutica do 4-PSQ no tratamento da neuropatia periférica
aguda, revertendo a hipersensibilidade ao frio e mecanica induzida por OXA em
camundongos envelhecidos, mais uma vez tendo seu mecanismo de acao associado a
modulacéo do estresse oxidativo e de ATPases, como Na*, K*- ATPase e Mg?*-ATPase
(REIS et al., 2022). De maneira importante, o 4-PSQ foi desafiado como uma droga
antienvelhecimento, destacando sua acdo antioxidante frente aos danos oxidativos
causados pelo envelhecimento (LUCHESE et al., 2020). Este composto também mostrou
acdo intensificadora de memédria em animais velhos, com modulacdo da
neuroplasticidade, atividade da acetilcolinesterase e niveis de colesterol (BARTH et al.,
2019). Assim, considerando os resultados promissores do 4-PSQ, foi avaliado o efeito
deste derivado quinolinico frente a toxicidade hepatica e renal induzida pela OXA em

ratos envelhecidos.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do tratamento com o 4-PSQ frente ao estresse oxidativo
induzido pelo envelhecimento e exposi¢cdo a OXA em ratos.

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar a influéncia da exposi¢cao a OXA no dano tecidual causado pelo processo
de envelhecimento;
e Determinar a contribuicéo do estresse oxidativo no dano hepatico e renal induzido
pelo envelhecimento e exposicao a OXA;
¢ Avaliar a potencial acéo farmacoldgica do 4-PSQ frente aos danos renal e hepatico

induzidos pela OXA em ratos velhos.
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3. Reviséo bibliografica
3.1 Envelhecimento

Hoje, o envelhecimento € tido como um dos problemas demogréafico, médico e
social mais importante. De fato, a populacdo mundial tem envelhecido mais rapidamente,
estimando-se que no ano de 2050 o numero de pessoas com 60 anos ou mais serd maior
do que pessoas de 10 a 24 anos (FANE e WEERARATNA, 2020). No Brasil, 0 numero
de idosos no pais aumentou em 600% de 1960 a 2006, e estima-se ainda que no ano de
2030, pelo menos 16% da populacao tenha 60 anos ou mais, e até 2025, o Brasil serd o
sexto pais do mundo em numero de idosos (VERAS, 2007; WHO, 2005). Na figura 1
pode-se observar, através da piramide etaria, estas alteragdes ocorridas na populacao
brasileira ao longo dos anos. Ainda, o estado do Rio Grande do Sul esta entre os 5
estados brasileiros com maior expectativa de vida (79 anos) e estima-se que em 2060
aumente para 84 anos (IBGE, 2020). No Rio Grande do Sul, em 2020 a proporcao de

pessoas com 65 anos ou mais era de 13,10 e hoje estima-se que em 2050 essa

proporc¢ao seja de 25,70 (IBGE, 2020).
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Figura 1. Representacdo grafica da evolucdo das faixas etarias na populacao
brasileira em 2020 e uma projecao para 2050. Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE, 2020.
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O envelhecimento € resultado de processos naturais, progressivos, dindmicos e
cronolégicos. O processo de envelhecimento é caracterizado pelo acumulo gradual de
danos as células, declinio funcional progressivo e aumento da suscetibilidade e
vulnerabilidade a doencas (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Além disso, 0 envelhecimento esta
intimamente ligado ao inicio e progressdo de varias doencgas relacionadas a idade, e
diversos estudos vém buscando compreender, cada vez mais e de uma forma integrada,
0 que ocorre durante este processo (SWERDLOW, 2011; BUFORD, 2016; KITADA et al.,
2016; HOU et al., 2019). Ao longo do tempo diversas teorias foram estudas e postuladas,
mas até hoje nenhuma delas consegue dar respostas completas para o0s
guestionamentos relacionados ao envelhecimento. O direcionamento de pesquisas
acerca desse processo € baseado em investigar as marcas do envelhecimento como
perda de proteostase, instabilidade gendémica, desgaste dos telébmeros e alteracGes
epigenéticas, além de deteccdo desregulada de nutrientes, disfuncdo mitocondrial,
senescéncia celular, exaustdo de células-tronco e comunicacdo intercelular alterada
(Figura 2) (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

A instabilidade genémica € marcada por lesdes ao DNA, podendo ser causada por
fatores intrinsecos ou extrinsecos como as interagdes com o0 meio ambiente, e parte
desses danos podem ser causados pelo estresse oxidativo (SLANE et al.,, 2006;
FAKOURI et al.,, 2019). Ainda, o desgaste dos telébmeros € uma das marcas do
envelhecimento mais estudadas e compreendias e estad relacionado a disfuncao
mitocondrial, pela diminuicdo na producdo de energia, que leva a fragilidade e ao
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (CHAKRAVARTI et al.,
2021). Além disso, as mudancas epigenéticas, que envolvem alteracdes nos padrdes de
metilacdo do DNA, modificacao pds-traducao de histonas e remodelamento da cromatina,
afetam todas as células e tecidos ao longo da vida (TALENS et al., 2012). O acumulo
dessas alteragbes primarias desencadeia as demais marcas antagodnicas e integrativas
(LOPEZ-OTIN et al., 2013).
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Figura 2. Marcas do envelhecimento. (Adaptado de LOPEZ-OTIN et al. 2013)

De um modo geral, as teorias do envelhecimento discutem e defendem dois
aspectos, o do envelhecimento programado e o do envelhecimento ocasionado por danos
presentes e/ou provocados (JIN, 2010). Com base na teoria de danos ou erro, a hipotese
dos radicais livres defende que essas espécies reativas causam danos aos componentes
macromoleculares da célula, causando acimulo de danos, fazendo com que o organismo
pare de funcionar (JIN, 2010). As macromoléculas, como &cidos nucléicos, lipidios,
acucares e proteinas, sao suscetiveis ao ataque de radicais livres (DI MEO e VENDITTI,
2020). Além disso, as mitocondrias estdo frequentemente implicadas na determinacéo
da taxa de envelhecimento, uma vez que os niveis elevados de radicais livres produzidos

por essa organela ajudam a explicar sua disfuncéo relacionada a idade (DAl et al., 2014).

De fato, no envelhecimento ha4 uma maior producdo de oxidantes de fontes
diversas, em contrapartida as enzimas antioxidantes, as principais linhas de defesa, séo
diminuidas; além disso, a ativacdo do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2)
€ prejudicada no envelhecimento com perda da resposta eletrofilica. O Nrf2 é
responsavel por induzir a expressao de proteinas antioxidantes (ZHANG et al., 2015). As
defesas antioxidantes sdo elementos importantes na protecado dos sistemas biolégicos
contra os danos causados pela acéo das espécies reativas. Temos como a primeira linha

de defesa antioxidante enzimatica as enzimas SOD, CAT e GPx (IGHODARO e
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AKINLOYE, 2018). A SOD catalisa a dismutagcdo de anion superoxido em peroxido de
hidrogénio (H202), a CAT converte H202 em oxigénio molecular e agua, e a GPx catalisa
a degradacdo de H20:2 e hidroperoxidos a custas da glutationa reduzida (GSH). Assim,
essas enzimas apresentam importante papel na manutencdo da homeostase redox no
organismo pela remocédo de espécies reativas de oxigénio. Entretanto, diversos estudos
trazem relagbes controversas entre a atividade de enzimas antioxidantes e o avango da
idade. Rizvi e Maurya (2007) observaram uma correlacdo positiva entre a atividade
enzimatica de SOD e CAT e a progressdo da idade indicando uma resposta
compensatoria do individuo a um aumento do estresse oxidativo. Por outro lado, Inal e
colaboradores (2001) observaram uma correlacado negativa entre a atividade da enzima
SOD e o envelhecimento, e uma correlacéo positiva entre a atividade enzimatica de GPx

e a idade dos individuos.

Outra enzima importante € a glutationa redutase (GR), ela faz parte do ciclo redox
da glutationa e € responsavel por restaurar os niveis de GSH por reduzir a glutationa
oxidada, as custa de NADPH. Segundo Martinez de Toda e colaboradores (2019), em
individuos de meia idade e mais velhos, a enzima GR encontra-se inibida, assim como
outras enzimas antioxidantes, com consequente aumento na taxa oxidante. Esse perfil
muda em individuos longevos (< 99 anos). De fato, esses estudos corroboram com a
hipétese de que o processo de envelhecimento causa uma perturbacao no equilibrio
redox, favorecendo o aumento de danos ao organismo e 0 aumento na incidéncia de

doencas relacionadas a idade (Martinez de Toda et al., 2019)

Ainda, o estresse oxidativo presente no envelhecimento estd associado a danos
causados por esse processo. Um exemplo € o envelhecimento renal, que pode ser
mediado pelo estresse oxidativo, levando a exacerbacédo de danos aos lipideos, o que
esta intimamente ligado a disfuncdo renal, sendo ainda, o rim um dos 6érgdos mais
sensiveis ao envelhecimento (HARUN, 2021). O envelhecimento é um fator de risco
importante para o desenvolvimento e prognostico de varias doencas e condi¢des
hepaticas cronicas, uma vez que a capacidade reduzida de figados idosos para se
regenerar leva a um aumento do risco de mortalidade por doengas hepéticas crénicas

(STAHL et al., 2018). No estudo de Luchese e colaboradores (2020) os danos oxidativos
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no figado e no rim de animais velhos foi evidenciado pelo aumento na peroxidacao lipidica
nesses tecidos, além da alteracdo na atividade de enzimas antioxidantes e nos

marcadores de dano renal e hepatico.

3.2 Oxaliplatina

A OXA, oxalato-(1,2-diaminociclohexano)platina I, ¢ um farmaco quimioterapico a
base de platina de terceira geracao que foi desenvolvido na década de 70, no Japao,
demonstrando eficacia contra tumores resistentes aos quimioterapicos a base de platina
de primeira (cisplatina) e segunda (carboplatina) geracao (Figura 3) (KIDANI et al. 1978).
A OXA foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 2002 e hoje é possivel
observar o uso deste medicamento no mundo todo, sendo descrito como o quimioterapico
de primeira linha para o tratamento do céncer colorretal (IBRAHIM et al., 2004;
BOKEMEYER et al., 2007).

Primeira Geracdo Segunda Geragdo Terceira Geracdo
o H,
HsN  CI H:N O O,N :UIU
H3N :CI H,N :o N 0o~ o
H;
o
Cisplatina Carbopatina Oxaliplatina

Figura 3. Estrutura quimica dos quimioterapico a base de platina. (Adaptado de
DOSPIVOVA et al.,2012)

A OXA, que apresenta em sua estrutura um atomo de platina (Pt) complexado com
oxalato e diaminociclohexano (DACH), tem acdo anticancer por inibir a replicacdo e
transcricdo do DNA. Além disso, a OXA desencadeia a morte celular por apresentar acdo
citotoxica contra as células cancerigenas e formar ligacdbes com o DNA, na forma de
aductos, de maneira covalente a partir da liberagdo do oxalato como grupo de saida
(Figura 4) (PEREIRA, 2020). Esses aductos sao formados pela OXA com o DNA de uma
forma semelhante ao mecanismo da cisplatina, com lesbes causadas
predominantemente por pontes intracadeia entre bases GG, sendo necessario um

numero menor de aductos formados pela OXA em comparacao aos aductos de cisplatina.
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Em contrapartida, a OXA apresenta uma maior citotoxicidade por ter em sua estrutura o
anel DACH, formando assim aductos mais volumosos e hidrofébicos (BORDIN, 2013;
RAY, GUPTA e MEHROTRA 2019).

Formacaode aductos da OXA com o DNA

/ \ L
Aductos intracadeia
"2 0

O:"z
"
[

Aductos intercadeia

Figura 4. Interacéo da Oxaliplatina (OXA) com as fitas do DNA. (Adaptado de
BOULIKAS, 2007)

Além dos danos ao DNA ocasionados pela formacdo de aductos com a OXA,
estudos vém demonstrando que a geracao de EROs esta envolvida no mecanismo de
morte celular cancerigena causada pela OXA relacionado ao estresse do reticulo
endoplasmatico e autofagia (SHI et al., 2012). De fato, compostos a base de platina foram
relatados como citotoxicos pela via do estresse oxidativo e geracdo de EROs em células
malignas, o que constitui um mecanismo que sustenta os efeitos citotoxicos sinérgicos
observados com tratamentos anticancer combinatorios (CHEN et al., 2019). A OXA é
principalmente utilizada em combinacdo no regime quimioterapico FOLFOX (&cido
folinico, fluorouracil e OXA), uma vez que como agente Unico tem atividade modesta,
com uma taxa de resposta objetiva de aproximadamente 20% em pacientes sem

tratamento prévio e de 1,3% em um ensaio de Fase Ill, como agente quimioterapico de
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segunda linha. Quando combinada com outros agentes quimioterapicos, o tratamento
resulta em uma taxa de resposta objetiva de até 50% como escolha priméria e de 15%
como quimioterapico de segunda linha (STEIN e ARNOLD, 2012).

Embora o tratamento com a OXA seja eficaz e melhore significativamente a
sobrevida de pacientes, seu uso esta associado a efeitos/eventos adversos. Um dos
principais e mais explorados € a neurotoxicidade, embora casos de hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade atribuidos ao uso de OXA sejam recorrentes. De fato, metais pesados,
incluindo a platina, sdo conhecidos por causar danos oxidativos as biomoléculas ao iniciar
a reacdo em cadeia mediada por radicais livres, resultando em peroxidacdo lipidica,
oxidacdo de proteinas e oxidacdo de acidos nucléicos como o DNA (DEAVALL et al.,
2012).

De modo geral, os mecanismos envolvidos na toxicidade da OXA permanecem
incertos. Recentemente nosso grupo de pesquisa observou, pela primeira vez, o acumulo
de platina na medula espinhal de camundongos que foram expostos a OXA (10 mg/kg,
I.p, nos das 0 e 2) (REIS et al., 2020a). Defende-se que a OXA, uma vez inserida em
células endoteliais da barreira hematoencefélica, causa um aumento na producdo de
espécies reativas, ocasionando um aumento na permeabilidade da barreira pelo seu
afrouxamento (BRANCA et al.,, 2018). De fato, Reis e colaboradores (2020a)
demonstraram um aumento nos niveis de espécies reativas no sistema nervoso central,
induzido por OXA. Assim, a hipotese de danos diretos causados pela OXA, e o

envolvimento no aumento na producéo de espécies reativas, ganha cada vez mais forca.

3.2.1 Toxicidade hepética e renal da oxaliplatina

A OXA foi sintetizada em 1976, e desde la diversos estudos pré-clinicos e clinicos
minimizaram seus efeitos toxicos direcionado a tecidos como o figado e o rim. Ha
exemplos de publicacdes, no inicio dos anos de 2000, em que estudos relatam a OXA
como um quimioterapico sem, ou com poucos, efeitos nefrotéxicos — resultados muitas
vezes obtidos por comparagcdo com seu analogo cisplatina, que tem uma elevada
nefrotoxicidade — e analises de hepatotoxicidade praticamente inexistentes. Os primeiros

relatos dos principais efeitos ndo desejados da OXA destacam os efeitos hematologicos
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e a neurotoxicidade (COBO et al., 2007; GEBREMEDHN et al., 2018). De fato, esses
ainda sdo muito explorados em termos mecanicistas e em busca de solugbes
terapéuticas. Entretanto, diversos relatos revelam um aumento de incidéncia de
alteracdes hepaticas e renais. Com isso, a toxicidade e muitas vezes até mesmo a
quimioresisténcia, levam a interrupcdo do tratamento quimioterapico, prejudicando o
tratamento e a sobrevida dos pacientes. Realmente, muitos dos quimioterapicos nao
apresentam alta especificidade para células cancerigenas, ndo conseguindo distinguir
entre células tumorais e células normais ndo cancerosas, levando a quadros de
toxicidade e limitando seu uso clinico. Lesdes hepéticas induzida por OXA apresentam
uma taxa de incidéncia de 19-78%, e relatos de necrose tubular aguda tém apresentado
um aumento conforme o aumento do uso de OXA (RUBBIA-BRANDT et al., 2004;
VAUTHEY et al., 2006). A lesdo renal aguda € um efeito adverso raro, mas grave, da

administracao de OXA.

Agentes citotdoxicos, muitas vezes direcionados a genes/proteinas, vém sendo
descritos por apresentarem nefrotoxicidade como evento adverso, o que limita a eficacia
de tratamentos e aumenta a morbimortalidade de pacientes (SANTOS et al., 2020). A
cisplatina, um dos primeiros quimioterapicos a base de platina, € conhecido pela sua alta
taxa de incidéncia de nefrotoxicidade. De fato, os compostos de platina apresentam um
perfil de toxicidade renal, sendo a OXA descrita como a com menor toxicidade renal,
guando comparada com a cisplatina e carboplatina (YAMADA et al., 2019). Embora essa
comparacao tenha dado a OXA a identidade de um composto derivado de platina com
boa seguranca em relacao a toxicidade renal, nos ultimos anos a notificacdo de casos de
lesBes renais agudas tem preocupado, o que tem levado ao aumento no interesse pela
compreensao desta toxicidade para a busca de sua minimizagao (YAGHOBI JOYBARI et
al., 2014).

Os mecanismos nefrotoxicos de compostos de platina podem incluir estresse
oxidativo, adutos de DNA, inflamacéo, disfuncédo mitocondrial e citotoxicidade direta nas
células epiteliais tubulares. Um estudo utilizando células de rim embrionario humano
investigou acdes comparativas de cisplatina e OXA por meio de biomarcadores de
estresse oxidativo (WALY, AL MOUNDHRI e ALI, 2011). Os autores observaram que
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essas drogas de platina levaram a uma deplecédo significativa nos niveis de GSH e na
capacidade antioxidante total, além de inibirem significativamente enzimas antioxidantes
(WALY, AL MOUNDHRI e ALI, 2011). De fato, estudos pré-clinicos vém demonstrando
alteracdes em parametros de estresse oxidativo nos modelos de nefrotoxicidade, assim
como em marcadores de dano renal. A administracdo de OXA leva ao aumento nos niveis
de peroxidacao lipidica, reducéo do conteado de GSH, assim como ao desequilibrio na
homeostase das enzimas antioxidantes, e ao aumento nos valores de fragmentacéo de
DNA (ASHRY et al., 2021; DA MOTTA et al., 2021). Os estudos que investigam a
nefrotoxicidade da OXA ainda sao poucos, limitando o conhecimento de seu mecanismo.

A OXA é identificada como um dos agentes quimioterapicos convencionais mais
comuns de apresentarem efeitos hepatotoxicos, assim como o0 metrotexato e irinotecano
(LU et al., 2020). Estudos sugerem que o estresse oxidativo, o dano inflamatorio, fibrose
hepética, e a agregacéo e adesao plaquetéria podem ser os mecanismos envolvidos em
alguns eventos hepatotoxicos. De fato, a literatura traz diversos estudos explorando e
demonstrando o estresse oxidativo como um mecanismo de toxicidade hepatica.
Tabassum e colaboradores (2015) demonstraram o dano dose-dependente causado pela
OXA em mitocondrias hepaticas isoladas, revelando parametros de estresse oxidativo
como biomarcadores de toxicidade mitocondrial. Ainda, os autores concluem que o
estresse oxidativo € um ponto importante na toxicidade mitocondrial da OXA,
comprometendo a integridade do tecido hepético por meio da oxidacdo de lipidios e
proteinas (TABASSUM et al.,, 2015). Em eventos de lesGes hepaticas agudas, uma
regulacdo negativa de genes relacionados ao estresse oxidativo, incluindo heme
oxigenase 1 (HO1), superdxido dismutase 3 (SOD3) e Nrf2, esta presente; além da
reducdo nos niveis de glutationa reduzida (GSH) e o desequilibrio na homeostase de
enzimas antioxidante (DE ANDRADE et al., 2015; ROBINSON et al., 2013).

3.3 Propriedades farmacolégicas do 4-PSQ
O 4-PSQ (Figura 5), um derivado quinolinico contendo selénio, vem se destacando

por suas propriedades farmacoldgicas, e seu perfil multialvo. Sua primeira propriedade



24

farmacoldgica, descrita por Savegnago e colaboradores (2013), foi a de antioxidante em
testes in vitro. De la para ca, diversos estudos foram desenvolvidos investigando as acdes
do 4-PSQ em modelos pré-clinicos (PINZ et al., 2016, 2018; REIS et al., 2017, 2020a,
2020b, 2022; SILVA et al., 2017; VOGT et al., 2018; VOSS et al., 2018; BARTH et al.,
2019; PALTIAN et al., 2020; LUCHESE et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021a, 2021b;
LEMOS et al., 2021; DA MOTTA et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2022;).
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Figura 5. Estrutura quimica do composto 4-PSQ.

Pinz e colaboradores (2016) investigaram a acdo antinociceptiva do 4-PSQ (25
mg/kg, p.o) nos testes da formalina, placa quente e no teste de contorc6es abdominais
induzidas por &cido acético. Os resultados sugeriram que o 4-PSQ tem acao a nivel
central e periférico, com acao anticociceptiva de inicio rapido e duradoura; além disso, a
acao anti-inflamatéria do composto foi observada por meio da reducao do edema de pata
induzido por formalina e edema de orelha induzido 6leo de créton. Neste mesmo estudo,
0 potencial antioxidante in vivo e a a¢do anti-inflamatéria do composto foi evidenciada. O
pré-tratamento com o 4-PSQ foi capaz de reduzir os niveis de espécies reativas induzido
por Oleo de créton na orelha de camundongos, e proteger parcialmente contra a
diminuicdo dos niveis de 2,2'-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) e de 2,2—azinobis-3-etil-
benzotiazolina—6-4acido sulfonico (ABTS) (PINZ et al., 2016).

Silva e colaboradores (2017), em uma analise adicional das ac¢des antinociceptiva
e anti-inflamatéria aguda do 4-PSQ, demonstraram que 0 composto exerce sua acao
antinociceptiva pela modulacdo dos sistemas serotoninérgico, nitrérgico e
glutamatergico. Ainda, o efeito anti-inflamatorio agudo do 4-PSQ, em um modelo de

pleurisia induzida por carragenina em camundongos, foi evidenciado pela redugcao na
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migracao celular, no acumulo de exsudato pleural e na atividade da mieloperoxidase
(MPO) induzida pela exposicao a carragenina. O 4-PSQ protegeu contra 0 aumento dos
niveis de espécies reativas e reducdo dos niveis de tiol ndo proteico induzidos por

carragenina, reforcando sua acao antioxidante (SILVA et al., 2017).

Reforcando a modulacéo da via glutamatérgica pelo 4-PSQ, Reis e colaboradores
(2017) destacaram a acéo ansiolitica do 4-PSQ (50 mg/kg, p.o), em um modelo induzido
por cainato, um agonista de receptor glutamatérgico. O composto reduziu a captacao,
mas néao a liberacéo, de glutamato em estrutura cerebral (REIS et al., 2017). Paltian e
colaboradores (2020) investigaram a contribuicdo das vias serotoninérgicas e
GABAérgicas no efeito ansiolitico do 4-PSQ. O pré-tratamento com diferentes
antagonistas serotoninérgicos (pindolol, WAY100635 e cetanserina) blogueou o efeito
ansiolitico causado pelo 4-PSQ. O composto diminuiu a ansiedade induzida por
pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista do receptor GABAaA. O 4-PSQ modula
parametros associados a ansiedade em camundongos, reduzindo o0s niveis de
corticosterona e normalizando a expressdo de proteina de ligacdo ao elemento de
resposta ao AMPc (CREB, do inglés cAMP responsive element binding protein), fator
neurotréfco derivado do cérebro (BDNF, do inglés brain-derived neurotrophic fator) e fator
nuclear kappa B (NF-kB, do inglés Nuclear factor-«B) alterada por PTZ (PALTIAN et al.,
2020)

A fim de melhor compreender a acdo antioxidante do 4-PSQ, Vogt e colaboradores
(2018) investigaram a importancia do grupamento fenilselanil na atividade antioxidante
do composto. Os resultados indicam que o grupo fenilselanil é de extrema importancia
nessa acao (VOGT et al., 2018). Adicionalmente, com base nas evidéncias de modulagéo
do sistema glutamatérgico pelo 4-PSQ, Pinz e colaboradores (2018) analisaram o efeito
do 4-PSQ em um modelo de doenca de Alzheimer (DA) em camundongos. Nesse estudo
0 4-PSQ protegeu contra o comprometimento de aprendizagem e memaria e ansiedade
em um modelo de DA induzida pelo peptidio B-amildéide. Além disso, a acéo
anticolinesterasica e no metabolismo do colesterol foram somados a gama de efeitos
farmacolégicos do composto, destacando o 4-PSQ como um composto multialvo (PINZ
et al., 2018).
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Barth e coladoradores (2019) também investigaram o efeito do 4-PSQ frente ao
comprometimento de memoria e aprendizagem. Com sete dias de tratamento, 0 4-PSQ
(5 mg/kg, p.o) restaurou o comprometimento cognitivo causado pelo envelhecimento,
modulando a plasticidade sinaptica, o sistema colinérgico e os niveis de colesterol
(BARTH et al., 2019). Luchese e colaboradores (2020) também demonstraram que o 4-
PSQ age como uma droga antienvelhecimento (LUCHESE et al., 2020).

Com o objetivo de explorar ainda mais o potencial terapéutico e tecnolégico do 4-
PSQ, Voss e colaboradores (2018) investigaram os principais efeitos do tratamento oral
e tdépico com o 4-PSQ sobre sintomas, parametros inflamatérios e oxidativos em um
modelo de dermatite atopica em camundongos. O 4-PSQ atenuou 0s sintomas
semelhantes a dermatite atépica em camundongos ao suprimir o0 aumento da atividade
da enzima MPO e os niveis de espécies reativas induzidos por 2,4-Dinitroclorobenzeno
(DNCB). E importante ressaltar que a eficacia do 4-PSQ no tratamento foi semelhante ou
melhor que a dexametasona e, que a incorporacao de 4-PSQ em um biofilme manteve o
seu efeito terapéutico, ampliando o uso deste composto por outra via de administracao
(VOSS et al., 2018).

Rodrigues e colaboradores (2021) demonstraram que o 4-PSQ pode representar
uma alternativa terapéutica para a obesidade hipotalamica. O 4-PSQ reverteu o aumento
de gordura epididimal, de glicose no sangue e dos niveis de triglicerideos causados pela
exposicdo neonatal de ratos ao glutamato monossodico. Ainda o tratamento com o 4-
PSQ reduziu os comportamentos semelhantes a ansiedade, depressdo e o déficit de
memoria observados nos ratos obesos (RODRIGUES et al., 2021a). Também utilizando
um protocolo de obesidade induzida por administracdo neonatal de glutamato
monossodico em ratos, Rodrigues e colaboradores (2021a) observaram que o composto
4-PSQ reverteu o dano hepatico causado pela administracdo repetida de glutamato
monossodico. O composto 4-PSQ atenuou o aumento dos marcadores bioquimicos
plasmaticos em ratos, reverteu o aumento no contetdo de lipoperoxidacao e atenuou as
alteracdes histologicas induzidas no modelo de obesidade hipotalamica (RODRIGUES et
al, 2021b).
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Recentemente, De Oliveira e colaboradores (2022) observaram que o 4-PSQ
exibiu um efeito antidepressivo e diminuiu 0 comprometimento da memoria induzido por
estresse de restricdo agudo em camundongos. Acredita-se que os resultados observados
estdo associados a capacidade do 4-PSQ de diminuir a ativacdo do eixo HPA, as
alteracbes no sistema monoaminérgico, modular o estresse oxidativo, restaurar a
neuroplasticidade, modular o sistema colinérgico e atenuar a neuroinflamacdo (DE
OLIVEIRA et al., 2022).

As propriedades farmacoldgicas do 4-PSQ vém sendo investigadas frente a
toxicidade causada pela administracdo de OXA (REIS et al., 2020a, 2020b, 2022; LEMOS
et al., 2021; DA MOTTA et al., 2021). Reis e colaboradores (2020a) demonstraram que 0
4-PSQ foi efetivo em melhorar a neuropatia periférica, reduzindo a sensibilidade
mecanica e térmica induzidas pela OXA. Os dados obtidos revelaram que o composto foi
eficaz em reverter os niveis aumentados de EROs na medula espinhal, cértex cerebral e
hipocampo de camundongos expostos a OXA, bem como as alteracdes na atividade e
expressao de glutationa peroxidase (GPx), superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT)

e acetilcolinesterase induzidas pela exposicdo a OXA (REIS et al., 2020).

A terapia com 4-PSQ é eficaz em restaurar o comprometimento emocional e
cognitivo causado pela OXA em camundongos. Além disso, os efeitos do 4-PSQ parecem
ser devidos a regulacao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) por meio da reducéo
dos niveis de corticosterona no plasma e principalmente sua capacidade de restabelecer
a atividade e expressao da enzima Na*,K* -ATPase (REIS et al., 2020b). Em um estudo
de nefrotoxicidade, causada por OXA em camundongos, o 4-PSQ também reestabeleceu
a atividade enzimatica da Na*,K*-ATPase, além de diminuir os niveis de ureia e
reestabelecer a homeostase das enzimas antioxidantes e parametros de dano oxidativo,
reduzindo a toxidade renal causada pela OXA (DA MOTTA et al., 2021).

Lemos e colaboradores (2021) evidenciaram que 0 4-PSQ melhorou as alteracdes
histologicas hepéticas causadas pela OXA, reestabelecendo a atividade das
transaminases, diminuindo a oxidacao de lipideos e proteinas; além de reestabelecer a
homeostase das enzimas antioxidantes. Além disso, recentemente Reis e colaboradores

(2022) exploraram a interface entre a neuropatia periférica aguda e o envelhecimento. A
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hipersensibilidade induzida por OXA e agravada pelo envelhecimento foi reduzida pelo
4-PSQ (REIS et al., 2022).

A todas essas vantagens terapéuticas se soma a seguranca do composto 4-PSQ.
Estudos prévios relacionados a toxicidade do 4- PSQ (dose uUnica de 50 mg/kg e 25
mg/kg) demostraram que a exposi¢cdo ao composto ndo alterou os niveis de ureia e
creatinina, e a atividade das transaminases, sugerindo que este nao causa toxicidade
hepatica e renal em camundongos nas doses e pelo periodo testado (PINZ et al., 2016;
REIS et al., 2017). Além disso, os parametros de estresse oxidativo no cérebro e no
figado dos camundongos néo foram alterados com o tratamento com o 4-PSQ (REIS et
al., 2017). Quando doses e tempos distintos foram avaliados, verificou-se que o 4-PSQ
nao altera o comportamento locomotor e exploratério dos animais (REIS et al., 2020b;
PALTIAN et al., 2020). Em nenhum dos estudos realizados até o momento foi observado
sinais classicos de toxicidade e nem mortalidade dos animais. Desta forma, o conjunto
de resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa, demonstra o potencial farmacologico

do 4-PSQ para o tratamento de toxidade causada pela OXA em animais velhos.
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4. Capitulo |

Os resultados que fazem parte dessa dissertacdo estdo apresentados sob a forma
de manuscrito cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e
Referéncias, encontram-se estruturados de acordo com as normas do periodico
Experimental Gerontology. O presente manuscrito encontra-se submetido a esta revista

cientifica.
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Abstract
The complex aging process can increase the susceptibility to pathologies and to the toxicity of
chemical agents. However, few studies have sought to evaluate the toxicological effects of
chemotherapy in the elderly. Here, the effects of the association of aging and oxaliplatin (OXA)
exposure on kidney and liver of rats and the therapeutic potential of 7-chloro-4-(phenylselanyl)
quinoline (4-PSQ) were investigated. To assess these effects, young and aged Wistar rats were
divided into four groups: Young adult, Aged, Aged+OXA and Aged+OXA+4-PSQ. Aged+OXA
and Aged+OXA+4-PSQ groups received OXA (10 mg/kg) intraperitoneally (i.p.) on days 0 and 2
of the experimental protocol. 4-PSQ (1 mg/kg) was administered intragastrically (i.g.) from days 2
to 14 to animals of Aged+OXA+4-PSQ group. Groups not using OXA treatment received 5%
glucose vehicle (i.p.) and groups not receiving 4-PSQ treatment received canola oil (i.g.). On the
15th day, the animals were euthanized. Aging process and OXA exposure induced body weight
loss. Liver and kidney damages were verified through increased plasmatic transaminases activities
and urea levels. Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) levels were increased in the liver
but not in the kidney of aged rats. It was shown that in aging, glutathione peroxidase and glutathione
reductase activities were inhibited, as well as non-protein thiol (NPSH) levels reduced. Aging
process induced an activation of superoxide dismutase (SOD) activity in kidney and inhibited the
activity of this enzyme in liver of aged rats. The oxidative stress induced by aging was exacerbated
by OXA exposure. Na*, K*-ATPase activity was inhibited in the kidney of aged rats, as well as 5-
aminolevulinic acid dehydratase in liver and kidney, showing oxidative damage to sulfhydryl
enzymes. 4-PSQ treatment improved all altered parameters, except for body weight loss of the
animals. A negative correlation between plasma urea level and Na*, K*-ATPase was demonstrated
in the kidney of aged animals exposed to OXA. In addition, a positive correlation between

plasmatic transaminases activities and hepatic TBARS levels was evidenced. Our results indicate
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that OXA exposure exacerbated the oxidative damage induced by aging, in both tissues. 4-PSQ

can be a good therapeutic strategy in the treatment of damage caused by aging and OXA exposure,

due to its antioxidant action.

Keywords: Aging; nephrotoxicity; hepatotoxicity; oxaliplatin; oxidative stress.
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1. Introduction

According to data from the World Health Organization, the world population will have
more than 2 billion elderly people in 2050 (World Health Organization, 2019). The aging process
is gradual, natural, and inevitable. Aging is characterized by significant changes and by the
accumulation of damage to intracellular macromolecules. Furthermore, the aging is related to many
other chronic diseases; among these pathologies, cancer stands out for its high prevalence in the
elderly (Fulop et al., 2010; Whitehall and Greaves 2020).

Estimates in relation to cancer indicate an increase of 47% in the incidence of cases
worldwide in 2040, compared to the year 2020 and it is associated to the increase in the rate of
aging of the world population (Sung et al., 2021). In addition, colorectal carcinoma ranks third in
incidence and represents 9.4% of the cause of cancer death worldwide (Sung et al., 2021). In elderly
people over 70 years of age, the risk of developing colorectal carcinoma is exacerbated (Mattiuzzi,
Sanchis-Gomar and Lippi 2019).

Oxaliplatin (OXA) is the main component in colorectal cancer therapy regimens (André et
al., 2004; Kutwin et al., 2017). Despite its clinical benefit, the therapeutic use of OXA is challenged
by serious adverse effects in different organ systems, including brain, kidney, and liver (Reis et al.,
2020; Reis et al., 2020a; Lemos et al., 2021; Da Motta et al., 2021). Considering that: i) the world
is aging rapidly; ii) there is an exacerbated increase in colorectal cancer in the elderly; iii) the use
of OXA in elderly patients with colorectal cancer becomes inevitable; it is essential to investigate
the adverse effects linked to the use of OXA. In this context, it is very important to investigate and
understand the relationship between aging and OXA-induced liver and kidney toxicity.

Furthermore, it is important to highlight that the liver and kidney tissues are vitally
important for the maintenance of homeostasis, and the injury to one of them triggers pathogenic

pathways that affect others (Sharma et al., 2020; Nassar et al., 2021). In addition, the kidney plays
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the main role in maintaining the acid-base and electrolyte balances. Indeed, disturbances in these
balances are age-related and may be associated with various diseases (Gekle, 2017).

Recently, our research group demonstrated the role of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline
(4-PSQ) in OXA-induced hepatic and renal toxicities in young adult mice. Our data revealed that
the oxidative damage instituted by OXA administration was normalized by 4-PSQ (Lemos et al.,
2021; Da Motta et al., 2021). Furthermore, in another study, 4-PSQ was suggested as an alternative
to anti-aging therapy by presenting antioxidant action in different tissues of aged rats (Luchese et
al.,, 2020). In addition to its promising antioxidant action, anti-inflammatory, anxiolytic,
antidepressant, and neuroprotective actions are also reported (Pinz et al., 2016; Reis et al., 2017;
Vogt et al., 2018; De Freitas Couto et al., 2019; Barth et al., 2019; Rodrigues et al., 2021). 4-PSQ
is promising for the treatment of metabolic disorders, like diabetes (De Aquino Silva et al., 2021).
Importantly, 4-PSQ reduces peripheral neuropathy, anxiety and cognitive impairment induced by
OXA in young adult mice (Reis et al., 2020a; Reis et al., 2020b; Reis et al., 2022).

Considering these data, the present study sought to confirm two hypotheses: i) aging is a
risk factor for kidney and liver damage and it is exacerbated by OXA exposure; and ii) 4-PSQ
reduces hepatic and renal toxicities induced by aging and OXA exposure, and it may become a

promising strategy for the treatment of elderly patients undergoing cancer treatment.

2. Materials and methods
2.1 Animals

The tests were carried out using young adult (3 months old, weighing 180-250 g) and aged
(20 months old, weighing 400-700 g) male Wistar rats. Animals were obtained from a local
breeding colony. Animal care and all experiments were performed by the recommendations of the

Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources of the Federal University of
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Pelotas, Brazil (CEEA 4506-2017), and in accordance with the National Institute of Health Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH publications no. 80-23, revised in 1996) and
International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals. Animals were

maintained at 22 £ 2 °C with free access to water and food, under a 12:12 h light/dark cycle.

2.2 Drugs

The 4-PSQ (Figure 1) was prepared and characterized in our laboratory. Nuclear magnetic
resonance analysis (*H and *3C) 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 coupled with mass spectrometry (GC/MS) (Duarte et al., 2017).

Ph
-~
Se

=

~

Cl N

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

4-PSQ and OXA were dissolved in canola oil and 5% glucose solution, respectively. OXA
was purchased from commercial sources. All other chemicals used in this study were of analytical
grade and obtained from standard commercial suppliers. Rats received treatments intragastrically

(i.9. - intragastric gavage) or intraperitoneally (i.p.) at a constant volume of 1 ml/kg of body weight.

2.3 Experimental Protocol
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The rats were divided into four groups: 1) Young adult; 1) Aged; I11) Aged+OXA; and 1V)
Aged+OXA+4-PSQ. On the zero and second day of experimental protocol, Young and Aged
groups received 5% glucose solution (1 ml/kg, i.p.), while the rats of the Aged +OXA and
Aged+OXA+4PSQ groups received OXA (10 mg/kg, i.p.). On the second day, after 30 min of the
treatment with OXA, rats from the Young, Aged and Aged+OXA groups received canola oil (1
ml/kg, i.g.), and Aged+OXA+4-PSQ group received 4-PSQ (1 mg/kg, i.g.), up to the fourteenth
day (Figure 2). The difference between the initial body weight, obtained before the start of
treatment, and the body weight at the end of treatment, used to monitor body weight gain, was

calculated.

4PSQ (1 mg / Kg, p.o) ‘,_—‘

or vehicle
/ 15

Euthanasia

Day

Ex vivo assay
»

Oxaliplatin or vehicle
10 mg / Kg (i.p) Tissue collected

o

‘e

Wistar rats
Young adult and Aged

Figure 2. Scheme of the experimental protocol. On day zero and two, rats received either
oxaliplatin (OXA) or vehicle (glucose solution), both by intraperitoneal (i.p.) route. On the second
day, thirty minutes after OXA administration, the animals received 7-chloro-4-(phenylselanyl)

quinoline (4-PSQ) or canola oil, per oral (p.o.) route, until day 14 of the experimental protocol. On
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day 15, 24 hours after the last treatment, animals were sacrificed, and blood, liver and kidneys

samples were collected for ex vivo assays (Created with BioRender.com).

2.4 EX vivo assays

At the end the experimental protocol (twenty-four hours after the last treatment), rats were
anesthetized with isoflurane and blood samples were collected by cardiac puncture, using heparin
to obtain plasma. Blood and the heparin were centrifuged (900xg for 15min), getting the plasma
portion for determination of the urea levels, besides aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) activities.

To obtain tissues, animals were Killed by inhalation of isoflurane anaesthetic. The liver and
kidneys samples were collected to determine oxidative stress markers, such as the levels of lipid
peroxidation through measuring thiobarbituric acid reactive species (TBARS). Determination of
antioxidant defenses, as non-protein thiol (NPSH) levels and glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GR) and superoxide dismutase (SOD) activities, were performed.
Furthermore, the 8-aminolevulinic acid dehydratase (5-ALA-D) and Na*, K™ -ATPase activities
were evaluated, as sensitives enzymes to oxidative stress. For these analyses, samples were
homogenized in 50 mmol/l Tris HCI pH 7.4 and, centrifuged at 900 x g for 10 min to yield a

supernatant (S1).

2.4.1 Tissues damage markers

The hepatic and renal damage caused by OXA and/or aging and the pharmacological
potential of 4-PSQ were evaluated by plasmatic urea levels and the ALT and AST activities. These
biochemical assays were performed using commercial kits (Bioclin, Brazil). AST and ALT

activities results were expressed in U/dL. The results of urea levels were expressed in mg/dL.
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2.4.2 Oxidative stress involvement
2.4.2.1 Lipid peroxidation levels

To measure lipid peroxidation levels in the liver and kidneys, TBARS levels were
determined as described by Ohkawa et al. (1979). The portion of S1 was added to the reaction
mixture containing thiobarbituric acid (0.8%), sodium dodecyl sulfate (8.1%) and acetic acid (pH
3.4), and it was incubated for 2 hours at 95°C. The malondialdehyde (MDA) reacts with
thiobarbituric acid to generate a chromophore that can be measured spectrophotometrically at 532
nm. Results were expressed as nmol MDA/mg protein.
2.4.2.2 Antioxidant defenses
2.4.2.2.1 NPSH levels

The method used to assess the levels of non-enzymatic antioxidant defense NPSH is
described by Ellman (1959). This method consists of mixing S1 with 10% trichloroacetic acid
(TCA) (1:1, v/v) and centrifuging the mixture at 900 x g for 10 min. In the clear supernatant, no
thiol (SH) groups are present. The supernatant was added to 1 M potassium phosphate buffer pH
7.4 and 10 mM 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The colorimetric reaction was
measured at 412 nm in a spectrophotometer. NPSH levels were expressed as nmol NPSH/g tissue.
2.4.2.2.2 SOD activity

Assessment of SOD activity is based on the enzyme's ability to inhibit epinephrine
autoxidation. This method is described by Misra and Fridovich (1972) and consists of adding
different volumes of S1 (6, 12 or 18 pL) to a 0.05 M Na2COs buffer and 30 uL 4 mM epinephrine
(used to start the enzymatic reaction). Color reaction is measured at 480 nm. Results were
expressed in units (U)/mg of protein.

2.4.2.2.3 GPx activity
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The method described by Wendel (1981), which involves monitoring of the dismutation of
H20:> in the presence of S1 at 340 nm, was used for evaluation of GPx activity. In this assay, the
enzymatic activity is indirectly measured by NADPH oxidation. S1 was added in a reactional
medium containing reduced glutathione (GSH)/NADPH/GR, and the enzymatic reaction was
initiated by the addition of H.O>. The enzymatic activity was expressed as nmol NADPH/min/mg
protein.
2.4.2.2.4 GR activity

The method for determining the GR activity is described by Carlberg and Mannervik
(1985), consisting in the determination of enzyme activity in tissues through the consumption of
NADPH to reduce GSSG. Thus, GR activity is proportional to NADPH oxidation, determined
spectrophotometrically for 2 min at 340 nm. Enzyme activity results were expressed as nmol
NADPH/min/mg protein.
2.4.2.3 Sulfhydryl enzymes sensitive to oxidative stress

2.4.2.3.1 0-ALA-D activity

In the method described by Sassa (1982), the determination of 3-ALA-D activity occurs
from the pre-incubation of an aliquot of S1 in medium containing 45 mM potassium phosphate
buffer pH 6.8 for 10 min at 37 °C. The enzymatic reaction is initiated by the addition of the substrate
(6 -ALA) at a final concentration of 2.2 mM in the reaction medium. After 1 hour of incubation at
37 °C, the reaction is stopped by adding an aliquot of 10% TCA with 10 mM HgCl..
Porphobilinogen (PBG), formed in the reaction, is measured at 555 nm using modified Ehrlich

reagent. Values were expressed in nmol PBG/mg protein/hour.

2.4.2.3.2 Na*, K* ATPase activity
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The investigation of Na*, K" ATPase activity is based on the method described by Fiske
and Subbarow (1925) in which the enzyme activity is calculated from the difference between the
amounts of inorganic phosphate (Pi) found after incubation in the absence and presence of ouabain.
The reaction medium is composed of S1, 3 mM MgCl;, 125 mM NaCl, 20 mM KCI and 50 mM
Tris/HCI, pH 7.4. The reaction is started by the addition of ATP (final concentration of 3.0 mM)
and the samples are incubated at 37 °C for 30 min. The reaction is stopped by adding 10% TCA
with 10 mM HgCl, and analyzed spectrophotometrically at 650 nm. Results obtained were
expressed as nmol Pi/mg protein/min.
2.4.3 Protein quantification
The protein concentration was measured by the method of Bradford (1976), using bovine
serum albumin as the standard. The reaction mixture contained S1 (50 pL) and Coomassie brilliant

blue (2.5 mL) and it was incubated for 10 min.

2.5 Statistical analysis

The normality of the data was evaluated by the D'Agostino and Pearson omnibus normality
test. Statistical analysis was performed using a one-way analysis of variance (ANOVA) followed
by the Tukey’s test using the Graphpad Prism® 6.0 software. Values that presented p < 0.05 were
considered statistically significant and data were expressed as mean + standard error of the mean

(S.E.M.). Pearson’s correlation coefficient was used for correlation analysis.

3. Results
3.1 4-PSQ does not improve weight loss of aged rats exposed to OXA
Figure 3 shows the results of measuring the body weight (F (3, 24) = 296.4, p < 0.0001) of

rats on days 0 and 14. Animals of the Aged group lost body weight when compared with the Young



41
Adult group (reduction of about 15g from the initial weight). The administration of OXA induced
a greater loss of body weight in aged animals when compared with the Aged and Young adult
groups (about 59¢ reduction in relation to the initial weight). The body weight loss of aged animals

exposed to OXA was not reversed by 4-PSQ treatment.
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Figure 3. Effects of 4-PSQ on the body weight of aged rats after oxaliplatin (OXA)
treatment. Each column represents mean + SEM of 7 rats per group. =~ p < 0.0001 as compared
with the Young Adult group; ## p < 0.0001 as compared with the Aged+OXA+4-PSQ group; ****
p < 0.0001 as compared with the Aged group. (one-way ANOVA followed by the Tukey’s test).

3.2 The 4-PSQ attenuates changes induced by aging and OXA exposure in hepatic and renal
markers in the plasma rats
The results presented in Table 1 revealed that urea levels (F (3, 24y = 48.60, p < 0.0001)

increased in plasma (93%) of Aged rats when compared with Young Adult rats. Urea levels of aged
rats were not altered by OXA administration. Furthermore, treatment with 4-PSQ reduced plasma
urea levels by 18% in aged rats that received OXA administration, when compared to animals in
the Aged+OXA group. Moreover, treatment with 4-PSQ reduced urea levels by 51% when

compared to the Aged group (Table 1).
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Table 1. Hepatic and renal markers in the plasma of aged rats after administration of oxaliplatin (OXA, 10
mg/kg) and/or 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ, 1 mg/kg).

YOUNG ADULT AGED AGED+OXA AGED+OXA+4-PSQ
UREIA(mg/dL) 58.8+2.1 113.845.7 7%  108.322.6° 7 88.722.7°
AST(U/dL) 65.6+1.8 106.1£4.6™F# 122 3+4.67" 0% 73122
ALT(U/dL) 40.0+4.4 67.73+3.97#  845+31770MH  486+16

Notes: Values are expressed as mean * standard error of the mean (S.E.M.) of 7 animals per group. ™ denotes
p<0.01and ™ p <0.0001 as compared with the Young Adult group. @ denotes p < 0.05 as compared with
the Aged group. * denotes p < 0.01, # p < 0.001 and ** p <0.0001 as compared with the Aged+OXA+4-
PSQ group (One-way analysis of variance/ Tukey's test).

Furthermore, an increase in the activity of transaminases in the plasma of Aged rats was
evidenced when compared with the Young Adult group (Table 1). Animals of the Aged+OXA
group showed an increase of 15% in AST activity (F (3, 24) = 57.55, p < 0.0001) and 25% in ALT
activity (F (3, 24) = 33.66, p < 0.0001) when compared with the Aged group. Treatment with 4-PSQ

reduced plasma transaminases activities in Aged rats exposed to OXA to the values of the Young

Adult group (Table 1).

3.3 OXA-induced lipid peroxidation in aged rats is reduced by 4-PSQ

The Figure 4 shows the results of the TBARS levels in the liver (F (3, 24) = 30.45, p < 0.0001)
and kidney (F (3,24) = 6.852, p < 0.01) of Aged rats and the effects of OXA and 4-PSQ treatments.
No significant change was observed in TBARS levels in liver and kidney tissues of animals of
Aged group when compared to Young adult group. Aged rats exposed to OXA showed an increase
in the hepatic TBARS levels by 9% when compared with the Aged group (Figure 4A). The daily
administration of 4-PSQ was effective in decrease the hepatic TBARS levels of aged animals

exposed to OXA (Figure 4A).
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Figure 4. Effects of 4-PSQ on lipid peroxidation levels in liver (a) and kidney (b) of aged rats after
oxaliplatin (OXA) treatment. Each column represents mean + SEM of 7 rats per group. ~p < 0.05,

*kkk

“p<0.01and ™ p < 0.0001 as compared with the Young adult group; * p < 0.01 and ## p <
0.0001 as compared with the Aged+OXA+4-PSQ group; © p < 0.05 as compared with the Aged

group. (one-way ANOVA followed by the Tukey’s test).

Furthermore, the results showed that TBARS levels in the renal tissue of aged animals that
received administration of OXA increased by 10% as compared with the Aged group (Figure 4B).
The compound 4-PSQ was able to attenuate this damage, decreasing renal TBARS levels of

animals of the Aged+OXA+4-PSQ group to the values of the Young Adult group.

3.4 Antioxidants defenses
3.4.1 4-PSQ improves enzymatic antioxidant defenses
To identify the effects of 4-PSQ on the response to hepatic and renal oxidative damage

after exposure of elderly rats to OXA, the activities of SOD, GPx and GR were determined. The



44

results showed significant differences in enzymes activities in the liver and kidneys of aged rats

after exposure to OXA (Figure 5).
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Figure 5. Effects of 4-PSQ on antioxidant enzymes activities of aged rats after oxaliplatin (OXA)
treatment: superoxide dismutase (SOD) in liver (a) and kidney (b); glutathione peroxidase (GPx)

in liver (c) and kidney (d); glutathione reductase (GR) in liver (e) and kidney (f). Each column
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represents mean = SEM of 7 rats per group. ~ p <0.05, p < 0.01, ™ p < 0.001 and ™" p < 0.0001
as compared with the Young adult group; ** p < 0.01 and *# p < 0.0001 as compared with the
Aged+OXA+4-PSQ group; " p <0.05and ™" p < 0.01 as compared with the Aged group. (one-way

ANOVA followed by the Tukey’s test).

The results in Figure 5A shows that hepatic SOD activity (F (3, 22y = 23.30, p < 0.0001) of
Aged animals was increased by 44% compared with the Young adult group. OXA exposure
increased 28% the hepatic SOD activity of aged rats. On the other hand, in the kidney (F (3, 22) =
33.43, p < 0.0001) of aged rats, SOD activity was inhibited (around 47%) when compared with the
Young adult (Figure 5B). SOD activity of aged rats was inhibited by 50% after OXA exposure
compared with the Aged group (Figure 5B). 4-PSQ normalized the SOD activity of aged rats
exposed to OXA to the levels of the Young Adult group, in both tissues (Figure 5A-B).
Figures 5C and 5D show that aging process induced an inhibition of hepatic (around 22%)
(F (3,24) = 14.68, p < 0.0001) and renal (around 24%) (F (3, 24) = 26.81, p < 0.0001) GPx activity
when compared with the Young adult groups. Hepatic and renal GPx activities of aged rats were
inhibited by OXA exposure (around 22% in liver and 33% in kidney). 4-PSQ normalized the GPx
activity in liver and kidney of aged rats exposed to OXA to the levels of the Young adult group.
In the liver, GR activity (F @3, 24) = 18.98, p < 0.00010 was inhibited (around 27%) by
aging when compared with the Young adult group (Figure 5E). OXA exposure did not alter the
inhibition of hepatic GR activity induced by aging in rats. Figure 5F shows that aging inhibited the
renal GR activity (F (3, 24) = 16.28, p < 0.0001) of aged rats (around 45%) when compared with the
Young Adult group. Renal GR activity of aged rats was not altered by OXA. 4-PSQ normalized

the hepatic and renal GR activities of aged rats exposed to OXA to the levels of the Young adult

group.
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3.4.2 Hepatic and renal NPSH levels are restored by 4-PSQ treatment

The results showed in Figure 6 revealed that NPSH levels in the liver (F 3, 24) = 22.72, p
< 0.0001) and kidneys (F (3, 24y = 40.96, p < 0.0001) of aged rats exposed to OXA were reduced
when compared to Young adult group. However, OXA exposure did not alter the hepatic NPSH
levels of aged rats. In the Aged group, the hepatic NPSH levels were reduced by 8% when

compared with the Young adult group. (Figure 6A).
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Figure 6. Effects of 4-PSQ on non-protein thiol (NPSH) levels in liver (a) and kidney (b) aged rats

after oxaliplatin (OXA) treatment. Each column represents mean + SEM of 7 rats per group. ™ p <

*kk *kkk

0.01, ™ p < 0.001 and ™™ p < 0.0001 as compared with the Young adult group; *# p < 0.001 and
#### 1n < 0.0001 as compared with the Aged+OXA+4-PSQ group; *** p < 0.001 as compared with
the Aged group. (one-way ANOVA followed by the Tukey’s test).

The aging process induced a reduction in the renal NPSH levels when compared with the
Young adult group. Furthermore, in renal tissue, OXA exposure reduced around 4% the NPSH
levels of aged rats. 4-PSQ improved NPSH levels in both tissues, restoring this antioxidant defense

to the levels of the Young adult group (Figure 6B).
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3.5 The 4-PSQ compound restores the activity of sulfhydryl enzymes sensitive to OXA-induced
oxidative stress in aged rats

Aging and OXA exposure did not modify the hepatic 3-ALA-D activity (F (3, 24) = 12.04, p
< 0.0001) when compared with the Young adult group. However, the administration of 4-PSQ
caused an increase in hepatic d6-ALA-D activity in the Aged+OXA+4-PSQ group, being
significantly different from all other groups (Figure 7A).

The Figure 7B shows an inhibition of renal 5-ALA-D activity (F (3, 22y = 6.130, p < 0.01) by
37% in the Aged+OXA group as compared with the Young Adult group. Renal 5-ALA-D activity
of aged rats was inhibited by OXA exposure (around 30%) as compared with the Aged group. 4-
PSQ normalized the 5-ALA-D activity of kidney of aged rats exposed to OXA to the levels of the

Young adult group.
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Sulfhydryl enzymes sensitive to oxidative stress
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Figure 7. Effects of 4-PSQ on the activity of sulfhydryl enzymes sensitive to oxidative
stress in aged rats after oxaliplatin (OXA) treatment: 5-aminolevulinic acid dehydratase (3-ALA-
D) in liver (a) and kidney (b); Na*, K* -ATPase in kidney (c). Each column represents mean +
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SEM of 7 rats per group. ~"p < 0.01 and p < 0.0001 as compared with the Young adult group;
#p<0.05, ¥ p < 0.001 and #* p < 0.0001 as compared with the Aged+OXA+4-PSQ group; * p <

0.05 as compared with the Aged group. (one-way ANOVA followed by the Tukey’s test).
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Renal Na*, K* -ATPase activity (F (3, 24) = 38.35, p < 0.0001) was inhibited by aging in
66%. Renal Na*, K" -ATPase activity of aged rats is not altered by OXA. 4-PSQ treatment partially

restored Na*, K™ -ATPase activity in kidney of aged rats exposed to OXA (Figure 7C).

3.6 Correlation between plasmatic transaminases activities and lipid peroxidation in the liver after
OXA treatment in aged rats.

Pearson’s correlation test was performed to evaluate the correlation between plasmatic
transaminases activities and lipid peroxidation levels observed in the liver aged rats exposed to
OXA. The results illustrated in Figure 8A showed the correlation coefficients between the AST
(U/L) activity in plasma of aged rats and hepatic lipid peroxidation levels (r = 0.8937; p < 0.0001).
Figure 8B showed the correlation coefficients between the ALT (U/L) activity in plasma of aged
rats and hepatic lipid peroxidation levels (r =0.8911; p < 0.0001). Indeed, all evaluated parameters
were positively correlated. In this case, the positive correlation of the data demonstrates a
proportional relationship between the transaminases activities in plasma of aged rats and lipid

peroxidation levels.
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Figure 8. Correlation between plasmatic transaminases activities and lipid peroxidation in

the liver of aged rats after OXA treatment. Correlation coefficients between TBARS levels
(MDA/mg protein) in the liver and the plasmatic activity of (a)AST and (b)ALT (U/L). Pearson

correlation (r) and P-value were used to verify the correlation between data.

3.7 Correlation between plasmatic urea levels of aged rats and renal Na*, K™ -ATPase activity
after OXA treatment in aged rats.

Pearson’s correlation test was performed to test the correlation between plasmatic urea
levels and Na*, K* -ATPase activity in the kidney after OXA treatment in aged rats. The results
illustrated in Figure 9 showed the correlation coefficients between the Urea (mg/dL) levels in
plasma of aged rats and Na*, K* -ATPase activity (r = -0.8561; p < 0.0001). The negative
correlation of the data demonstrates an inversely proportional relationship between plasmatic urea

levels of aged rats and renal Na*, K* -ATPase activity.
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Figure 9. Correlation between plasmatic urea levels (mg/dL) and renal Na*, K* -ATPase activity
(nmol Pi/mg ptn/min) after OXA treatment in aged rats. Pearson correlation (r) and P-value were

used to verify the correlation between data.
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4. Discussion

The aging is a complex process that can impact the toxicity of several drugs. Then, it is
necessary to consider the specificities of elderly patients. In this sense, for the first time, we
demonstrated the effects of OXA exposure in kKidney and liver of aged rats and the therapeutic
potential of 4-PSQ. Indeed, the association of aging process and OXA exposure caused kidney and
liver toxicities, evidenced by oxidative damage and increased levels of urea and transaminases
activities (AST and ALT) in plasma of rats. The results of our study showed that 4-PSQ can be
considered a protective compound in OXA-induced hepatic and renal lesions in aged rats.

Aging is associated with structural and functional changes in organs such as the liver and
kidney (Hunt et al., 2019; Schmitt and Melk 2017). Regarding the hepatotoxicity, increased
plasmatic transaminases are evidence of liver damage (Hall and Cash 2012). In this context, the
leakage and the release of ALT and AST into the bloodstream could be due to an increase in the
membrane permeability (Contreras-Zentella and Henandez-Mufioz, 2016). Studies of our research
group evidenced that the OXA exposure or the aging process induced liver damage, and it was
characterized by increased plasmatic AST and ALT activities (Lemos et al., 2020; Luchese et al.,
2020). In the present study, OXA exposure exacerbated the increase in plasmatic AST and ALT
activities induced by aging in rats.

Interestingly, OXA exposure aggravated the hepatic lipid peroxidation induced by aging in
rats. Indeed, OXA has been described to induced lipid peroxidation and, therefore, could impaired
the cellular transport by compromising the membrane functionality (Mameri et al., 2021). In
hepatocytes, the modification of the autophagic profile is described during aging and a decrease in
autophagy led to high levels of lipid peroxidation and the elevation of ALT (Hunt et al., 2019, Xie
et al., 2020). Results of the present study revealed a positive correlation between transaminases

activities and TBARS levels in the liver of aged rats that received OXA administration, indicating
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that OXA increased liver damage by increasing lipid peroxidation, which seems to be a key
mechanism first observed in aged rats exposed to OXA.

Increased levels of lipid peroxidation in kidney of aged rats exposed to OXA was also
observed and this factor could contribute to the renal damage induced by the chemotherapeutic
agent studied. As a result of kidney damage, in the present study an increase in plasmatic urea
levels was evidenced in aged rats, regardless of OXA exposure. Urea is a product of the
metabolization of proteins destined for renal excretion, and an increase of its plasmatic levels is
considered as a marker of renal damage, characterizing malfunction and low excretion of the
kidneys (Gounden, Bhatt and Jialal 2020). Recently, our research group demonstrated that aging
favors damage to various tissues, including kidney (Luchese et al., 2020). Indeed, increased levels
of urea circulating in the blood has been showed in aging (El-Horany, Gaballah and Helal 2020)
and in young mice exposed to OXA (Da Motta et al., 2021), evidencing the presence of damage to
kidney cells in these situations. However, in this study, the OXA exposure did not change the
plasmatic levels of urea in aged rats.

Studies have suggested that oxidative stress has important contribution to liver and kidney
toxicities caused by the administration of OXA, as well as in the aging process (Santoro et al.,
2016; Luchese et al., 2020; da Motta et al., 2021). Based on this evidence, we evaluated the
involvement of antioxidant defenses in the hepatic and renal damage induced by aging process and
OXA exposure. In the present study, it was shown that important antioxidant enzymes such as
SOD, GPx and GR changed their activity due to aging process and interestingly, the adaptive
responses of SOD and GPx were further compromised after OXA exposure in aged rats.

The nuclear factor erythroid 2—related factor 2 (Nrf2) is responsible for regulating the basal
and inducible expression of many antioxidant enzymes, including SOD, GPx and GR. In fact, Nrf2

has been reported as a pathway involved in situations of hepatotoxicity and nephrotoxicity; above



53
all, Nrf2 is one of the main pathways affected by OXA that favors the development of oxidative
stress as well as the cell death (Sajadimajd and Khazaei 2018, Luo et al., 2020). In this line, Lu et
al. (2020) showed that the loss of the Nrf2 gene is identified as an aggravating factor in OXA
toxicity; in addition, aging is associated with loss of Nrf2 protein homeostasis, decreasing its levels
and its activation (Schmidlin et al., 2019). In agreement with these statements, the results of the
present study showed a decrease in GPx and GR activities, in both tissues and the decrease in SOD
activity in the kidney of animals of Aged and Aged+OXA groups. In addition, an increase in
hepatic SOD activity of these animals may be due to a compensatory mechanism for the high
generation of RS. In this context, Rizvi and Maurya (2007) found the activity of enzymes such as
SOD and catalase elevated in human plasma from old individuals, with a positive correlation with
age.

Another point to be noted is the reduction of the NPSH levels induced by aging in both
tissues. Reduced glutathione (GSH) plays an important role in detoxification and protection against
oxidative damage (Meister, 1994). Notably, GSH is the main non-protein thiol found in the NPSH
test (Meister and Anderson 1983). In the present study, a more significant deficit in NPSH levels
was observed in the kidney of elderly animals treated with OXA, when compared with Aged group.
As GSH is involved in the detoxification of xenobiotics with glutathione s-transferase (GST)
(Townsend and Tew 2003), we can hypothesize that the renal depletion of NPSH is more
accentuated after OXA exposure due to the important role of the kidney in the process of excretion
and detoxification - which is affected by OXA.

Another important finding of the present study is the negative correlation observed between
plasmatic urea levels and renal Na*, K* -ATPase activity. This data corroborates with the study of
Silva and collaborators (2002) because high levels of urea are responsible for the inactivation of

the enzyme Na*, K™ -ATPase. In the kidney, Na*,K*-ATPase maintains the intracellular ion balance
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and the membrane potential. It is one key enzyme in the electrolyte regulation, by catalyzing active
transport of Na* in exchange for K*. The enzyme Na*, K* -ATPase plays an important role in renal
homeostasis, and changes in its functionality contribute to the decline of renal function in the
elderly (Silva et al., 2010). This enzyme is also described as being inactivated by platinum-based
drugs, resulting in renal toxicity (Gekle, 2017; Reis et al., 2020a; Kubala et al., 2014). Although
the association of reduced expression of the Na*, K* -ATPase B1 subunit and OXA resistance in
cancer cells has already been demonstrated, in the present study the activity of the Na*, K -ATPase
was independent of the administration of OXA, an unexpected result (Tummala et al., 2009).
However, the inhibition of Na*, K™ -ATPase activity, a sulfhydryl enzyme sensitive to oxidative
stress, could be explained by the development of oxidative damage in the kidney of aged rats, as
evidenced by an increase of the lipid peroxidation levels.

Another sulfhydryl enzyme sensitive to oxidative stress evaluated was the 6-ALA-D
(Rocha et al., 2012; Liu et al., 2017). In the kidneys, the inhibition of 5-ALA-D activity and an
enhancement of the lipid peroxidation were only observed in aged rats exposed to OXA. In
contrast, it is important highlight that OXA exposure did not alter the hepatic 6-ALA-D activity in
aged rats, although the oxidative stress has been stablished in animals of this group. In accordance
with previous study (Luchese et al., 2020), the hepatic 3-ALA-D activity was also not altered by
aging process.

After identifying the potential renal and hepatic toxicity of OXA in aged rats, an important
step of the present study was evaluate the pharmacological properties of 4-PSQ. Previous studies
from our research group indicated that 4-PSQ is effective as anti-aging therapy (Bath et al., 2019;
Luchese et al., 2020) by modulating neuroplasticity, acetylcholinesterase activity, cholesterol
levels and by its important antioxidant action. In parallel, important data revealed that 4-PSQ

reduced the peripheral neuropathy, anxiety, cognitive impairment, renal and hepatic toxicities
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induced by OXA in young adult mice (Reis et al., 2020a; Reis et al., 2020b; Lemos et al., 2021;
Da Motta et al., 2021; Reis et al., 2022). Here, when these two factors were considered, 4-PSQ
treatment was effective. As expected, 4-PSQ reduced the toxicity in liver and kidney of aged rats
exposed to OXA. 4-PSQ was effective in restoring the activity of the antioxidant enzymes,
improving the redox state in both tissues, which can be attributed to its antioxidant action. In
addition, the present study contributed to the understanding of the toxicity of OXA when associated
to aging process and revealed the potential of 4-PSQ as therapy, confirming our two hypotheses.
The obtained data reinforce that the specificities of the age should be considered, in special

undergoing cancer treatment.

5. Conclusion

Our data reinforced the involvement of oxidative stress in the aging process and revealed
that the use of OXA can be an aggravating factor in renal and hepatic age-associated oxidative
damage. In fact, there are a vast body of evidence reporting OXA toxicity, but little, if any,
considering the age factor. In addition, the beneficial action of the compound 4-PSQ improving

renal and hepatic oxidative damage in aged rats exposed to OXA was demonstrated.
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5. Discussao

Entender as alteragbes decorrentes do envelhecimento tem se tornado cada vez
mais importante pois a populacéo brasileira, assim como a mundial, vem envelhecendo
rapidamente nos ultimos anos. Além disso, o envelhecimento pode ser um fator de risco
para o desenvolvimento de outras patologias e de toxicidade por medicamentos. O
presente estudo foi pioneiro em demonstrar a relagdo entre o envelhecimento e a
toxicidade induzida pela exposicédo ao quimioterapico OXA em tecidos renais e hepatico.
A administracdo de OXA causou danos renais e hepaticos, evidenciados pelo aumento
dos niveis de ureia e da atividade das transaminases (AST e ALT) no plasma e dano
oxidativo no rim e figado de ratos idosos. A exposicdo a OXA exacerbou o
comprometimento das defesas antioxidantes, presente no envelhecimento. Em
contrapartida, os resultados obtidos mostraram que o 4-PSQ pode ser considerado um
composto promissor no tratamento de lesdes induzidas por OXA em ratos idosos. Além
disso, foi observado neste estudo que os animais velhos apresentaram uma perda de
massa corporal, quando comparados a animais jovens e que a OXA exacerbou essa
perda. De fato, a sarcopenia € uma complicacao recorrente em pessoas idosas e esta
associada também a casos de doencas renais (FIELDING et al., 2011; SABATINO et al.,
2021). Neste parametro o composto nao foi capaz de reverter as alteracdes encontradas.

Estudos anteriores sugerem que o impacto causado pelo envelhecimento leva a
diminuicdo na funcionalidade de érgaos, podendo ocasionar o aparecimento de doencas
hepéticas ou renais (KIM et al., 2015; KITAI et al., 2021; SERVIDDIO et al., 2007).
Estudos demonstram que o dano hepéatico causado por dano oxidativo no
envelhecimento pode ser evidenciado por um aumento nas atividades de AST e ALT e
alteracao dos niveis plasméticos de ureia. Cabe enfatizar que a exposi¢cdo a OXA também
€ capaz de favorecer essas alteracdes (LUCHESE et al., 2020; LEMOS et al., 2020; DA
MOTTA et al.,, 2021). Além disso, niveis aumentados de ureia circulando no sangue
podem ser encontrados no envelhecimento, evidenciando a presenca de danos as
células renais (EL-HORANY, GABALLAH E HELAL 2020).

A exposicdo a OXA exacerbou a peroxidacdo lipidica hepatica induzida pelo

envelhecimento em ratos. Os resultados do presente estudo revelaram uma correlacao
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positiva entre a atividade das transaminases e 0s niveis de peroxidacao lipidica no figado
de ratos idosos que receberam administracdo de OXA, o que sugere que a oxidacao de
lipidios € um dos mecanismos chave na toxidade hepatica observada em ratos idosos
expostos a OXA. A modificacdo do perfil autofagico em células hepaticas € descrita
durante o envelhecimento, e a diminuicdo da autofagia leva a altos niveis de peroxidagéo
lipidica e elevacdo da ALT; além disso, estudos que investigam o envelhecimento
induzido por d-galactose evidenciam um aumento nas transaminases plasmaticas
revelando a presenca de um dano hepatico e a progressao dos danos causados pelo
envelhecimento (HUNT et al., 2019, XIE et al., 2020; RAHIMI et al., 2019; KONG et al.,
2018).

Niveis aumentados de peroxidacéo lipidica no rim de ratos idosos expostos a OXA
também foram observados e este fator pode explicar o dano renal causado por este
quimioterapico. O aumento dos niveis de ureia circulante no sangue tem sido
demonstrado no envelhecimento (EL-HORANY, GABALLAH e HELAL 2020) e em
camundongos jovens expostos a OXA (DA MOTTA et al., 2021), evidenciando a presenca
de danos as células renais nestas situacfes. No entanto, aqui, as alterac6es nos niveis
plasméticos de ureia induzidas pelo envelhecimento em ratos ndo foram exacerbadas

pela exposicdo a OXA.

Estudos tém sugerido que o estresse oxidativo tem importante contribuicdo para a
toxicidade hepatica e renal causada pela administracdo de OXA, bem como no processo
de envelhecimento (Santoro et al., 2016; LUCHESE et al., 2020; DA MOTTA et al., 2021).
Além disso, mudancas na homeostase das enzimas antioxidantes tém sido associadas
ao estresse oxidativo (MULLER et al., 2006). Neste estudo, as enzimas SOD, GPx e GR
sofreram alteracOes dependentes da idade e pioraram com a administracdo de OXA.
Nesse sentido, destaca-se o Nrf2, responsavel por regular a expressao basal e induzivel
de muitas enzimas antioxidantes, incluindo SOD, GPx e GR. O Nrf2 tem sido relatado
como uma via envolvida em situacdes de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade; acima de
tudo, o Nrf2 esta associado como uma das principais vias afetadas pela OXA e, portanto,
promove estresse oxidativo e morte celular (SAJADIMAJD e KHAZAEI 2018; LUO et al.,

2020). Além disso, 0 envelhecimento esta associado a perda da homeostase da proteina
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Nrf2, diminuindo seus niveis e sua ativacao (SCHMIDLIN et al., 2019). Destaca-se ainda,
os resultados obtidos que revelaram que o composto 4-PSQ foi eficaz em restaurar a
atividade dessas enzimas e melhorar o estado redox em ambos os tecidos, o0 que pode

ser atribuido a sua acao antioxidante.

No presente estudo, observou-se uma diminui¢cao significativa nos niveis de NPSH
no rim de animais idosos tratados com OXA, quando comparados ao grupo idoso.
Estudos demonstram que compostos de platina interagem diretamente com os residuos
de cisteina presente no GSH (DI FRANCESCO et al., 2002; WANG et al., 2016) Além
disso, o GSH é o principal tiol ndo protéico encontrado no teste de determinacdo dos
niveis de NPSH e esta envolvido na desintoxicacdo de xenobibticos juntamente com a
glutationa s-transferase (GST) (MEISTER e ANDERSON 1983; TOWNSEND e TEW
2003), podemos supor que a deplecdo de NPSH nos rins é mais acentuada apoés a
exposicdo a OXA devido ao importante papel que o rim desempenha no processo de

excrecao e desintoxicacédo - que é afetado pela OXA.

Outro parametro observado foi a atividade de enzimas sulfidrilicas sensiveis ao
estresse oxidativo, como as enzimas 6-ALA-D e Na *, K * -ATPase (ROCHA et al. 2012;
SOARES et al. 2016; LIU et al. 2017). Os resultados revelaram uma inibicdo da atividade
das enzimas 0-ALA-D e Na *, K * -ATPase no rim de animais idosos que receberam
administracdo de OXA. Aenzima Na *, K* -ATPase tem papel importante na homeostase
renal, e altera¢des na sua funcionalidade contribuem para o declinio da fungéo renal em
idosos. Ainda, esta enzima € descrita como sendo inativada por drogas a base de platina,
tendo como consequéncia a toxicidade renal (GEKLE, 2017; REIS et al., 2020b; KUBALA
et al., 2014). Além disso, niveis circulantes de ureia aumentados podem levar a inibicéo
desta enzima (Silva et al., 2002). De fato, uma correlagcdo negativa foi observada entre
os niveis de ureia no plasma e a atividade renal da Na*,K* -ATPase. Ainda, a inibicdo da
0-ALA-D renal foi observada apenas em animais envelhecidos que foram expostos a
OXA. O gue esta de acordo que nosso estudo anterior, uma vez que a atividade hepatica
de 8-ALA-D também néo foi alterada pelo processo de envelhecimento (LUCHESE et al.,

2020). Além disso, € importante destacar que a exposi¢cdo a OXA ndo alterou a atividade
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hepatica de 6-ALA-D em ratos idosos, embora o estresse oxidativo tenha sido identificado
neste grupo.

Frente a esses resultados, o efeito do tratamento com o 4-PSQ pode estar
associado a sua atividade antioxidante (SAVEGNAGO et al. 2013). Acredita-se que o
grupo fenilselanil presente na molécula do 4-PSQ tenha papel importante nesta acao,
conforme destacado por VOGT e colaboradores (2018). De fato, outros estudos ja
demonstraram efeitos promissores de moléculas contendo este grupo fenilselanil e suas
acOes antioxidantes (BAMPI et al. 2020; GALL et al. 2020). Ressalta-se que os resultados
obtidos neste estudo reforcam que o 4-PSQ ¢é eficaz como terapia antienvelhecimento e
no tratamento da toxicidade induzida por OXA, corroborando com estudos anteriores
(BARTH et al., 2019; LUCHESE et al., 2020; REIS et al., 2020a, 2020b, 2022; LEMOS et
al., 2021; DA MOTTA et al., 2021).

Efeitos benéficos do 4-PSQ no
estresse oxidativo hepatico e renal
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6. Concluséo

Com os resultados obtidos nesse estudo € possivel concluir que o 4-PSQ pode
atuar efetivamente no tratamento dos danos ocasionados pelo envelhecimento e
exacerbados pela exposicdo a OXA. Ainda, esse estudo reforca o envolvimento do
estresse oxidativo no dano causado pela OXA e a influéncia do envelhecimento na

alteracdo de alguns parametros oxidativos, além da a¢éo antioxidante do 4-PSQ.
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ANEXO A — Projeto aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N° 142/2018/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.050294/2018-14
Certificado

Certificamos que a solicitagao de adendo (mudanca de metodologia e acréscimo de animais) a
proposta intitulada “Investigagiao do papel do envelhecimento na neuropatia induzida por
quimioterapicos: 7-cloro-4-(fenilseleno)quinolina como alternativa terapéutica” processo
numero 23110.050294/2018-14 (CEEA 4506-2017), de responsabilidade de Ethel Antunes
Wilhelm - que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°®
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua complementagio
pela Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal, em reunido de 10/12/2018.

Finalidade ( X) Pesquisa ( ) Ensino
[Espécie/linhagem/raga IMus musculus/Swiss
IN° de animais Acréscimo de 390
Tdade 195 com 2 meses e 195 com 20 meses
Sexo Machos
Origem Biotério Central - UFPel

Codigo para cadastro CEEA 4506-2017

-I Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX,
Sel. @ Médico Veterinario, em 19/12/2018, as 09:50, conforme horario oficial de Brasilia, com
Sty fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

lam A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

2% http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador externo.php?

l acao=documento_conferir&id orgao acesso_externo=0, informando o cédigo verificador
0394984 e o codigo CRC 952DA388.

Referéncia: Processo n? 23110.050294/2018-14 SEI n2 0394984
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N° 39/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.054738/2019-63
Certificado

Certificamos que a solicitagao de adendo a proposta intitulada “Investiga¢ao do papel do
envelhecimento na neuropatia induzida por quimioterapicos: 7-cloro-4-(fenilseleno) quinolina como
alternativa terapéutica.”, registrada com o n° CEEA 4506-2017, sob a responsabilidade de xxXX - que
envolve a producao, manutengao ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), e recebeu parecer
FAVORAVEL a sua execucao pela Comissao de Etica em Experimentacao Animal, em reunido de 30 de
abril de 2020.

Solicitagao: acréscimo de 68 ratos wistar machos (55 com 20 meses e 13 com 2 meses).

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA

Seil Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX,
. @ Meédico Veterinario, em 06/05/2020, as 10:34, conforme horario oficial de Brasilia, com

assinatura

eletrénica fundamento no art. 6°, § 1°, do Decreto n° 8.539, de 8 de outubro de 2015.

https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_im...4149d0a326a2b3375c{d54bf9717947d6122170e311aB8e5d0c48e056d55b7 Page 1 0f 2
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Referéncia: Processo n° 23110.054738/2019-63 SEI n° 0941208
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ANEXO B — Comprovante de submissdo do manuscrito ao periodico Experimental

Gerontology

Confirming submission to Experimental Gerontology

De:  Experimental Gerontology (em@editorialmanager.com)
Para: ethelwilhelm@yahoo.com.br

Data: quinta-feira, 17 de fevereiro de 2022 11:29 BRT

*This is an automated message.*

AGING AND OXALIPATIN EXPOSURE INDUCE HEPATIC AND RENAL OXIDATIVE STRESS IN RATS:
BENEFICAL EFFECTS OF 7-CLORO-4-(PHENYLSELANYL)QUINOLINE

Dear Dr Wilhelm,
We have received the above referenced manuscript you submitted to Experimental Gerontology.

To track the status of your manuscript, please log in as an author at https://www.editorialmanager.com/exg/,
and navigate to the "Submissions Being Processed" folder.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,
Experimental Gerontology

More information and support

You will find information relevant for you as an author on Elsevier’'s Author Hub:
https://www.elsevier.com/authors

FAQ: How can | reset a forgotten password?
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/28452/supporthub/publishing/

For further assistance, please visit our customer service site:
hitps://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/

Here you can search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions, and learn
more about Editorial Manager via interactive tutorials. You can also talk 24/7 to our customer support team by
phone and 24/7 by live chat and email

#AU_EXG#

To ensure this email reaches the intended recipient, please do not delete the above code

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal registration
details at any time. (Use the following URL: https://www.editorialmanager.com/exg/login.asp?a=r). Please
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