UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA - UESB
PROGRAMA MULTICENTRICO EM BIOQUIMICA E BIOLOGIA

MOLECULAR - PMBqBM SBBq

T el
ADPLENAM VITAM
v ¥ U

TASSIA LI1Z ARAUJO DOS SANTOS LESSA

ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO E IN VIVO DE NOVOS
SELENOCOMPOSTOS

VITORIA DA CONQUISTA - BA
OUTUBRO - 2021



TASSIA LI1Z ARAUJO DOS SANTOS LESSA

ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO E IN VIVO DE NOVOS
SELENOCOMPOSTOS

Tese de doutorado apresentado ao
Programa Multicéntrico em Bioquimica e
Biologia Molecular da  Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, como
requisito parcial para a obtencéo do grau de
Doutora em Bioquimica e Biologia

Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Raphael Ferreira

Queiroz

VITORIA DA CONQUISTA - BA
OUTUBRO - 2021



L622a

Lessa, Tassia Liz Aradjo dos Santos.

Atividade anti-inflamatoria in vitro e in vivo de novos selenocompostos. /
Tassia Liz Araudjo dos Santos Lessa, 2021.

106f.; il. (algumas color.)

Orientador (a): Dr. Raphael Ferreira Queiroz.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Programa
Multicéntrico em Bioquimica e Biologia Molecular - PMBgBM, Vitdria da Conquista,
2021,

Inclui referéncia F. 90 — 101.

1. Neutréfilos - Inflamacdo. 2. Selenocomposto. 3. Mieloperoxidase — Acido
hipocloroso. 4. Constante de velocidade. I. Queiroz, Raphael Ferreira. Il. Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, Programa Multicéntrico em Bioquimica e Biologia
Molecular — PMBgBM. T. llI.

CDD: 616.1

Catalogacédo na fonte: Juliana Teixeira de Assuncdo — CRB 5/1890

Bibliotecaria UESB- Campus Vitéria da Conquista - Ba




- PMBgBM <3 Governo do
Frtrlaiinen s iy Estado da Bahia

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia— UESB
Recredenciada pelo Decreto Estadual
N° 16.825, de 04.07.2016

DECLARACAO DE APROVACAO

Titulo: “ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO E IN VIVO DE NOVOS
SELENOCOMPOSTOS”.

Autor (a): Tassia Liz Araajo dos Santos Lessa
Orientador (a): Professor Dr. Raphael Ferreira Queiroz

Aprovado como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de DOUTOR EM
BIOQU[MICA E BIOLOGIA MOLECULAR, AREA DE CONCENTRACAO:
BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR, pela Banca Examinadora:

Kewneh Tinine/ Sn |

Prof. Dr. Raphael Ferreira Quelroz
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

CYV&NULJ Tosnrih dio Unhi

Prof. Dr. Gabriel Tavares do Vale
Universidade do Estado de Minas Gerais

Guns Lo Ao R Bolots

Profa. Dra. Ana Paula de Araujo Boleti
Universidade Catoélica Dom Bosco

\ N\

'/é*{[ui ”u-‘pf"LL'Y\L) k¥~¥\ QW\;'Y’\

Prof. D‘r. Ethel Antunes Wilhelm
Universidade Federal de Pelotas

Profa. Dra. Cristiane Luchese
Universidade Federal de Pelotas

Data de realizacdo: 08 de novembro de 2021.

Campus de Vitoria da Conquista (77) 3424-8631 | pmbgbm@uesb.edu.br



DEDICATORIA

Ao meu filho, marido e meus pais,
pois eles sentiram e sentirdo todas
as consequéncias deste trabalho.
Obrigada pelo amor e cuidado
diario.



AGRADECIMENTOS

A Jesus, pela promessa, pela fidelidade, pelo cuidado, por me guiar e por ter me
dado animo para perseverar no proposito! Toda honra e gléria seja dada a Ti!
Ao meu filho, Jodo, apenas por existir e mudar toda minha esséncia! Ah, e por
acompanhar a mamae no laboratoério aos fins de semana cuidar dos “ratinhos”!!
Eu te amo, meu filho!!

Ao meu marido, Jodo Paulo, ajudador nato! Mao, corpo e bolso presente! Até
aqui, nada desse trabalho seria realizado sem vocé! Dedico a vocé tudo isso!!!
Te amol!

Ao0s meus pais, por todas as renuncias, pelo exemplo de unidao familiar e pelo
amor de todos os dias! Principalmente, por sempre estarem disponiveis para
viajarem comigo ou entao ficarem e cuidarem do meu bem mais precioso, como
se fosse eu! Sem vocés, eu ndo conseguiria! Amo voceés.

A minha irm&, Maiara, e meu cunhado, Marcio e minha pululuquinha, Laura! pela
amizade, parceria! por me receberem, escutarem e distrairem nas minhas varias
idas a Jequié e pelos momentos maravilhosos em Conquista! Por torcerem
sempre por mim! Amo vocés!

A minha sogra, Neuza Lessa, pela disponibilidade, pelo amor e ternura que cuida
da minha familia! Te amo!!

A minha cunhada, Amanda e miniha sobrinha Lilica! Por serem alegria pro meu
filhote nos finais de semana que maméae precisava estudar! Obrigada pelas
brincadeiras, pelas historias contadas, presentes e todo amor!!! amo vcs!

Ao Professor Raphael Ferreira Queiroz, pela orientacéo, persisténcia e por todos
os conhecimentos transmitidos desde meu mestrado! Muito obrigada.

A Thiago, “anjo” que Deus colocou em meus caminhos! Pela mao, ou melhor
corpo inteiro que me deu! Ajudou, ensinou, fez.... como se fosse dele! Esse
trabalho é nosso, amigo! Vocé é diferenciado!! Muito, muito, muito obrigada!
Aos amigos Felipe e Leonardo, presentes do doutorado, por estarem sempre
disponiveis para me ajudar! Pelos conselhos e conhecimentos transmitidos a
mim! Pelos dias alegres no laboratério, pela convivéncia e auxilio nos
experimentos! Sem vocés tudo seria mais dificil e sem graca. Rs!! Vocés séo

incriveis!!



A Talita, por sempre estar pronta e disponivel para ajudar! E pelos lanches que
sempre levava! Muito obrigada, Tali!!

A Lorena, por me ajudar com as tecnologias da vida, rs!! Obrigada, Rori!!

A Aline, minha mao, braco e um pouquinho mais! por cuidar e conseguir entreter
meu pequeno para a mamae estudar! Por cuidare de minha casa como se fosse
a dela! Pelos cafés... Sem vocé teria sido dificil! Rs. Muito obrigada!!

A professora Janaina por me fazer retornar ao meu propésito! Muito obrigadal!
A professora Flavia Meotti pela recepcéo, disponibilidade e carinho que me
recebeu em seu laboratdério. Muito Obrigada!

A professora Regiane Yatsuda pela disponibilidade, por sempre me abrir portas
guando precisei. Muito obrigada!!

Ao professor Alcindo e Marcos por sintetizarem e concederem 0s compostos que
estamos estudando. Muito obrigada!!

A Railmara, pela disponibilidade, recepcdo e, principalmente, por amar a
pesquisa! Esse seu amor incentiva as pessoas, e eu com certeza, fui uma delas!
Aos professores do Programa Multicéntrico em Bioquimica e Biologia Molecular
da UESB pelos conhecimentos compartilhados.

A Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, & Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular e ao Programa Multicéntrico em Bioquimica e
Biologia Molecular pela oportunidade de realizagéo do doutorado.

A Universidade de S&o Paulo pelos dias maravilhosos que passei por la! Espero
um dia voltar Ia....

A Fundac&o de Amparo & Pesquisa da Bahia pela concess&o da bolsa e fomento
ao projeto.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico pelo

fomento ao projeto.



EPIGRAFE

“Toda via eu me alegrarei no
Senhor, exultarei no Deus da
minha salvagao pois o Senhor

I”

Deus € a minha forca

Habacuque 3:18



RESUMO

A inflamacédo é uma resposta inespecifica do organismo frente as agressodes de
diversas naturezas envolvendo diversos tipos celulares, e os neutrofilos
compreendem as primeiras e mais abundantes células a alcangarem o sitio
inflamatdrio. A mieloperoxidase (MPO), uma enzima abundante nessas células,
€ importante na defesa imune inata por formar oxidantes e radicais livres,
especialmente o acido hipocloroso (HOCI), um potente oxidante considerado
especifico da MPO. Essas espécies quando produzidas por longos periodos e/ou
altas concentracdes podem modificar biomoléculas, incluindo proteinas, lipideos,
DNA e lipoproteinas, e causar danos teciduais. O selénio é um micronutriente
essencial com propriedades antioxidantes e constitui o sitio ativo de algumas
enzimas, incluindo as tiorredoxinas redutases e glutationa peroxidases. Por esse
motivo, moléculas sintéticas contendo selénio sdo potencialmente promissoras
para o tratamento de desordens com base redox e inflamatdérias. Nesse contexto,
este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de 38 compostos inéditos de
selénio em inibir a atividade clorinante da MPO in vitro e 0s processos oxidativos
mediados pela enzima in vivo. Inicialmente, a reacdo desses compostos com
HOCI equimolar foi triada in vitro. A formacéo de HOCI por neutréfilos humanos
ativados foi determinada na presenca dos 38 compostos (10 uM). A constante
de velocidade da reacdo dos trés compostos mais promissores, selecionados
acima, foi determinada por competicdo com a taurina. Os compostos 2, 14 e 34
reagiram rapidamente com HOCI (~107-10° M "1 S'1) na mesma ordem que a
glutationa. Quando incubadas com MPO, H202 e NaCl, as moléculas 2, 14 e 34
inibiram a atividade clorinante da MPO com ICso de 3,8, 4,5 e 4,9 uM,
respectivamente. Em paralelo, a formacdo do HOCI por neutréfilos humanos foi
reduzida com ICsp de 4,6, 2,6 e 3,9 uM pelos compostos 2, 14 e 34,
respectivamente. Em seguida, o efeito desses trés compostos foi avaliado sobre
0 burst oxidativo em neutrdfilos diferenciados de células HL-60. Em termos
gerais, apenas o composto 2 reduziu o consumo de Oz, e a taxa de formacédo de
0O2* e H202durante o burst oxidativo dos neutréfilos sem evidéncia de toxicidade
celular até 20 uM por 48h. Quando incubado com neutréfilos humanos, o
composto 2 (10 yM) também inibiu a migragao das células em camara de Boyden

em 74,5%. Diante dos resultados, o composto 2, um novo disseleneto, foi



selecionado para os ensaios in vivo. Conforme esperado, a carragenina
aumentou a migracao de leucdcitos, essencialmente neutrofilos, para a cavidade
peritoneal de camundongos machos, linhagem C57BL/6, mas o disseleneto (25,
50 e 75 mg/kg, i.p.) reduziu a infiltracdo celular bem como atenuou todos os
indices empregados para monitorar a inflamacé&o no fluido peritoneal (atividade
da MPO, peroxidacao lipidica, exsudacédo de albumina, nitrito, niveis de TNF-a e
IL-1B). Quando avaliado em modelo de inflamacdo de pata de camundongo
induzido por carragenina, o disseleneto (50 mg/kg, i.p.) também diminuiu o
edema na pata do animal ao longo de 5h. As andlises histologica e imuno-
histologica das patas inflamadas demonstraram também uma diminuicdo na
contagem de neutrofilos, area de edema, marcacdo para MPO, proteina
carbonilada e proteina nitrada. Por fim, os camundongos tratados com dose
Gnica da molécula (50 mg/kg, i.p.) ndo apresentaram quaisquer sinais de
toxicidade ao longo de 15 dias. No bioensaio da Artemia salina, esse composto
(0,05-2 mM) também se mostrou atoxico. Esses achados foram corroborados
pela predicdo in silico utilizando o programa Protox Il. Em conjunto, os dados
apontam o potencial anti-inflamatério desses novos selenocompostos,
principalmente o composto 2, por reduzir e/ou limitar o dano oxidativo mediado

pela MPO na inflamac¢ao ao modular a migracéo leucocitéaria.

Palavras-chave: Selenocompostos; mieloperoxidase; &acido hipocloroso;

neutroéfilos; constante de velocidade; inflamacéo.



ABSTRACT

Inflammation is a nonspecific response of the organism against aggressions from
different types. Neutrophils comprise the first and most abundant cells to reach
into inflammatory site. Myeloperoxidase (MPO), an abundant enzyme in these
cells, is important for innate immune defense by forming oxidants and free
radicals, especially hypochlorous acid (HOCI), a potent and specific oxidant from
MPO. These species, when produced for long periods and/or high
concentrations, may oxidize biomolecules, including proteins, lipids, DNA and
lipoproteins, and lead to tissue damage. Selenium is an essential micronutrient
with antioxidant properties, and it constitutes the active site of some enzymes,
such as thioredoxin reductases and glutathione peroxidases. Taking this into
consideration, synthetic selenium-containing compounds are potentially
promising for the treatment of redox-based and inflammatory disorders. In this
context, this work aimed to investigate the effect of 38 novel selenium compounds
on MPO-chlorinating activity in vitro and the resulting MPO-related oxidative
damage in vivo. Firstly, the reaction of these compounds with equimolar HOCI
was screened in vitro. HOCI formation by PMA-activated human neutrophils was
determined in the presence of 38 compounds (10 pM). The reaction rate constant
of the three most promising molecules, selected above, was determined by
competition with taurine. Compounds 2, 14 and 34 rapidly reacted with HOCI
(~107-10° Mt S1) similarly to glutathione. In the system containing MPO, H20>
and NaCl, molecules 2, 14 and 34 inhibited the chlorinating activity of MPO with
ICs0 values of 3.8, 4.5 e 4.9 uM, respectively. Likewise, HOCI production by
human neutrophils was reduced with 1Cso values of 4.6, 2.6 and 3.9 uM by
compounds 2, 14 and 34, respectively. Their effects on the oxidative burst of
culture neutrophils were next evaluated. Overall, only compound 2 reduced O:
consumption, and the rate of O2*" and H202 formation by culture neutrophils
without evidence of cell toxicity up to 25 uM for 48 h. After incubation of human
neutrophils and compound 2 (10 uM), the cell migration was inhibited at 74,5%
by using Boyden chamber assay. Compound 2, a new diselenide, was then

selected for in vivo testing. As expected, carrageenan increased the migration of



leukocytes, essentially neutrophils, into C57BL/6 male mouse peritoneal cavity,
and the diselenide (25, 50 and 75 mg/kg, i.p.) reduced cell infiltration as well as
attenuated all the inflamamtory indexes in peritoneal fluid (MPO activity, lipid
peroxidation, albumin exudation, nitrite, TNF-a and IL-1p levels). When evaluated
in a carrageenan-induced paw edema in mice, the diselenide (50 mg/kg, i.p.) also
diminished the paw edema over 5 h. Histological and immunohistological analysis
from inflamed paws also demonstrated a reduction in neutrophil count, edema
area, MPO levels, and marking of carbonylated and nitrated proteins. Mice
treated with a single dose of the molecule (50 mg/kg, i.p.) did not show any signs
of toxicity over 15 days. Using Artemia salina bioassay, the diselenide (0.05-2
mM) was also non-toxic. These findings were corroborated by in silico prediction
using Protox Il software. Altogether, these data highlight the anti-inflammatory
potential of these novel selenocompounds, mainly compound 2, to reduce and/or

limit the MPO-mediated oxidative damage by modulating the leukocyte migration.

Keywords: Selenium compounds; myeloperoxidase; hypochlorous acid,;

neutrophils; rate constant; inflammation.
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1. INTRODUCAO

A inflamacéo € uma resposta geralmente inespecifica do organismo frente
a agressoes, incluindo patégenos, queimaduras, radia¢des, traumas mecanicos,
toxinas, dentre outros (Medzhitov, 2008; Kund & Surh, 2012; Feehan & Gilroy,
2019). Os neutrofilos desempenham papel crucial nesse processo e constituem
a principal populacdo celular na resposta inflamatéria aguda (Hampton et al.,
1998; Eum et al, 2010; Mayadas et al, 2013; Winterbourn et al., 2016). Essas
células destroem os patégenos por mecanismos oxidativos, atraves da formacao
de ROS (do inglés, reactive oxygen species) oriundos das enzimas NADPH
oxidase e mieloperoxidase (MPO), principalmente, e por mecanismos néao
oxidativos, através da acdo das enzimas lisozima, lactoferrina, lipocalina,
catepsina G, elastase e alfa-defensinas (Winterbourn & Kettle, 2000a, 2000b;
Teng et al., 2017).

MPO é a enzima mais abundante em neutrofilos, correspondendo a 5%
da proteina total nessas células e, portanto, suas reacdes sdo as mais
importantes no contexto da inflamagdo aguda. Essa enzima é capaz de
amplificar o potencial oxidativo do peréxido de hidrogénio (H202) ao formar
acidos de halogénio a partir de haletos (por exemplo, HOCI e HOBr), dentre os
0s quais o HOCI (&cido hipocloroso) é o mais estudado por ser um produto
especifico da MPO, além de produzir radicais livres a partir de substratos
endogenos (por exemplo, radicais tirosila, glutationila e ascorbila) (Winterbourn
& Kettle, 2000a, 2000b; Davies et al., 2008; 2013; Meotti et al., 2011; Nauseef,
2014).

Os danos mediados pela MPO ndo se limitam aos micro-organismos
externos, pois em condi¢des inflamatoérias exacerbadas, o HOCI e as demais
espécies podem oxidar as biomoléculas do hospedeiro e causar dano tecidual.
De fato, diversos estudos sugerem o envolvimento da enzima no dano pulmonar
em pacientes portadores de COVID-19 (Guéant et al., 2020; Zuo et al., 2020),
sepse (Podrez et al., 2000; Nussbaum et al., 2013), diabetes (Rosales-Corral et
al, 2015), aterosclerose (Nauseef, 2001, Stark, 2015, Cheng et al., 2019),
disfuncéo endotelial (Cheng et al., 2019), doenca de Alzheimer (Pohanka, 2014;
Rosales-Corral et al, 2015), e na instabilidade da placa ateroscleroética (Teng et
al., 2017; Cheng et al., 2019).
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A concentracdo de ROS na célula é mantida em equilibrio pela acao de
sistemas antioxidantes endodgenos, enzimaticos e nao enzimaticos, e exdogenos
capazes de atenuar os niveis de radicais livres e oxidantes, no intuito de
compensar as alteracbes nas concentragbes de ROS provenientes do
metabolismo basal ou do estresse redox. Desse modo, a manutencdo da
homeostase redox celular pelos antioxidantes é essencial ndo apenas para a
manutencdo da integridade tecidual como também nos mecanismos de
sinalizacdo celular (Winterbourn, 2008; Zhang et al., 2016). O selénio é um
oligoelemento importante e essencial na biologia redox de mamiferos, e desde
a descorberta de seu papel na atividade catalitica de enzimas antioxidantes esse
elemento tem recebido consideravel atencdo (Reich & Hondal., 2016).

O selénio € um elemento presente no sitio ativo de proteinas que atuam
na homeostase celular e na limitagdo dos danos oxidativos, incluindo glutationa
peroxidase (GPx) (Almondes et al., 2010; Comasseto, 2010) e tiorredoxina
redutase (TrxR) (Capacho, 2012; Arner, 2018), no transporte do selénio, como
selenoproteina P (Shchedrina et al., 2010), e no metabolismo de hormonios
tireoidianos, como iodotironina deiodinase (Meyer et al., 2007; Shchedrina et al.,
2010). Esse micronutriente essencial aos mamiferos € capaz de modular
processos redox ao capturar radicais livres e oxidantes, principalmente devido
seu baixo potencial de reducéo (Wang et al., 2016). O selénio também previne a
apoptose, entretanto, em doses supranutricionais, mas nao téxicas, pode
estimula-la (Zeng, 2009). Do ponto de vista farmacoldgico, diversos estudos
descreveram as atividades antidepressiva (Jesse et al., 2010), ansiolitica
(Paltian et al., 2020), antibacteriana (Mosolygé et al., 2019), leishimanicida
(Martins-Montez et al., 2017), anti-inflamatéria (Nakamura et al. 2002; Luchese
etal., 2012; Noguchi, 2016; Pinz et al., 2016; Wang et al., 2016; Reis et al., 2019),
analgésica (Reis et al., 2019; Pinz et al., 2016) e antioxidante (Luchese et al.,
2019; Pinato-Botelho et al., 2019; Tapiero et al., 2019) aos derivados organicos
de selénio.

Diante do exposto, selenocompostos sdo candidatos em potencial a
antioxidantes e/ou anti-inflamatérios, considerando a capacidade de reagir com
espécies derivadas da MPO e peroxidos organicos (Nakamura et al., 2002;

Susan et al., 2013; Pinatto-Botelho et al., 2020). Por esse motivo, esta tese
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objetivou avaliar a capacidade anti-inflamatéria de 38 novos compostos de

selénio in vitro e in vivo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito anti-inflamatorio in vitro e in vivo de moléculas sintéticas

contendo selénio.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Estudos in vitro

- Realizar triagem da reacéo dos compostos com HOCI in vitro;

- Realizar triagem da capacidade dos compostos em inibir a atividade clorinante
de neutrdfilos;

- Selecionar as trés moléculas mais promissoras e investigar o efeito sobre a
atividade clorinante da MPO in vitro;

- Determinar a constante de velocidade da reacédo desses trés compostos com
HOCI e/ou MPO;

- Investigar os efeitos dessas trés moléculas sobre o consumo de oxigénio e

formacéao de superoxido e peroxido de hidrogénio por neutrofilos;
- Determinar a toxicidade desses trés compostos sobre neutrofilos;

- Avaliar a toxicidade in vitro desses trés compostos frente a Artemia salina

Leach;

- Investigar o efeito do composto mais promissor sobre a migracao de neutréfilos

humanos in vitro usando camara de Boyden;

- Realizar a predigdo farmacocinética e toxicologica in silico através dos

programas Swiss ADME e ProToxll.

2.2.2 Estudos in vivo

- Avaliar a toxicidade aguda do composto mais promissor in vivo;

- Definir a dose anti-inflamatéria do composto mais promissor em modelo de

migracao peritoneal in vivo induzido por carragenina;
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- Determinar a exsudacdo, numero de leucdcitos, atividade de MPO,
concentracdo de citocinas inflamatorias, concentracéo de nitrito e peroxidagcéo
lipidica no lavado peritoneal dos camundongos;

- Investigar o efeito do composto mais promissor em dose fixa sobre o edema de
pata induzido por carragenina;

- Quantificar o infiltrado celular no musculo da pata por histologia;

- Determinar a presenca de biomarcadores redox e inflamatérios no masculo da

pata por imunohistoquimica;
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3. DESENVOLVIMENTO
3.1 CAPITULO 01: REVISAO DE LITERATURA

3.1.1 Inflamacéo

A inflamacdo € uma reacdo dos tecidos vascularizados a um agente
agressor como micro-organismos, queimaduras, radiacoes, fatores mecéanicos e
toxinas. O sistema imunoldgico dos vertebrados desenvolveu essa estratégia de
sobrevivéncia para eliminar ou limitar o agente da leséo, facilitar o reparo tecidual
e restaurar a funcéo do tecido lesado (Medzhitov, 2008; Mittal et al., 2014). Esse
sistema é divido em sistema imune inato e adaptativo (Medzhitov et al., 1997).

O sistema imune inato fornece a primeira linha de defesa imunoldgica
contra a infec¢do, que apesar de ser também conhecido como sistema
imunolégico inespecifico existem discussdes quanto a isso (Medzhitov et al.,
1997; Vidya et al., 2017). Compreende-se por eosindéfilos, mondcitos,
macrofagos, neutrofilos, células natural killers, receptores do tipo TLR (do inglés,
toll-like receptors) e uma série de mediadores solluveis, como o sistema de
complemento (Turvey et al., 2009). Por outro lado, o sistema adaptativo ou
especifico ataca principalmente invasores especificos, e se constitui de células
altamente especializadas como linfocitos T e linfécitos B, que reconhecem
especificamente diferentes antigenos e produzem uma resposta citotdxica ou
humoral, via anticorpos, e mais importante geram memaria imunolégica (Bonilla
& Boettgen, 2010).

Durante a inflamacéo, varios mecanismos bioquimicos, como a cascata
do sistema complemento e da coagulacdo, sdo ativados, que auxiliam no
estabelecimento, evolugdo e resolucdo do processo. Adicionalmente,
substancias sollveis de meia-vida curta sao liberadas, exercem sua acao e sao
degradadas. Em geral, o sucesso na remoc¢do do estimulo desencadeador leva
ao término da resposta aguda e reparo tecidual completo (Clarck e Kupper, 2005;
Turvey et al., 2009; Mittal et al., 2014).

A resposta inflamatéria aguda evolui a partir de uma fase vascular iniciada
pelas células residentes no tecido imediatamente ap6s o dano. Os macréfagos
estimulados pelos indutores da resposta inflamatéria produzem citocinas, como
TNF-a e IL-1B, as quais induzem as células endoteliais das vénulas endoteliais

a expressarem selectinas, ligantes para integrinas e quimiocinas. As selectinas
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medeiam a adeséo leve dos neutréfilos, as integrinas promovem a adeséo forte
e as guimiocinas ativam e estimulam a migracdo dos neutréfilos para o foco
inflamatério. Essas células séo as primeiras e mais abundantes a alcancarem o
sitio inflamatorio (Hampton et al., 1998; Eum et al, 2010; Mayadas et al, 2013;
Winterbourn et al., 2016).

Os neutrdfilos ativados produzem uma série de oxidantes e radicais livres,
genericamente denominados de ROS (do inglés, reactive oxygen species)
(Babior, 1984; Dinauer, 2014), através das enzimas NADPH oxidase, isoforma
NOX2, e MPO. Além disso, sdo constituidos de uma maquinaria antimicrobiana
nao oxidativa compreendida por enzimas granulociticas, incluindo lisozima,
catepsina G, elastase e lactoferrina (Teng et al., 2017). As NOXs, ndo apenas a
a NOX2, reduzem O2 ao anion radical superoxido (02°7) as custas do NADPH
oriundo da via das pentoses fosfato. O2*~ se dismuta espontaneamente ou
mediado pela superéxido dismutase (SOD) ao peréxido de hidrogénio (H202)
(Fridovich, 1979), cujo potencial oxidativo € amplificado pela MPO. Além dos
neutroéfilos, existem isoformas de NOX presentes em outros tipos celulares,
incluindo epitélio, células musculares lisas e endotélio, e estdo envolvidas no
crescimento, diferenciacédo, proliferacdo celular, apoptose, transducéo de sinais,
senescéncia, inflamacéao, dentre outras funcdes (Bedard & Krause, 2007; Mittal
et al., 2014).

Dentre os sistemas citados acima, aquele envolvendo a MPO é
inquestionavelmente o0 mais importante, ndo apenas pela abundancia da enzima
dentro dos neutroéfilos — 5% da proteina total, mas também pelas reacdes que
medeiam no contexto inflamatorio (Klebanoff, 2005; Nussbaum et al., 2013; Teng
et al., 2017).

3.1.2 Radicais livres, oxidantes e antioxidantes

Radicais livres e oxidantes podem elicitar a inflamacéo ou atuar como
mediadores da sinalizacdo celular a depender da concentragdo relativa
(Winterbourn, 2008; Zhang et al.,, 2016). Em altas concentracfes, eles
normalmente sdo prejudiciais as células, porque oxidam proteinas, lipideos e
DNA irreversivelmente, o que pode levar ao dano celular. No entanto, em baixas
e moderadas concentracdes, ainda nao definidas, essas espécies modificam

reversivelmente mediadores intracelulares, principalmente proteinas, regulando
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crescimento celular, adesdo celular, diferenciacdo, senescéncia e apoptose
(Zhang et al., 2016). Na literatura ainda é discutivel como ROS atuam como
mediadores de sinalizacdo celular considerando a miriade de antioxidantes
endogenos, mas hipoteses sugerem o envolvimento dos sistemas da
peroxirredoxinas (Prxs) e glutationa peroxidase (GPx), principalmente, e distintos
modelos de sinalizagao (Netto & Antunes, 2016).

Os ROS mais estudados sdo O2°*", radical hidroxila (OH*®), H202 e &cido
hipocloroso (HOCI), provavelmente por terem sido os primeiros a serem
descritos (Klebanoff, 2005; Mittal et al., 2014). O2°*~ é gerado pela reducédo do
O:2 por sistemas enzimaticos ou como subproduto da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial. O2°*~ se dismuta espontaneamente ao H202 (k =2 x 10° M-
's1) ou catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD) (k = 1,6 x 10° M1s
1) (Fridovich, 1979; Thannickal e Fanburg, 2000; Babior, 2004; Lambeth, 2004;
Mittal et al., 2014). Na inflamagé&o sustentada, 6xido nitrico (NO) é sintetizado
pelo 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS) que, por sua vez, reage rapidamente
com O2°7, resultando no peroxinitrito (ONOO~), um oxidante altamente reativo
(Bonini e Augusto, 2001; Mittal et al., 2014). Essa molécula se decompde em
meio acido aos radicais HO® e NO2* e/ou se combina com o par HCO3z/CO: para
formar o intermediario peroximonocarbonato (ONOOC(O)O7), que decai em
segundos para CO3z*~ e NO2*. HO®* e CO3*” sao altamente reativos (E= 2,8V e
1,57 V, respectivamente) (Bonini e Augusto, 2001; Armstrong et al., 2013). HO®
tem tempo de vida muito curto e oxida indistintamente DNA, lipideos, proteinas
e moléculas de baixo peso molecular com constantes de velocidade contraladas
pela difuséo, normalmente, enquanto CO3°®~ reage principalmente com proteinas,
mais especificamente os residuos de tirosina, histidina e triptofano. NO:*, apesar
de relativamente menos oxidante (E = 1,04 V), causa nitracdo do DNA, lipideos
e proteinas (Bonini e Augusto, 2001; Armstrong et al., 2013; Augusto et al.,
2019).

Os metais normalmente ndo sao encontrados livres, mas em condicfes
inflamatdrias esses ions sao liberados dos complexos proteicos, principalmente
o ferro. O2*~ reage com o ion férrico (Fe®*) para formar o ion ferroso (Fe?*) e O2
na reagdo chamada de Haber-Weiss. No entanto, essa reacdo é
termodinamicamente desfavoravel sob condi¢des fisiologicas (Kehrer, 2000). A
segunda etapa, mais importante e conhecida como reacédo de Fenton, ocorre a
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oxidacdo do ion ferroso (Fe?*) pelo H202 para formar OH® e OH- (Saran e Bors,
1989, Thannickal e Fanburg, 2000). Contudo, no contexto da inflamacéo aguda,
onde a quantidade de neutréfilos é abundante, H202 é preferencialmente
consumido pela MPO sob alta constante de velocidade e ocorre geracédo de
acidos de halogénio e radicais livres, a depender da disponibilidade dos
substratos (Bos et al., 1978; Klebanoff, 2005; Davies, 2021)

Os efeitos deletérios de ROS as células sdo reduzidos as custas dos
sistemas antioxidantes enddgeno (enzimatico e ndo enzimatico) e exdgeno, que
removem ou limitam a acdo de ROS. Os antioxidantes enzimaticos incluem SOD,
catalase (CAT), GPx, Prxs e tiorredoxinas (Trxs), enquanto os ndo enzimaticos
mais importantes incluem acido urico, glutationa (GSH), flavonoides, vitaminas
A, C e E (Mittal et al., 2014; Qian et al., 2019).

Diante do complexo aparato de enzimas antioxidantes enddgenas, o
estresse redox ocorre apenas quando a capacidade antioxidante dessas
importantes enzimas € superada pela producdo acentuada de oxidantes e/ou
guando a atividade desse sistema se encontra reduzida (Mittal et al., 2014;
Singla et al., 2019).

3.1.3 Mieloperoxidase

As peroxidases compreendem um grupo de oxidorredutases que utilizam
0s peroxidos como aceptores de elétrons e podem ser do tipo hemeperoxidases
ou tiol peroxidases, de acordo com a presenca do grupo heme ou tiois no sitio
ativo, respectivamente (Davies et al., 2008; Dunford, 2010, Nussbaum et al,
2013).

MPO é uma peroxidase que merece destaque na inflamacéo. Trata-se
uma hemeperoxidase catibnica e heterodimérica com peso molecular de ~150
kDa, sendo presente em altas concentracfes nos granulos azurofilos primarios
de neutrdfilos, correspondendo a 5% da massa seca do neutréfilo, e em menor
grau nos lisossomos primarios de mondcitos (Klebanoff, 2005).

MPO nativa (MPO-Fe3*) amplifica o potencial oxidante do H202 (k = 1,8
x107 M1 s) (Furtmdiller et al., 2000) através dos intermediarios reativos MPO-|
(MPO-Fe**=0°**) e MPO-Il (MPO-Fe**=0). MPO-I pode retornar ao seu estado
nativo através da via clorinante, em um passo de dois elétrons, ou pela via

peroxidasica, em dois passos de um elétron (Klebanoff, 2005). No ciclo
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clorinante, MPO-I oxida haletos (X') ao respectivo acido de halogénio (HOX)
regenerando a MPO nativa, enquanto no ciclo peroxidasico a MPO-I oxida
diversos substratos endogenos (AH2) nos respectivos radicais livres (*AH)
através do intermediario MPO-II (MPO-Fe*'=0) (Figura 2) (Podrez et al., 2000;
Winterbourn, 2008; Winterbourn et al., 2016; Davies, 2021).

Dependendo do local e concentragao relativa de substratos, o par MPO-
H20:2 é capaz de gerar uma ampla gama de espécies oxidantes, incluindo HOCI,
cloraminas, HO®, oxigénio singlete (*O2) e 0zo6nio (O3) (Klebanoff, 2005; Davies
et al., 2008; 2021). Todos esses produtos tém vida relativamente curta, com
excecdo das cloraminas, mas sdo compostos altamente reativos que podem
reagir com qualquer grupo oxidavel, incluindo tiois, tiol-ésteres, grupos heme e
acidos graxos insaturados. Essas modificagcdes oxidativas podem alterar a
atividade da biomolécula e, como consequéncia, afetar as funcdes e atividades
celulares (Davies et al 2008; 2021).

HOCI (pKa = 7,53), provavelmente, é o produto mais abundante da MPO,
uma vez que a concentracao fisiolégica dos ions cloreto € ~150 mM em fluidos
fisiologicos (Winterbourn & Kettle, 2000b; 2013; Nauseef, 2014; Davies, 2021).
HOCI reage rapidamente com um grupo extenso de moléculas funcionais, em
pH fisiolégico, particularmente com enxofre (tiois e tioésteres), com constantes
de velocidade na ordem 107-108 M-1s! (Pattison & Davies, 2006; Storkey et al.,
2014), o que pode levar a modificacdes irreversiveis em enzimas que contém
cisteina no sitio ativo (Davies et al., 2008; 2021). Além de grupos contendo
cisteina, HOCI também reage rapidamente com moléculas contendo selénio
(Skaf et al., 2012; Storkey et al., 2014; Pinato-Botelho et al., 2020).
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Figura 1. Ciclos clorinante e peroxidasico da MPO. As reacdes catalisadas pela
MPO podem ser divididas em dois ciclos: o ciclo clorinante e ciclo peroxidasico.
No clorinante, o composto-I (MPO-Fe**=0°*"*) oxida haletos (X) ao respectivo
acido de halogénio (HOX) regenerando a MPO. No peroxidasico, o composto-I
retorna a MPO nativa por dois passos de um elétron, através do composto-ll
(MPO-Fe**=0), ao passo que oxida diversos substratos endégenos (AH2) em
radicais livres (*AH).

HOCI também pode reagir com compostos contendo nitrogénio, como
aminas e amidas, presentes em uma ampla variedade de substratos bioldgicos,
incluindo fosfolipideos, glicosamiglicanos, grupamentos amino de proteinas,
DNA e RNA (Davies et al., 2008; 2010; 2021), o que resulta na formacéao de
mono- ou di-cloraminas de longa duracdo. Essas cloraminas aumentam o tempo
de vida do HOCI, permitindo que cisteinas, metionina e centros metalicos em
sitios distantes daquele de formacao sejam oxidados, contribuindo sobremaneira
com a lesao celular (Thomas et al., 1986; Van der Veen et al., 2009; Aratani,
2018).

Particularmente no pH acidico do ambiente inflamatorio, HOCI estd em
equilibrio com o cloro molecular (HOCI + CI + H * = Cl2 + H20), que € um dos
agentes envolvidos na formacdo de 3-clorotirosina (3-CI-Tyr) ou 3,5-

diclorotirosina (Hazen et al., 1996, Nussbaum et al., 2013). Esses dois produtos



27

sdo extensivamente empregados como marcador da atividade MPO, como
podem contribuir indiretamente com o processo inflamatério e dano tecidual
subsequente (Kettle, 1996; Kang & Neidigh, 2008).

HOCI também reage com éter de fosfolipidios, encontrado em particulas
de lipoproteina imersas nas membranas bioldgicas, o que leva a formacgéao de 2-
cloroexadecanal, um aldeido clorado que ¢é abundante em lesdes
ateroscleréticas humanas (Zhang et al., 2001; Ndrepepa et al., 2008; Heslop et
al., 2010) e de infarto do miocérdio (Zhang et al., 2001).

NO e seu principal produto oxidado nitrito (NO2") foram identificados como
substratos adicionais para MPO em condic¢@es fisiolégicas (Domigan et al., 1995;
Abu-Soud & Hazen, 2000; Gaut et al., 2002). Em tecidos e fluidos biologicos,
NO2 é encontrado em altas concentrac¢des (1 a 5 mM), mas os niveis aumentam
significativamente na inflamacdo (>200 mM), servindo como um importante
redutor para a MPO-I, principalmente em pH &cido (Farrell et al., 1992; Gaston
et al., 1993; Ueda et al., 1997; Van der Veen et al., 2009; Aratani, 2018). A
oxidacdo da NO2z pela MPO-I e MPO-II leva a formacado do NO2* que, por sua
vez, promove a nitracdo de proteinas e lipideos (Eiserich et al., 1998; Hazen et
al., 1999; Schmitt et al., 1999; Kirsch et al., 2002; Radi, 2004). Na verdade, 0s
residuos de 3-nitrotirosina (3-NO2Tyr) séo frequentemente utilizados como
impressdo digital biolégica de estresse redox envolvendo agentes nitrantes
(Radi, 2004; Lancaster, 2006, Van der Veen, 2009, Aratani, 2018.), além de
contribuirem com a disfuncédo celular na inflamacdo (Van der Veen, 2009,
Aratani, 2018).

Diversos estudos demonstraram o envolvimento da MPO e seus
oxidantes com doencas humanas, sendo considerada um biomarcador preditivo
para doencas cardiovasculares (Moccata et al., 2007; Vries et al., 2016;
Ndrepepa., 2019), cuja concentracdo encontra-se elevada no soro e/ou tecidos
de pacientes com insuficiéncia cardiaca isquémica (Arslan et al., 2011), infarto
do miocardio e doenca arterial coronariana (Heslop et al., 201,; Nussbaum et al.,
2013; Ndrepepa., 2019), diabetes (Rosales-Corral et al., 2015), aterosclerose
(Nauseef, 2001, Wong et al., 2009; Stark, 2015; Teng et al., 2017; Cheng et al.,
2019), doenca de Alzheimer (Pohanka, 2014; Rosales-Corral et al., 2015), e
COVID-19 (Gueant et al., 2020; Petito et al., 2021)
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Mais recentemente, demonstrou-se que os neutrdéfilos ativados também
produzem os chamados NETs (do inglés, neutrophil extracelular traps), que sédo
estruturas secretadas por essas células compostas por MPO, DNA, e peptideos
antimicrobianos (Brinkmann et al., 2004). Os NETs contribuem sobremaneira
com a patogénese de desordens microvasculares, inclusive em pulmdes de
pacientes com sindrome de desconforto respiratorio agudo (Schreiber et al.,
2017), doencas inflamatoérias cronicas, autoimunes, em diversos tipos de
canceres (Kaplan & Radic, 2012; Zawrotniak et al., 2013). Ademais, alguns
autores relataram alto conteido de DNA livre, complexos MPO-DNA e histona
citrulinada H3, sendo os dois ultimos marcadores especificos de NETs, em soro
e lavado broncoalveolar de pacientes com COVID-19 (Veras et al., 2020; Zuo et
al., 2020). Em conjunto, esses achados endossam a intima relacdo da MPO com

a fisiopatogénese de inimeros processos inflamatoérios agudos e crénicos.
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Figura 2. Produtos primarios e secundarios provenientes da atividade clorinante
e peroxidasica da mieloperoxidase (MPO) com os efeitos fisiologicos e
patolégicos correspondentes. Tyr= tirosina.

3.1.4 Selénio
Selénio (Se) é um elemento da familia 16 (VIA) da tabela periddica,
descoberto por Berzelius em 1816, sendo um micronutriente essencial para o

desenvolvimento e a salde de animais e humanos (Trofast, 2011; EFSA, 2014;
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Reich & Hondal, 2016). Esse elemento foi considerado como téxico (Oldfield,
1987; Reich & Hondal, 2016), pois causava halitose, calvicie e onicélise,
irritabilidade e fadiga (MacFarquhar et al., 2010). A descoberta do selénio como
um oligoelemento essencial se estabeleceu quando descobriram sua presenca
em algumas proteinas, e que sua deficiéncia poderia causar doencas
musculares, alteracdes gastrointestinais e reumaticas (Shamberger, 1983;
EFSA, 2014; Reich & Hondal, 2016).

Os alimentos contém diversas formas e quantidades de selénio. Como
suplemento, ele pode ser utilizado na forma inorgéanica, sendo os selenitos e
selenatos o0s principais, e nas formas organicas como selenetos
(dimetilselenida), selenoproteinas e aminoacidos de selénio (L-selenometionina,
L-selenocisteina) (Zeng, 2009; EFSA, 2014). A selenocisteina, derivada da
cisteina, € uma das principais formas de selénio biolégico, sendo considerada
um residuo de aminoacido especifico de proteinas denominadas
selenoproteinas (EFSA, 2014; Rich & Hondal 2016; Guillin et al., 2019)

3.1.5 Selenoproteinas

As selenoproteinas mais estudadas sao as glutationa peroxidases (Flohé
et al.,, 1995; Flohé et al., 2000; Reich & Hondal, 2016), selenoproteina P,
iodotironina deiodinases (Reich e Hondal, 2016;), TrxR (Arner, 2018; Guillin., et
al 2019), e metionina sulféxido redutase (Fomenko et al., 2009; Reich e Hondal,
2016; Guillin et al., 2019). Os sistemas das Trxs e GPxs s&o uma grande familia
de enzimas que assumem funcdo critica na protecdo celular contra danos
oxidativos (Figura 1). Atualmente, das 8 isoenzimas das GPx humanas, cinco
contém selenocisteinas, exibindo expressdes tecido-especifico e diferentes
especificidades a substratos (Brigelius-Flohé, 1999; Margis et al., 2008;
Steinbrenner & Sies, 2009). GPx-1 é encontrada no citosol, GPx-2 € uma enzima
especifica do trato gastrointestinal, GPx-3 € secretada no plasma, GPx-4 é
ubiquamente distribuida é chamada de glutationa peroxidase fosfolipidio
hidroperéxido, pois € a Unica enzima capaz de reduzir eficientemente
hidroperéxidos de colesterol e lipideos (Ursini et al., 1997; Conrad et al., 2013),
e GPx-sn € enzima especifica do nucleo de espermatozoides (Margis, 2008).

Todas as isoenzimas GPx tém em comum a triade catalitica no centro ativo
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constituida de selenocisteina, glutamina e triptofano (Stadtman & Daves, 1991;
Maiorino et al., 1995).

As GPxs atuam como antioxidante ao reduzir eficientemente peroxido de
hidrogénio (4,1 x 10’ Mls?) (Takebe et al., 2002; Cardoso et al., 2016),
hidroperéxidos organicos (~ 10°-10° M1 s™) (Takebe et al., 2002) e fosfolipidio
hidroperéxido (somente a GPx-4) a agua ou respectivos alcoois, utilizando
normalmente dois equivalentes de glutationa (GSH) como co-substrato
(Brigelius-Flohe, 1999; Almondes et al., 2010). A enzima em sua forma ativa,
selenol (Enz-SeH) (1), reage com um equivalente de peroxido, reduzindo-o a
agua ou respectivo alcool e formando o acido selénico (Enz-SeOH) (2). Esse
entdo € atacado por um equivalente da GSH para formar disulfeto misto, (Enz-
SeSG) (3) e agua. Na ultima etapa, o selenosulfeto (3) reage com um segundo
equivalente de GSH para regenerar a forma ativa da enzima ao passo que
produz simultaneamente a glutationa oxidada (GSSG) (Maiorino et al.,1995;
Back & Dick,1997) (Figura 3). A reducdo da glutationa oxidada para GSH é
mediada pela glutationa-redutase (GR), a qual NADPH da via das pentoses

como fonte de elétrons (Almondes et al., 2010).
NADP*

NADPH+H* / GSH

Figura 3. Ciclo catalitico da glutationa peroxidase (GPx). A GPx possui
umaselenocisteina no seu sitio ativo, que quando reduzida encontra-se na forma
de selenol (CysSeH), este é oxidado por peréxidos (ROOH) a &cido selénico
(CysSeOH). Em sequéncia, uma glutationa (GSH) reage com o acido selénico,
formado o selenil dissulfeto (CysSeSG). Uma segunda molécula de GSH ataca
o0 enxofre desse grupamento, gerando dissulfeto de glutationa (GSSG) e
regenerando o selenol, completando o ciclo catalitico. A glutationa redutase (GR)
catalisa a reducao do GSSG a GSH, utilizando NADPH como substrato.

O sistema da Trx, composto pela TrxR, Trx e NADPH, é essencial ndo

apenas na defesa antioxidante, mas também no controle redox celular. Além
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disso, destaca-se pela importancia em outros processos celulares, incluindo
sintese de DNA, regulacéo de apoptose, proliferacéao celular (Arner et al., 1999;
Lu e Holmgren, 2013; Arner 2018). TrxR € uma selenoproteina que contém um
residuo de selenocisteina préximo a porcao carboxi-terminal, o qual é essencial
para sua atividade (Capacho, 2012; Arner, 2018). Ela catalisa principalmente a
reducdo da Trx, mas devido a alta acessibilidade e reatividade do selenolato da
porcdo C-terminal do sitio ativo da enzima, ela também pode de reduzir outros
substratos como hidroperoxidos lipidicos (Bjornstedt et al., 1995), vitamina C
(Almondes et al., 2010) e selenitos (Lu & Holmgren, 2009; 2013).

Trx reduzida mantem as enzimas peroxirredoxina (Prx), ribonucleotideo
redutase (RNR) e metionina sulféxido redutase (Msr) reduzidas e,
consequentemente, ativas (Holmgren & Lu, 2010; Lee et al., 2013). Prx, Rnr e
Msr catalisam a reducéo de peroxidos, ribonucleotideos e metionina sulféxidos,
respectivamente (Lee et al., 2013). Trx também interage diretamente com
proteinas redox sensiveis, como a quinase 1 regulada por sinal de apoptose
(ASK1), a proteina de interagdo com tioredoxinas (Txnip) e o homologo de
fosfatase e tensina (PTEN), modulando a atividade dessas proteinas, que estao
associadas com desenvolvimento, proliferagdo, migracao, apoptose, inflamacéo
e metabolismo celular (Lee et al., 2013; Arner, 2018).

Enzimas redutoras Moléculas redox Processos celulares
sensiveis

- Desenvolvimento
/ m Proliferagao
X N
\ Migracao
-—> Perdxidos Apoptose
-—> Ribonucleotideos Inflamagédo

-—> Metionina sulféxido Metabolismo

—

Figura 4. Importancia do sistema Trx. O sistema tiorredoxina (Trx) € dependente
da atividade da tiorredoxina redutase (TrxR) para manter sua atividade redutora.
Trx reduz peroxirredoxina (Prx), ribonucleotideo redutase (RNR) e metionina
sulféxido redutase (Msr). Essas enzimas redutoras catalisam a reducdo de
peroxidos, ribonucleotideos e metionina sulfoxidos, respectivamente. Trx
também interage diretamente com moléculas redox sensiveis como a sinal-
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regulacédo da apoptose quinase 1 (ASK1), proteina que interage com tiorredoxina
(Txnip) e proteina homologa a fosfatase e tensina (PTEN) que modulam
diferentes processos celulares.

A selenoproteina P (SeP) € uma glicoproteina extracelular abundante e é
bastante rica em selenocisteina. Ela é responsavel por mais de 50% do contetdo
de selénio no plasma de ratos e humanos, cuja funcdo ainda nao é
completamente compreendida, mas a acdo antioxidante extracelular € o mais
provavel (Takebe et al., 2002; Mostert, 2000; Burk & Hill, 2005; Steinbrenner &
Sies, 2009). SeP reduz hidroperdxidos de fosfolipidios usando Trx como co-
substrato in vitro. Desse modo, ela protege proteinas plasmaticas e de superficie
contra oxidag@es induzidas por hidroperéxidos de fosfolipideos (Takebe et al.,
2002).

As iodotironinas desiodases (D1, D2 e D3) formam uma familia de
selenoenzimas com propriedades cataliticas distintas que ativam ou inativam os
horménios tireoidianos via deiodinacdo do anel fendlico ou de tirosina da
molécula de tiroxina (T4), transformando-a em T3 (triiodotironina), forma ativa
do horménio tireoidiano (Meyer et al., 2007). D1 e D2 ativam as iodotironinas,
convertendo T4 para T3. D1 fornece T3 para o plasma, enquanto D2 para o
espaco intracelular. D3 por outro lado inativa as iodotironinas, catalisando a
desiodacéo do anel interno de T4 e T3, resultando na formacdo dos metabolitos
inativos rT3 (T3 reverso) e T2 (Meyer et al., 2007; Germain et al., 2009). A D3
catalisa unicamente a deiodinacdo do anel interno das moléculas de T4 e T3,
resultando na formacao dos metabalitos inativos rT3 e T2 (Meyer et al., 2007).

Msr € uma enzima que reduz, especificamente, a metionina oxidada em
metionina. Os residuos de metionina expostos a superficie de proteinas podem
atuar como sequestradores de uma variedade de oxidantes. Essa enzima se
destaca entre as outras enzimas antioxidantes, pois assumem funcdes
importantes no metabolismo celular, tais como scavenger de ROS, enzima de
reparo, manter residuos criticos de metionina na forma reduzida e reguladora da
atividade enzimatica através da interconversao ciclica de residuos especificos
de metionina entre formas oxidadas e reduzidas (Lee et al., 2009; Sreekumar et
al., 2011)

E notdria a vantagem evolutiva e catalitica que o selénio confere as

selenoproteinas. Kanzok e colaboradores (2001) reportaram que este elemento
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nao fornece apenas esta funcdo, como também propriedades redox vantajosas.
Por ser um bom nucledfilo e eletrdéfilo, o selénio alterna entre os estados reduzido
e oxidado sem se tornar permanentemente oxidado, atuando cataliticamente.
Essa capacidade foi referida como o "paradoxo do selénio”. Snider e seus
colaboradores (2013) testaram essa hipotese em TrxR contendo Sec (Sec-TrxR)
e um ortologo Cys de D. melanosgaster (DmTrxR) para investigar qual isoforma
era mais resistente a inativagéo por H202. DmTrxR foi inativado em 50% a 1 mM
H202, enquanto Sec-TrxR manteve-se inalterado. Quando o residuo de Cys da
DmTrxR foi substituido por Sec, a enzima mutada se tornou resistente a
inativacao pelo H20:2 (Snider et al., 2013).

As propriedades biolégicas do selénio estdo para além da funcéo
antioxidante, tanto que foi recentemente demonstrado que compostos organicos
contendo selénio também atuam como antibacteriano (Mosolygo et al., 2019) e
leishimanicida (Martins-Montez et al., 2017), por exemplo. O selénio pode ainda
modular a apoptose ao estimular o ciclo celular e reduzir a apoptose, mas em
doses supranutricionais e atdxicas, este elemento pode apresentar efeito
contrario por induzir a apoptose e inibir o ciclo celular (Zeng, 2009). Além disso,
um derivado de purina contendo selénio mostrou efeitos benéficos na memoria
e ansiedade pela modulacdo do sistema colinérgico e Na*/K*-ATPase em um
modelo de doenga de Alzheimer (Pinz et al., 2021)

O ebselen (2-fenil-1,2-benzoisosselenazol-3-(2H)-ona), um derivado
organico de selénio, apresenta atividade tiol peroxidasica (Parnham et al., 1991;
Zhao et al., 2002, Noguchi, 2016), inibe 15-lipoxigenase e NOX e age como anti-
inflamatério (Nakamura et al. 2002; Noguchi, 2016; Wang et al., 2016), e
neuroprotetor (Parnham & Sies, 2000; Herin et al., 2001; Unsal et al., 2016). A
atividade anti-inflamatéria do ebselen também decorre da inibicdo da atividade
da NOX1 e 2, além do blogueio da translocacdo da p47phox para membrana
neutrofilica e, consequentemente, a montagem do complexo enzimatico (Smith
et al., 2012). Além disso o0 ebselen se mostrou eficaz na reversao do
comprometimento da memoria, estresse redox e apoptose em modelo animal de
Alzheimer (Martine et al., 2018). O dietil selenodiglicolato reage com HOCI com
constante de velocidade de 7 x 10’ M's? (Pinatto-Botelho et al., 2020),
comparavel aquela da reacdo de HOCI com GSH (Storkey et al., 2014). Além

disso, é capaz de inibir a producao de HOCI por neutrofilos derivados da HL-60,
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sem alterar a formacao de oxidantes upstream ao HOCI, provavelmente por inibir
diretamente a MPO e/ou devido o efeito scavenger sobre HOCI (Pinatto-Botelho
et al., 2020).

O disseleneto de difenila (PhSe)2 assim como o ebselen, € um composto
organico de selénio que reage eficientemente com hidroperoxidos e peroxidos
organicos, através de reacao similar a catalisada pela GPx . Este composto
possui propriedades antioxidante (Meotti et al., 2004; Nogueria et al., 2004), anti-
inflamatadria, antinociceptiva (Nogueira et al., 2003; Reis et al., 2019; Wang et
al., 2021) relatadas, além disso, o (PhSe). € uma molécula estavel, com baixa
toxicidade em animais (Maciel et al., 2003; Prigol et al., 2009). Neste contexto, e
diante das importantes propriedades farmacolégicas descritas para o (PhSe). e
do dano causado pela inflamacéao, hipotetizamos que um novo disseleneto pode

ser efetivo para inibir/ minimizar os danos causados pela inflamacg&o.
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Resumo

Neste trabalho, investigamos o efeito anti-inflamatério in vitro e in vivo de um
novo disseleneto, o composto 2, previamente selecionado por uma triagem in
vitro. O composto reagiu rapidamente com HOCI (9,2 x 10" Mts'1) similarmente
a glutationa (1,2 x 10® M's?), e reduziu a formacédo de HOCI por neutréfilos
ativados (4,6 yM )e na enzima purificada (3,8 yM), sendo que a tirosina, um
substrato de MPO-I e Il, ndo restaurou os niveis de HOCI. Curiosamente, 0
disseleneto inibiu o burst oxidativo em células dHL-60 (consumo de Oz, producao
de O2* e H2032), sem evidéncia de toxicidade celular até 25 yM por 48 h. In vivo,
a carragenina aumentou a migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal de
camundongos, e o composto 2 (25, 50 e 75 mg/kg, i.p.) reduziu a quimiotaxia de
leucdcitos totais e neutréfilos, além de atenuar todos os indices empregados
para monitorar a inflamacéao (atividade de MPO, peroxidacao lipidica, exsudacao
de albumina, niveis de nitrito, TNF-a e IL-1B). Da mesma forma, o disseleneto
(50 mg/kg, i.p.) diminuiu 0 edema da pata ap0s injecéo subplantar de carragenina
em camundongos ao longo de 5 h. As andlises histolégica e imuno-histologica
das patas inflamadas mostraram uma reducédo consideravel na contagem de
neutrofilos, area de edema e marcacdo para MPO, proteinas carbonilada e
nitradas. Em seguida, comprovamos que o disseleneto (10 pM) inibiu
diretamente a migracdo de neutréfilos humanos em resposta ao fMLP em
aproximadamente 75% utilizando a camara de Boyden. Por ultimo, o disseleneto
nao exibiu toxicidade no ensaio de toxicidade de dose Unica (50 mg/kg, i.p.) ao
longo de 15 dias e no bioensaio da Artemia salina (0,05-2 mM). Por fim, a
predicdo toxicologica in silico sugeriu nenhuma toxicidade ao composto. Estes
dados demonstraram que o novo diseleneto atenuou a inflamacao induzida por
carragenina principalmente por reduzir a migracdo de neutréfilos e os danos
resultantes da MPO.

Palavras-chave: selénio, inflamacdo, explosdo oxidativa, quimiotaxia de
neutroéfilos, mieloperoxidase, acido hipocloroso
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Abstract

Here we investigated the in vitro and in vivo anti-inflammatory effect of a new
diselenide, compound 2, previously selected by an in vitro screening. The
compound rapidly reacted with HOCI (k=9.2x107 Mt s™1) similarly to glutathione
(k=1.2x108 M71s™). It also reduced the HOCI formation by activated human
neutrophils (4.6 uM) and in the puriefed enzyme (3.8 uM), but tyrosine, a MPO-I
and Il substrate, did not restore the HOCI levels. Interestingly, the diselenide
inhibited the oxidative burst of differentiated HL-60 cells (O2 consumption, O2*
and H20: production) in a concentration-dependent manner with no evidence of
cell toxicity (up to 25 uM for 48 h). In vivo, carrageenan increased
leukocyte migration into peritoneal cavity of mice, and the compound (25, 50 and
75 mg/kg, i.p.) reduced both total leukocyte and neutrophil humbers beyond
attenuating all the indexes employed to monitor inflammation in peritoneal fluid
(MPO activity, lipid peroxidation, albumin exudation, nitrite, TNF-a and IL-1p
levels). Likewise, the diselenide (50 mg/kg, i.p.) decreased the paw edema after
carrageenan-subplantar injection in mice over 5 h. Histological and
immunohistological analysis from the inflamed paws showed a reduction in
neutrophil counting, edema area, and marking for MPO. protein carbonyl and 3-
nitrotyrosine. In addition, the diselenide (10 uM) inhibited the fMLP-dependent
migration of human neutrophils by using Boyden chamber assay. Lastly, the
diselenide did not exhibit toxicity according to the single dose (50 mg/kg, i.p.)
toxicity study over 15 days and the brine shrimp (0.05-2 mM) bioassay. Indeed,
in silico toxicological analysis predicted no hazard related to this molecule. Taken
together, these data demonstrated that the novel diselenide attenuated
carrageenan-induced inflammation mainly by reducing neutrophil migration and
the resulting oxidative burst-mediated damage.

Keywords: selenium, inflammation, oxidative burst, neutrophil chemotaxis,
myeloperoxidase, hypochlorous acid
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1. Introducéo

Os neutrdfilos desempenham papel crucial na inflamacéo, pois
respondem rapidamente aos estimulos quimiotaticos e constituem a principal
populacdo celular na resposta inflamatodria aguda [1,2]. No sitio inflamatorio, o
complexo multimérico da NADPH oxidase em neutrdfilos se ativa e o oxigénio
molecular é reduzido ao anion radical superéxido (O2*) as custas dos elétrons
da NADPH [3]. Por sua vez, O2* se dismuta esponteaneamente, ou mediado
pela enzima superoxido dismutase, ao peroxido de hidrogénio (H202). A
mieloperoxidase (MPO) é responsavel por amplificar o potencial oxidativo do
H202 [4].

MPO € a enzima mais abundante em neutrdfilos e, portanto, suas reacdes
sdo consideradas as mais importantes no contexto da inflamacdo aguda. A
enzima catalisa a reacao entre peroxido de hidrogénio (H202) e ions haletos (CI
, Br) ou pseudo-haletos (CSN’), através do intermediario MPO-I (MPO-
Fe4=0°*"*), para formar seus respectivos acidos de halogénio (HOCI, HOBr,
HOSCN), no chamado ciclo clorinante [4-6]. No ciclo peroxidasico, a MPO-I
retorna a MPO nativa por dois passos de um elétron, através da MPO-II (MPO-
Fe4=0), oxidando diversos substratos enddégenos (AH2) aos respectivos
radicais livres (*AH) [4-6].

HOCI é considerado o principal oxidante produzido por neutrofilos sob
condic0es fisiologicas. Ele desempenha in vivo um papel fundamental na defesa
imune inata, causando a morte de patégenos [5,7]. Entretanto, devido sua
reatividade, HOCI também reage com um grupo extenso de biomoléculas do
hospedeiro através de reacdes de oxidacao e clorinacdo. As modificacGes pelo
HOCI foram extensivamente estudadas em proteinas celulares e extracelulares,
incluindo lipoproteinas e lipideos de membrana [8—10]. Assim, quando a taxa de
modificagdo dessas biomoléculas é extensa, em decorréncia da producdo
excessiva do HOCI| e/ou menor remocgéao/reparo do dano, doengas podem se
instalar [11-16]. Desse modo, os efeitos deletérios dos oxidantes as células séo
minimizados por sistemas antioxidantes enddgenos, enzimaticos (SOD, CAT,
GPx, Trx, Prx, etc) e ndo enzimaticos (GSH, vitamina A, C e E, etc) [17,18].
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A suplementacdo com moléculas antioxidantes pode ser um estratégia
promissora para a reducdo dos danos oxidativos subjacentes a inflamacgéao [19].
Desde a descoberta de que o selénio é fundamental para a atividade catalitica
de enzimas antioxidantes, o desenvolvimento de moléculas com propriedade
farmacologica a partir de calcogénios tém atraido consideravel atencéo [20-22].
De fato, selenocompostos sdo excelentes candidatos a antioxidantes devido a
maior nucleofilicidade em relagéo ao enxofre [23,24].

Selénio é um micronutriente essencial para a homeostase celular em
animais [20,23] e seus efeitos biolégicos decorrem da defesa antioxidante
endogena, atuando como scavengers de radicais e oxidantes, ou através da
modulacdo de processos redox [25-27]. O Ebselen, um selenocomposto
mimético da GPx, possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias in vivo
bem definidas [28-31], além de reagir com O2*" e inibir a NADPH oxidase [32,33],
lipoxigenase e o6xido nitrico sintase [34]. Tanto o Ebselen quanta outras
moléculas contendo selénio, a exemplo dos selenois, selenetos e disselenideos,
reagem rapidamente com diferentes hidroperoxidos similarmente aos analagos
contendo enxofre [28,35-39].

Recentemente, nossos colaboradores demonstraram que o
selenodiglicolato reagiu com HOCI na ordem de 7 x 107 M1s1[40], como também
inibiu a sintese de HOCI por neutréfilos de cultura [37]. Além disso, outros
selenocompostos foram descritos como anti-inflamatorios em diferentes modelos
de inflamacdo [27,39,41,42]. Diante do exposto, selenocompostos S&ao
candidatos em potencial a antioxidantes e/ou anti-inflamatérios e, por esse
motivo, este trabalho objetivou avaliar o efeito anti-inflamatoério in vitro e in vivo

de novas moléculas contendo selénio.

2. Material e métodos
2.1. Materiais e reagentes

Cloreto de sédio, cloreto de potassio, fosfato monobasico de sodio, fosfato
dibasico de sodio, fosfato monopotassico, peroxido de hidrogénio, cloreto de
célcio, cloreto de magnésio, azul de tripan, citocromo C, taurina, acido 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB), Histopaques 1077 e 1119, MPO (M6908),
catalase de figado bovino (C9322) e Carragenina tipo | (C1013) foram obtidos
da Sigma-Aldrich. Os meios de cultura Middlebrook 7H9 e 7H10 foram obtidos
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da Interlab. HOCI foi obtido a partir de preparacdo comercial de agua sanitaria
(ZAB®), e a concentragdo determinada espectrofotometricamente (£200nm =
3,5x10%2 Mtcm'?). PBS glicose (10 mM, pH 7,4) continha fosfato dibasico de sédio
(10 mM), fosfato monopotassico (2 mM), cloreto de sodio (137 mM), cloreto de
célcio (1 mM), cloreto de magnésio (0,5 mM) e glicose anidra (1%). Os meios de
cultura, solucéo salina e tampdes foram esterilizados por autoclavagem, exceto
a solucéo de glicose que foi filtrada a 0,22 um (Millipore) e adicionada ao PBS
glicose previamente autoclavado.

Os compostos de selénio foram sintetizados pelo Prof. Dr. Alcindo
Aparecido dos Santos, do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo, e
gentiimente cedido para a pesquisa. As moléculas sédo inéditas e estdo sob
pedido de patente e, por esse motivo, 0S nomes quimicos ainda ndo podem ser

divulgados. Neste trabalho, as moléculas foram referidas de 1 a 38.

2.2.Ensaios in vitro

2.2.1 Reacéo das moléculas com HOCI in vitro

Os 38 compostos (50 uM) foram incubados em tampéao fosfato (50 mM),
pH 7,4, contendo taurina (15 mM) e DTPA (0,1 mM). HOCI (50 uM) foi adicionado
a mistura reacional e, apos 5 min, a concentracdo de taurina cloramina residual
foi determinada pelo método do TNB. O meio reacional foi diluido 5 vezes em
uma solucdo de TNB (acido 5-tio-2-nitrobenzoico, 70 uyM) (OD s120m = 0,5) € a
absorbéancia foi medida a 412 nm apdos 5 min. A concentracao residual de HOCI
(uM) foi calculada pela formula: [(controle negativo — controle positivo) x fator de
diluicéo x 108]/€, sendo o controle negativo a absorbancia do meio reacional sem
HOCI, e o controle positivo a absorbancia do meio reacional com HOCI, o
coeficiente de extingdo molar (¢) de 2,82x10* Mtcm™, e fator de diluicdo de 5
[29,30].

Como controle, um estoque de taurina-cloramina (15 mM) foi preparado
pela reacdo da taurina (15 mM) com HOCI (15 mM) em tampéao fosfato pH 7,4
por 5 min. Em seguida, taurina cloramina (50 pM) foi incubada com os compostos
(50 pM) em tampéo fosfato (50 mM), por 5 min a 37 °C, seguido pela
determinacdo da taurina cloramina residual pelo método do TNB, conforme

acima.
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2.2.2 Cinética da reacao entre HOCI e selenocompostos

HOCI (50 pM) foi incubado com taurina (15 mM) na auséncia
(rendimentomax) ou presenca (rendimentoscavenger) de diferentes concentragdes
(2-50 puM) das moléculas 2, 14 e 34 em 300 pL de tampéo fosfato (50 mM), pH
7,4. A oxidacdo do TNB foi quantificada conforme acima. O grafico [tau-HOCI].
Rendmax/Rendscavenger VErsus as concentragdes dos compostos foi construido, no
gual a constante da reacao entre o HOCI e o respectivo composto (kscavenger) fOi
obtida pela multiplicacdo da tangente da reta pelo valor de ktau-+oci (4,8 x 10°
M~1s71) [31,32]. Glutationa (2-25 uM) foi utilizada como controle para garantir a

eficiéncia do método.

2.2.3 Isolamento de neutréfilos do sangue humano periférico

As amostras de sangue humano foram obtidas de doadores voluntarios
(28,5 £ 2,5 anos), de ambos 0s sexos, saudaveis, ndo fumantes, através de
puncao venosa periférica por protocolos submetidos e aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, sob parecer CAAE
46135315.4.0000.0055, como parte de um projeto maior. O isolamento de
granulécitos foi realizado como descrito por English & Andersen [33] com
adaptacdes, no qual o sangue foi inicialmente coletado em tubos plasticos
estéreis contendo heparina sédica e homogeneizado por inversdo. Em seguida,
2 mL de Histopaque 1077 foi cuidadosamente vertido em 3 mL de Histopaque
1119 em um tubo conico estéril de 15 mL, em temperatura ambiente, seguido da
adicdo de 4 mL do sangue coletado. Apos centrifugacédo a 700 xg (Fanem 206-
LB, Sédo Paulo - Brasil) por 30 min a temperatura ambiente, o material
sobrenadante foi descartado e a camada de granulécitos, localizada entre os
dois gradientes, aspirada com o auxilio de uma pipeta Pasteur, lavada com 10
mL de salina estéril (0,9%) e novamente centrifugada a 300 xg por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e o infranadante foi submetido & hemolise
hipotbnica, pela adicdo de 5 mL de agua destilada gelada, para eliminar
guaisquer resquicios de eritrécitos. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a
300 xg por 10 min, o sobrenadante descartado e o infranadante ressuspendido
em 2 mL de tampé&o PBS glicose. A contagem de células foi realizada em camara
de Neubauer (Sigma-Aldrich, MA, EUA) e a viabilidade celular confirmada pelo

método de excluséo por azul de tripan a 0,2%. Para o ensaio de quimiotaxia as
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amostras de sangue foram coletadas por puncdo venosa, subsequentemente
foram centrifugadas a 450 xg por 6 minutos a temperatura ambiente. As
hemacias obtidas foram lisadas com tampdao de lise pH 7,2 (NH4Cl 0,15M) e,
novamente, centrifugadas a 450 xg por 6 minutos a temperatura ambiente. As
células obtidas foram entéo ressuspendidas em 2 ml de solucéo balanceada de
Hanks (pH 7,4) e colocadas sobre gradiente de Percoll (72% e 65%). Apés
centrifugacéo (500 xg, 30 minutos a 4°C), os neutroéfilos foram coletados entre
os gradientes de 72% e 65%, lavados em solugédo balanceada de Hanks e

ressuspendidos em Hanks BSA 2% contendo calcio. [34].

2.2.3.1 Avaliacao da atividade clorinante em neutréfilos humanos

Os neutréfilos humanos (3,3 x 108 células/mL) foram incubados com os
composto 02, 14 e 34 (10 uM) em tampéo fosfato 50 mM pH 7,4, e taurina (15
mM). Apés 30 min da ativacdo com PMA (acetato de forbol miristato, 100 ng/mL)
a 37 °C, a reacdo foi centrifugada a 300g por 10 min, e cessada pela adicdo de
catalase (100 pg/mL) e diluida 5 vezes em TNB (70 uM). A formagéo de taurina
cloramina foi quantificada espectrofotometricmente a 412 nm, conforme descrito
anteriormente [29,30]. Os compostos 2, 14 e 34 (2 a 25 uM), por reduzirem em
mais de 50% a formacao de taurina cloramina na triagem, tiveram os valores de
ICs0 determinados pela construgdo de uma curva concentragdo-resposta com
ajuste dos dados numa equacdao hiperbdlica retangular.

No intuito de verificar a reversibilidade da inibicao, tirosina (25 e 100 uM)
foi adicionada ao sistema acima contendo o composto 2 (25uM) previamente a
ativacao dos neutréfilos com PMA. A taurina cloramina foi determinada conforme

acima.

2.2.3.2 Ensaio de quimiotaxia in vitro

O ensaio de migracéo in vitro foi realizado em camara de quimiotaxia
conforme previamente descrito por Boyden [35] e modificada por Zigmond e
Hirsch [36]. Para avaliar o efeito dos compostos sobre a migracao de neutrofilos
humanos, 50 uL de suspenséo celular contendo 1x10° neutréfilos por mL (em
solucdo de Hanks contendo BSA 2%) pré-incubadas separadamente com Hanks
contendo o composto 2 (10 pyM) por 30 min sob atmosfera umida a 37 °C and

CO:2 (5%) foram adicionadas ao compartimento superior da camara sobre
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membrana de policarbonato com diametro médio de poro de 5 um (NeuroProbe).
Nos compartimentos inferiores da camara foram adicionados 25ul de Hanks
(controle negativo) e Hanks contendo fMLP (Do inglés n-Formil — Methionyl-
Leucyl-Phenylalanine) (10° M), como controle positivo. O sistema foi incubado
sob atmosfera umida a 37 °C and CO2 (5%) e, apos 1 h, a membrana foi removida
e corada com corante panotico. A distancia percorrida pelos neutrofilos no
interior dos filtros foi determinada em microscopio éptico conforme previamente
descrito por Zigmond e Hirsch [36]. O ensaio foi realizado em triplicata e 5

campos de cada pogo foram avaliados.

2.2.4 Atividade clorinante de mieloperoxidase in vitro

Os compostos 2, 14 e 34 (2 a 25 uM) foram incubados em tampao fosfato
(50 mM) pH 7,4, contendo MPO (15 nM por heme), NaCl (100 mM), taurina (15
mM), DTPA (0,1 mM). As reacdes foram iniciadas pela adicdo de H202 (50 uM),
incubadas por 20 min a 37 °C e cessadas pela adicdo de catalase (100 pg/mL).
Apo6s diluicdo do meio reacional por 5 vezes em TNB (70 uM), a formacao de
taurina cloramina foi quantificada espectrofotometricmente a 412 nm, conforme
acima [29,30]. O ICso foi determinado pela construcdo de uma curva
concentracdo-resposta com ajuste dos dados numa equacdo hiperbdlica

retangular-

2.2.5 Cultivo e diferenciacao de HL-60

As células promieldciticas humanas (HL-60) adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ) (Duque de Caxias, RJ, Brazil) foram mantidas
no meio de cultura RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino (SFB, 20%),
estreptomicina (100 pg/mL) e penicilina (100 U/mL) em atmosfera imida a 37 °C
com 5% de CO2. HL-60 foi diferenciada em neutrofilos (dHL-60) pela adicdo de
dimetilsulféxido (1,3%) ao mesmo meio, mas suplementado com SFB (10%). As
células foram mantidas por 4 dias em atmosfera imida a 37 °C com 5% de CO:
para diferenciacdo. Apos centrifugacdo a 400 xg por 10 min, as células foram
lavadas duas vezes com solucéo salina estéril a 0,9% e ressuspendidas em PBS

glicose.

2.2.5.1 Formacéao de O2* pela dHL-60
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As dHL-60 (1 x 10° células por poco) foram incubadas com taurina (15
mM) e citocromo C (40 puM) na auséncia e presenca dos compostos 2, 14 e 34
(2 a 25 pM), em 300 pL de PBS glicose a 37 °C. As células foram ativadas com
PMA (100 ng/mL), e homogeneizadas. O2* foi quantificado pela reducdo do
citocromo C a 550 nm (gssonm = 2,1x10* M~tcm™2) [37].

2.2.5.2 Formacao de O2* pela dHL-60 Consumo de Oz por dHL-60

dHL-60 (1 x 10° células por poco) foram incubadas como o composto 2
(10 e 25 puM) na auséncia e presenca de PMA em PBS glicose a 37 °C. O
consumo de Oz foi monitorado usando um oxigrafo (Oroboros), sob agitacao

constante de 250 rpm.

2.2.5.3 Formacéao de H202 por dHL-60

As dHL-60 (1 x 10° células por pogo) foram incubadas com taurina (15
mM), Amplex Red (50 uM) e HRP (horseradish peroxidase, 10 uM) na auséncia
e presenca das moléculas 2, 14 e 34 (2 a 25 uM) em 300 pL de PBS glicose a
37 °C. As células foram ativadas com PMA (100 ng/mL). A formagéo do H20:2foi
guantificada pela formacéo da resorufina a 550 nm por 30 min (gs50nm = 5,4x10*
M-tcm™) [37].

2.2.5.4 Formacgéo de HOCI por dHL-60

As dHL-60 (1 x 108 células por poco) foram incubadas com taurina (15
mM) na auséncia e presenca do composto 2 (2 a 25 uM) em 300 pL de PBS
glicose a 37 °C. As células foram ativadas com PMA (100 ng/mL). As células
foram entdo centrifugadas a 400 xg por 10 min e reacao foi cessada pela adi¢ao
de catalase (100 pg/mL) e diluida 5 vezes em TNB (70 uM). A formacéo de
taurina cloramina foi quantificada espectrofotometricamente a 412 nm, conforme
acima [29,30].

2.2.5.5 Viabilidade Celular

As dHL-60 (2 x 108 células por poco) foram incubadas na presenca e
auséncia de diferentes concentracdes dos compostos 2, 14 e 34 (2 a 25 uM) ou
estaurosporina (STP) (1 yM, controle positivo de morte [38]) em placas de 12
pocos contendo 1 mL de PBS glicose. Ap6s 48 h a 37 °C, as células foram
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centrifugadas a 400 xg por 10 min, e ressuspensas em tampéo PBS glicose
contendo 10 uL iodeto de propidio (PI) por 15 min. O citdmetro de fluxo da BD
Biosciences (FacsVersi) (San Jose, CA, USA) foi utilizado para obter as medidas
das células marcadas com iodeto de propidio sob excitacdo de 488 nm e
emissdo de 620 nm. Esse corante se internaliza apenas em células com
membrana danificada, intercalando-se no DNA e RNA e corando-as de vermelho
[39].

Apbs triagem celular, o composto 2 (2 a 25 yuM) foi incubado com
neutréfilos humanos (3,3 x 10° células/mL) em PBS glicose, pH 7,4 por 1 h a 37
°C. Apoés centrifugacao a 112 xg por 5 min, a atividade da lactato desidrogenase
(LDH) foi determinada espectrofotometricamente no sobrenadante celular,
conforme recomendacdes do fabricante (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil).

Triton X-100 (0,1%) foi utilizado como controle de morte celular.

2.3. Ensaios in vivo

2.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 (25-309),
oito semanas de idade, adquiridos da Anilab (Paulinia, Sdo Paulo) e
acondicionados no biotério do Instituto Multidisciplinar de Saude da
Universidade Federal da Bahia por 21 dias para ambientacdo, os quais foram
mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 h e condi¢des livres de patégeno, controle
de temperatura (23 + 3°C) e livre acesso a agua e racdo padrdo comercial
(Pragsolucdes, S&do Paulo). Todos os animais utilizados foram aclimatizados no
laboratério pelo menos uma hora antes dos testes, realizados na fase clara do
ciclo. A intensidade dos estimulos utilizados foram os minimos necessarios para
demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos. Os experimentos
foram de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
sendo aprovada pela Comisséo Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal da Bahia, sob parecer de numero 078/2019.

2.3.2 Inflamacéo peritoneal induzida pela carragenina
Os camundongos C57BL/6 (n=6 por grupo) receberam o composto 2 (25,
50 e 75 mg/kg), salina (0,9%) ou veiculo (DMSO, 25 pL) via intraperitoneal (i.p.)
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30 min antes da administracao i.p. da carragenina tipo | (500 ug/200 pL por 20 g
peso camundongo). Os animais foram sacrificados apds 4 h da injecdo de
carragenina por deslocamento cervical e o lavado peritoneal foi realizado com 3
mL de PBS adicionado de EDTA (1%) [40]. As amostras foram mantidas em gelo,

a fim de evitar lise celular, e utilizadas para os ensaios posteriores.

2.3.2.1 Contagem de leucdcitos totais e neutréfilos no lavado peritoneal

A contagem total de leucdcitos foi realizada com o auxilio de uma camara
de Newbauer, enquanto a contagem diferencial foi realizada pelo preparo de
esfregacos citocentrifugados a 45009 por 7 min a 25 °C (Presvac CT-12, Brasil)
antes das contagem em microscopio Optico sob aumento de 1000x [40]. Um
total de 100 células por Iamina foi contado por dois analisadores independentes,
baseados nos critérios morfolégicos padrdes. O lavado peritoneal
remanescente foi entdo centrifugado a 1500g por 10 min a 4 °C (Z 36 HK,
Hermle-Labortechnik, Alemanha), e o0 sobrenadante acondicionado em

ultrafreezer a -80 °C para as dosagens bioquimicas.

2.3.2.2 Dosagem de albumina no lavado peritoneal

A concentracdo de albumina do sobrenadante do lavado peritoneal foi
determinada através do kit de dosagem de albumina da Labtest, conforme
recomendacdes do fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

2.3.2.3 Dosagem de nitrito no lavado peritoneal

O nitrito do LBA foi quantificado pelo método de Griess [41]. O
sobrenadante do lavado (50 pL) foi incubado com 50 pyL de solugdo de
naftiletilenodiamina (0,1%) e 50 uL de solugéo de sulfanilamida (1%) por 10 min
a 25 °C. A absorbancia foi entdo determinada a 540 nm e interpolada numa

curva padrao de nitrito (1,65 a 100 pM).

2.3.2.4 Avaliacéo da atividade peroxidasica da MPO

O ensaio da atividade peroxidasica com o 3,3,5,5’ — tetrametilbenzidina
(TMB) foi realizado como descrito anteriormente [42,43]. Resumidamente, 10 uL
do sobrenadante do lavado peritoneal foi misturado com 110 yL da solugéo

trabalho contendo TMB (2,9 mM dissolvido em dimetilsulféxido 14%, preparado
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em tampao fosfato de sodio 150 mM, pH 5,4) e 80 pyL de H202 (0,75 mM) foi
adicionado para iniciar a reacdo. A oxidacdo do TMB foi acompanhada a cada
30 s em 450 nm (Thermoplate, Tp-reader, EUA) por 5 min a 25 °C (€450 nm = 5,9
x 10* Mt cm?). A atividade peroxidasica da MPO foi confirmada pela adigéo do
acido 4-aminobenzaico hidrazida (ABAH) (50 uM), inibidor da enzima [29,44], ao
meio reacional contendo o sobrenadante do lavado dos camundongos
administrados com carragenina, 5 min antes da adi¢céo da solucdo de TMB. Os
resultados foram expressos como atividade especifica (U/mg proteina), onde
uma unidade de atividade peroxidasica foi definida como a quantidade de enzima

gue produziu 1 ymol de TMB oxidado por min a 25 °C.

2.3.2.5 Quantificagcdo das espécies reativas ao acido tiobarbitarico

A peroxidacdo lipidica do sobrenadante do lavado peritoneal dos animais
foi estimada pelo ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (do
inglés, thiobarbituric acid reactive substances - TBARS) [45]. O sobrenadante do
lavado peritoneal (100 uL), adicionado de 100 pL de &cido tricloroacético (10%)
e 800 pL de acido tiobarbitarico (0,53%, dissolvido em acido acético a 20%)
foram incubados por 1 h a 95 °C, seguido do resfriamento em gelo por 10 min a
fim de cessar a reacdo. As amostras foram novamente centrifugadas a 1600g
por 10 min a 4 °C, e a absorbéncia do sobrenadante foi obtida a 535 nm (SP
2000 UV, BEL® Photonics, Brasil). A concentracdo de TBARS no lavado
peritoneal foi calculada com base na curva de malondialdeido (0 a 50 uM), e
normalizada pela concentracdo de proteinas, sendo expressa em mol de

equivalentes de MDA/g de proteina.

2.3.2.6 Determinacéao de citocinas

A concentracao de IL-1B e TNF-a no sobrenadante do lavado peritoneal
foi quantificada usando os kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (DY401-05 e
DY410-05, respectivamente) de acordo com as instrucbes do fabricante
(Sistema de R&D), exceto pela incubacdo das amostras com as microplacas pré-
revestidas por 16 h a 4-8 °C. A concentracdo de citocinas foi expressa como

pg/mL.

2.3.3 Edema de pata induzido por carragenina
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O edema foi induzido pela administracdo de 20 pL de solucdo de
carragenina 1% via intraplantar na superficie ventral da pata traseira direita dos
animais (n=6 animais por grupo) [46]. Trinta minutos antes da administragédo da
carragenina os animais foram pré-tratados com o composto 2 (50 mg/kg) ou
solvente, DMSO (25 pL). O volume do edema da pata foi medido com paquimetro
antes (tempo 0) e 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5 h apds a injecdo da carragenina. Em cada
tempo, trés medidas foram realizadas e as médias indicaram o grau do edema
expresso em milimetros (mm), como a diferenca entre o tamanho da pata entre
os tempos inicial e final [46,47]. Ao final do experimento, os animais foram
eutanasiados com Xilazina (50 mg/kg) e Cetamina (16 mg/kg), seguido por
deslocamento cervical. As patas posteriores foram removidas e pesadas em
balanca analitica [48]. O tecido da pata foi entdo removido e imerso em uma
solucgéo fixadora de Methacarn (metanol 60%, cloroférmio 30% e &cido acético
10%) durante 24 h, seguido pela substituicdo do fixador por alcool etilico (70%),
para as analises histolégicas e imuno-histoquimicas. A carcaca foi armazenada

a -20 °C para posterior incineracao.

2.3.3.1 Andlise histolégica

O coxim da pata fixado e desidratado foi parafinizado e cortado
longitudinalmente em secgdes de 4 ym de espessura em micrétomo (Leica
RM2125RTS, China). Todos os cortes foram realizados no Laboratério Micro,
Vitéria da Conquista, Bahia, Brasil. As seccfes foram desparafinizadas em xilol
3 vezes, por 5 min cada, hidratadas em etanol 100, 95 e 75% por 5, 4 e 1 min,
respectivamente, e coradas com hematoxilina e eosina (HE). O infiltrado
neutrofilico foi avaliado em 20 campos aleatérios (10 campos aleatérios de 2
seccOes diferentes) dos tecidos corados, e fotografados com uma camera digital
(Kontron Electronic KS-300, Eching, Germany) acoplada a um microscoépio de
luz (BX51, Olympus, Japao), sob aumento de 400x [49]. A quantificacdo em
duplo-cego do numero de neutréfilos por campo foi realizada com auxilio do

programa ImageJ 1.44P (National Institutes of Health, EUA).

2.3.3.2 Andlise imunohistoquimica
Os antigenos das seccdes histologicas do coxin da pata foram ativados
pelo tratamento com tampao citrato apds desparafinizacao e hidratacédo (SHI et
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al., 1993). Resumidamente, as sec¢des imersas em tampao citrato (10 mM), pH
6,0, foram aquecidas em microondas (Consul, Erva Doce, Brasil) na poténcia
maxima (900 W) por 1 min. Em seguida, elas foram mantidas por mais 4 min sob
poténcia média (450 W), e resfriadas em banho de gelo por 20 min. As
peroxidases endogenas foram inibidas mediante a incubacéo das seccfes com
azida sodica (0,1%) e H20:2 (0,3%) por 10 min a 25 °C em cuba umida. As laminas
foram lavadas duas vezes, 5 min cada, com PBST (PBS acrescido de Tween®
20 0,1%) e a ligacdo inespecifica de imunoglobulinas foi bloqueada pela
incubag&o com solucdo de soro de cabra (20%) em cuba umida por 30 min. As
secoes foram novamente incubadas em cuba Umida com o0s anticorpos
policlonais produzidos em coelho, anti-proteina carbonilada (anti-DNP) (Sigma
D9656, diluicdo 1:100), anti-mieloperoxidase (anti-MPO) (Upstate 0796, diluicdo
1:50), e anti-3-nitrotirosina (Millipore 06-284, diluicdo 1:200) overnight em
geladeira. O excesso do anticorpo primario foi removido por dois ciclos de
lavagem com PBST, 5 min cada. As laminas foram ent&do incubadas com o
anticorpo secundario biotinilado anti-imunoglobulina de coelho (Dako E0432,
diluicdo 1:300) por 1 h a 25 °C. Apos duas lavagens, 5 min cada, com PBST, o
produto da reacado foi detectado pela incubacdo por 30 min com o complexo
avidina-biotina-peroxidase e a cor desenvolvida com Stable DAB (Invitrogen,
reagente completo com 3,3-diaminobenzidina e H202) em aproximadamente 2,5
min. As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris [50,51]. Ao
final, 10 campos aleatdrios das seccdes do coxim da pata foram fotografados
com auxilio de uma camera digital (Kontron Electronic KS-300, Eching,
Germany) acoplada a um microscopio de luz (BX51, Olympus, Japéo) sob
aumento de 400x. As imunomarcacdes para DNP [52] e nitrotirosina [53] foram
expressas como porcentagem de area marcada/um?, em relacdo a area total da
imagem, enquanto os niveis de MPO foram expressos pela contagem de células
positivas [50,54]. Os resultados foram analisados com auxilio do programa
ImageJ 1.44P (National Institutes of Health, EUA).

2.3.4 Ensaios de toxicidade

2.3.4.1 Toxicidade sobre larvas de Artemia salina Leach

No bioensaio de letalidade foi utilizado a metodologia de Meyer et al.
(1982) [55] com algumas modificagcdes. Os ovos de Artemia salina Leach
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(Miramar®) foram dispostos em um aquario com agua do mar artificial [56]
preparada com sal marinho (Ocean Water. Alcon), nas concentragcdes de 3,82
mg/mL de acordo com as orientagbes do fabricante. O sistema foi aerado e
mantidos sobre a luz de 60 W [56]. Ap6s 48 h de incubacdo em temperatura
ambiente (28-30 °C), as larvas foram retiradas para o ensaio [56].

As larvas de A. salina (10 larvas/mL) foram incubadas com o composto 2
nas concentracdes de 0,05 a 2 mM por 24 h (28-30 °C). A agua do mar contendo
DMSO (2,5%) foi utilizada como controle negativo, enquanto DMSO a 50% foi
empregado para 100% de morte. ApOs incubacdo, o numero de larvas
sobreviventes foi contado com auxilio de uma lupa. As lavas que permaneciam

imoveis por 10 s de observacéo foram consideradas como mortas [56].

2.3.4.2 Toxicidade in vivo

Na avaliacdo da toxicidade in vivo [57], o composto 2 (50 mg/kg, i.p.) ou
DMSO (25 pL) foi administrado em camundongos machos C57BL/6 (25-30g, 6
meses, n=6). Os animais foram observados durante 15 dias, e sinais de estresse
e dor foram avaliados, incluindo perda de peso, quantidade de racdo consumida,
perda de apetite, perda de pelos, alteracdo na respiracdo, vocalizacao,
embotamento, agressividade, arqgueamento da coluna, aperto dos olhos,
achatamento do focinho e bochechas. O estado de saude dos animais, consumo
alimentar e peso corporal foram monitorados continuamente pelas primeiras
guatro horas ap6s administracdo do composto e uma vez ao dia até o décimo
quinto dia [57]. Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados com
Xilazina (50 mg/kg) e Cetamina (16 mg/kg), seguido por deslocamento cervical
[48].

2.3.4.3 Estudos in silico

Os parametros de absorcao gastrintestinal, permeabilidade na barreira
hematoencefalica e inibicdo de enzimas hepaticas foram preditos pelo programa
Swiss ADME (http://www.swissadme.ch/index.php)[58] .

O programa ProTox-ll (https://tox-new.charite.de/protox_Il/index.php) foi
utilizado na predicdo dos parametros de toxicidade aguda oral, dose média letal
(DLso), hepatoxicidade, imunotoxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e

carcinogecidade do composto [59]
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2.4 Andlises estatisticas

O programa GraphPad Prism foi utilizado para construgé@o dos graficos e
analises estatisticas. Os experimentos foram descritos pela média + erro padréo
das replicatas independentes, descritas na legenda de cada figura, e analisados
por One-way ANOVA seguido pelo pos-test de Newman-Keuls quando

apropriado, sendo atribuida significancia as diferencas com p<0,05.

3. Resultados

Inicialmente, 38 compostos de selénio foram triados quanto a capacidade
de reagir com HOCI in vitro ou inibir a formacao de HOCI por neutréfilos humanos
ativados nas concentracdes de 10 e 50 uM, respectivamente. A concentragéo
de HOCI no sistema foi determinada pelo método da taurina cloramina [29].
Dentre os compostos, 0 2, 14 e 34 foram 0s Unicos capazes de reduzir a
formacgao da taurina cloramina em mais de 40% em ambos os ensaios (Tabela
Suplementar 1). No ensaio de competicao com a taurina (15 mM), demonstramos
gue esses trés compostos reagiram com HOCI com constantes de velocidade
de segunda ordem na ordem de 107-10° Mt s (Fig.1), similarmente a reacdo da
glutationa e HOCI [7,28,32].
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Fig.1. Cinética competitiva da reacéo entre HOCI com os compostos 2, 14 e 34
e glutationa. A constante de reacao foi calculada pelo ensaio de competicdo
entre taurina (15 mM) e os compostos 2 (A), 14 (B), 34 (C) e Glutationa (D) pelo
HOCI (50uM). O produto da reagdo Rendmax X [tau-HOCI]/Rendscavenger, ONde a
concentracdo do HOCI foi quantificada na auséncia (rendimento maximo) e na
presenca (rendimento da molécula teste), foi plotado contra as diferentes
concentragcbes de cada molécula. A partir do valor do slope (linha vermelha)
(Krock-molécula testada/ KHocl-Taurina, S€Ndo a constante de reagéo do HOCI com taurina
4,8x10° M™1s™1) calculou-se a constante de velocidade dos compostos. Os
valores mostrados sdo a meédia + erro padréo de triplicatas de trés experimentos
independentes.

Quando incubados com neutréfilos humanos em concentracdes
crescentes, 0s compostos 2, 14 e 34 inibiram a formagé&o de taurina cloramina
com ICso de 4,6, 2,6 e 3,9 uM, respectivamente (Figs. 2A, C e E). A tirosina (25
e 100 uM), potente substrato para a MPO-II [60], reverteu apenas parcialmente
a inibicdo da atividade clorinante de neutrofilos na presenca do composto 2 (25
uM) (Fig. 3). Além disso, esses compostos diminuiram a atividade clorinante da
MPO purificada, com valores de ICso de 3,8, 4,5 e 4,9 uM para 0s compostos 2,
14 e 34, respectivamente (Figs. 2B, D e F). Quando taurina cloramina (50 uM)
foi incubada com concentracdo equimolar desses compostos néo foi observada
reacdo apos 30 min. Em conjunto, esses dados sugerem que 0S COmMpostos
inibem a atividade enzimética da MPO e/ou reagem diretamente com o HOCI
formado, mas ndo com a taurina cloramina. Todavia, seus efeitos como
moduladores de vias upstream a MPO ndo podem ser descartados,
considerando que tirosina nao foi capaz de reverter completamente a inibicdo da
formacdo de HOCI em neutrdfilos.
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Fig. 2. Inibicdo da formagéo de taurina cloramina pelos selenocompostos. Os
selenocompostos (2-25 uM) foram incubados em (A), (C), (E) com neutrdfilos
humanos (3,3 x 10° células/mL), taurina (15 mM), em tampdo fosfato. Os
neutréfilos foram ativados com PMA (acetato de forbol miristato, 100 ng/mL), e
em (B) e (D), (F) com MPO (15 nM por heme), NaCl (100 mM), taurina (15 mM)
em tampao fosfato, DTPA (0,1 mM). Todas as incubacdes foram realizadas a 37
°C por30 minutos. ICso foi determinado pelo ajuste hiperbdlico retangular da
curva dose-resposta usando regressao linear. Os valores mostrados sao a média
+ erro padréo de triplicatas de trés experimentos independentes.
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Fig.3. Tirosina reverte parcialmente a inibicdo da atividade clorinante de
neutrofilos pelo composto 2. O composto 2 (25 uM) foi incubado com neutrofilos
humanos (3,3 x 108 células/mL), taurina (15 mM) em tampéo fosfato glicose. Os
neutréfilos foram ativados com PMA (acetato de forbol miristato, 100 ng/mL) e
incubados por 30 min a 37 °C. A formacéao de taurina cloramina foi quantificada
espectrofotometricmente a 412 nm pelo método da taurina cloramina. Os valores
mostrados sdo a média + erro padrdo de triplicatas de trés experimentos
independentes.

Diante dos achados acima, investigamos os efeitos dos compostos 2, 14
e 34 sobre o burst oxidativo de dHL-60. Dentre eles, apenas o composto 2
diminuiu a taxa de reducdo do citocromo C (Fig. 4A). Similarmente, esse
composto foi 0 Unico que inibiu a taxa de formacdo de H202 monitorada pela
oxidacao do Amplex red pela HRP (Fig. 4B). Apds 48 h de incubacéo, as células
permaneceram viaveis em todas as concentragdes utilizadas dos compostos 2 e
14 (Figs. 5A e B). Do mesmo modo, no ensaio de toxicidade sobre larvas de
Artemia salina, apenas o0 composto 2 nao apresentou toxicidade nas
concentracbes de 0,05 a 2 mM (dado ndo mostrado). Como controle, os
neutrofilos isolados de sangue humano permaneceram viaveis apés incubacéo

com o composto 2 por 1 h (Fig. 6). Esses dados corroboram que os efeitos
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observados para o composto 2 sobre células de cultura e células primaria ndo

decorrem da diminuicéo de viabilidade.
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Fig. 4. Efeito dos selenocompostos sobre o burst oxidativo em células dHL-60.
As dHL-60 (6,6 x 10° células/mL) foram incubadas com taurina (15 mM) na
auséncia e presenca dos compostos (2 a 25 uM), em PBS glicose a 37 °C, e
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ativadas com PMA (100 ng/mL). Em (A), (C) e (E), O2* foi quantificado pela
reducdo do citocromo C (40 uM). Em (D), (E) e (F) a formac&o do H20: foi
guantificada pela oxidacdo do Amplex red na presenca de HRP (horseradish
peroxidase, 10 uM). Os dados mostrados representam média £ erro padrao de
trés experimentos independentes. *p<0,05, quando comparado com o controle
negativo (controle na auséncia de PMA) por ANOVA seguido do pos-teste de
Newman-Keuls. #p<0,05, quando comparado com o controle na presenca de
PMA e na auséncia do composto por ANOVA seguido do pos-teste de Newman-
Keuls.
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Fig. 5. Viabilidade de dHL-60 frente aos compostos 2, 14 e 34. A viabilidade
celular foi medida usando ensaio de coloragdo com iodeto de propidio por
citometria de fluxo. As dHL-60 (2 x 10° células/mL) foram incubadas na auséncia
(Controle, ctrl) e presenca de diferentes concentra¢cées dos compostos (2 a 25
MM) ou estaurosporina (STP) (1 uM, controle positivo de morte) a 37 °C por 48
h. (A), (B), (C) representa a viabilidade celular dos compostos 02, 14 e 34,
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respectivamente. A viabilidade celular foi determinada por citometria de fluxo
utilizando iodeto de propideo. Os dados mostrados representam meédia + erro
padrédo de trés experimentos independentes. *p<0,05, quando comparado com
STP por ANOVA seguido do pés-teste de Newman-Keuls
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Fig. 6. Viabilidade dos neutrofilos isolados na presenca do composto 02.
Neutréfilos humanos (3,3 x 10° células/mL) foram incubados com e sem o
composto 2 (2-25 uM) em PBS glicose, pH 7,4 por 1 h a 37 °C. A viabilidade
celular foi determinada utilizando o kit Lactato desidrogenase (LDH) conforme
recomendacdes do fabricante (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). Triton X-100
(0,1 %) foi utilizado como controle de morte celular. Os dados mostrados
representam média + erro padrao de trés experimentos independentes. *p<0,05,
guando comparado com STP por ANOVA seguido do pés-teste de Newman-
Keuls

No intuito de confimar que os efeitos observados em células de cultura
sdo similares aqueles de células primérias avaliamos o efeito do composto 2 (10
e 25 pyM) sobre consumo de Oz por dHL60 ativadas por PMA (Fig. 7A).
Surpreendentemente, a taxa de consumo de O:2 pelas células também diminuiu
significativamente nas concentracdes testadas. Em seguida, confirmamos que o
a inibicdo na formacéao de taurina cloramina por dHL60 na presenca do composto
2, embora menos acentuadamente de que em células primarias (Fig. 7B), o que

€ esperado [61]. Em conjunto, os resultados sugerem que o composto 2 deve
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modular negativamente a atividade da NADPH oxidase e, consequentemente,

reduz os niveis do O2*, H20:2 e, por fim, HOCI.
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Fig. 7. Efeito do composto 2 sob a formagcdo de HOCI e consumo de O2. Na
formacédo de HOCI as células dHL-60 (6,6 x 108 células/mL) foram incubadas
com taurina (15 mM) na auséncia (controle = ctrl) e presenca dos compostos (1
a 25 uM), em PBS glicose a 37 °C, e ativadas com PMA (100 ng/mL). A formacé&o
de taurina cloramina foi quantificada espectrofotometricamente a 412 nm. Para
mensurar o consumo Oz as células dHL-60 (1 x 108 células/mL) foram incubadas
na presenca dos compostos (10e 25 pM), na auséncia e presenca de PMA em
PBS glicose a 37 °C. O consumo de O: foi monitorado usando oxigrafo Proboros.
Os dados mostrados representam média + erro padrdo de trés experimentos
independentes. *p<0,05, quando comparado com o controle negativo (controle
na auséncia de PMA) por ANOVA seguido do pés-teste de Newman-Keuls.
#p<0,05, quando comparado com o controle na presenca de PMA e na auséncia
do composto por ANOVA seguido do pos-teste de Newman-Keuls.

Considerando os resultados promissores do composto 2, que se trata de
um novo disseleneto, selecionamos essa molécula para investigar seus efeitos
anti-inflamatérios in vivo. Inicialmente, determinamos quais as consequéncias da
administracdo dessa molécula (25, 50 e 75 mg/kg, i.p.) sobre o processo
inflamatorio subjacente a administracao de carragenina (500 ug/200 uL por 20 g
peso camundongo) no peritdnio de camundongos. Conforme esperado [62,63],
a peritonite induzida pela carragenina elevou a migracédo de leucocitos totais e
neutrofilos (Figs. 8B e C), a transudacéao (Fig. 9A), a atividade da MPO (Fig. 9B),
as concentracdes de produtos reativos ao acido tiobarbitarico e nitrito (Figs. 9C
e D). O pré-tratamento dos animais com o composto 2, 30 min antes da

administracdo da carragenina, reduziu significativamente todos os parametros
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avaliados. Os niveis de albumina (exsudacédo) e atividade peroxidasica foram
reduzidos desde a menor dose testada (25 mg/kg), enquanto o dano oxidativo
as proteinas a partir da dose de 50 mg/kg. Além disso, demonstramos que o
diseleneto, na concentracdo de 10 pM, inibiu a a quimiotaxia de neutroéfilos

humanos in vitro em 74,5% (Fig. 10.), corroborando os efeitos in vivo.

) C02 co2 co2
A Sham _ Carragenina . (25 mg/kg) . - (.50 mg/kg) (75 ma/ka)
‘ —w, p
o ¢ L3 o.’ $ i Pt ¥ “e @ ' =
® - L X o e o o
2% @ - P Y » e 0 4
L ‘. & a0 *~ o, L . >0 ® e 4 | »
® oa e « C . s $
e ® e © o 0 » °
% 1 e ®, - ® o ¥ 10 pm
2 e . de ) = A
B _ C .
100 Carragenina 60 Carragenina
b & b
2 80- =
B © 40
= 1 -
o £ 601 ¢ x c
O =~ =
= < 72}
R us <)
O T 401 a =
g 5 ° a 5 207 g
° 20 3 d
| | z o a | l‘“l
0 T T T T T T T
Sham 0 25 50 75 Sham 0 25 50 75
€02 (mg/kg) C02 (mg/kg)

Fig. 8. Contagem total e diferencial de leucocitos no lavado peritoneal de
camundongos C57BL/6 na peritonite induzida por carragenina. O composto 02
(25, 50 e 75 mg/kg), salina (0,9%, sham) ou veiculo (DMSO, 25 L) foi
administrado nos camundongos i.p 30 min antes da administracdo i.p. da
carragenina (500 pg/200 pyL por 20 g peso camundongo). Os animais foram
sacrificados apo0s 4 horas da injecdo de carragenina e o lavado peritoneal foi
realizado com 3 mL de PBS adicionado de EDTA. O sobrenadante do lavado foi
citocentrifugado e corado com kit Panotico para contagem diferencial dos
leucocitos (B) no total de 100 células. Fotomicrografias representativas das
células do sobrenadante do lavado dos grupos foram tiradas sob aumento de
400x (A). O numero absoluto de neutréfilos (C) no sobrenadante do lavado foi
calculado pela multiplicacdo da quantidade relativa de neutroéfilos pelo total de
leuctcitos. Os dados foram expressos como média * erro padrdo de 6 animais
para cada grupo. As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA one-way
seguido do pos-teste de Newman Keuls. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica, p<0,05.
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Fig. 9. Inibicdo da transudacéo (A), atividade da MPO (B), concentracdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARs) (C) e de nitrito (D) no
sobrenadante do lavado peritoneal pelo composto 2. A atividade peroxidésica foi
realizada pelo ensaio do TMB e os resultados foram expressos como atividade
especifica (U/mg proteina). A concentracdo de TBARS foi calculada com base
na curva feita com o padrdo de malondialdeido (MDA) e expressa em mol de
equivalentes de MDA/g de proteina. A concentracdo de albumina do
sobrenadante do lavado peritoneal foi determinada através do kit de dosagem
de albumina da Labtest e a de nitrito pelo método de Griess. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo de 6 animais para cada grupo. As analises
estatisticas foram realizadas por ANOVA one-way seguido do pos-teste de
Newman Keuls. Letras diferentes indicam diferenca estatistica, p<0,05.
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Fig. 10. Quimiotaxia in vitro de neutréfilos de sangue periférico humano (50.000
células por poco) extraidos por gradiente de Percoll, pré-incubados com meio
Hanks contendo o composto 2 (10uM) frente a 25ul de meio Hanks e meio Hanks
contendo fMLP (10> M). Dados representados em média * erro padrdo da média
(EPM). n=1. Andlise estatistica one way ANOVA e teste t student *P<0,05.

Em paralelo, a administracdo da carragenina elevou consideravelmente
as concentracdes de TNF-a e IL-1p no sobrenadante do lavado peritoneal em
comparacao com o grupo sham (Fig. 11 A e B). Quando os camundongos foram
pré-tratados com o disseleneto a 50 mg/kg, os niveis dessas citocinas reduziram

significativamente.
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Fig. 11. Diminuicdo dos niveis das citocinas inflamatorias TNF-a e IL-1B no
sobrenadante do lavado peritoneal pelo composto 02. A concentragdo das
citocinas foi quantificada usando os kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA) de
acordo com as instrucdes do fabricante, sendo expressa como pg/mL. Os dados
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foram expressos como média * erro padrdo de 6 animais para cada grupo. As
analises estatisticas foram realizadas por ANOVA one-way seguido do pés-teste
de Newman Keuls. Letras diferentes indicam diferenca estatistica, p<0,05.
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Fig. 12. Efeito do composto 02 no edema da pata induzida por carragenina.
Trinta minutos antes da administracdo da carragenina os animais foram preé-
tratados com o C02 (50 mg/kg) ou DMSO (25 pL, sham). O volume do edema da
pata foi medido antes (0 min), 30 mine 1, 2, 3, 4 e 5 h (A) apos a injecdo da
carragenina, apés 5 h de experimento os animais foram eutanasiados e as patas
pesadas (B). Imagens representativas da pata de cada grupo foram tiradas 5
horas apds administracdo da carragenina (C). MCT: massa corporal total. Os
dados foram expressos como média + erro padréo de 6 animais para cada grupo.
As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA one-way seguido do pos-
teste de Newman Keuls. Letras diferentes indicam diferenca estatistica, p<0,05.

Em seguida, quantificamos a infiltragdo de neutréfilos no tecido da pata
através de histologia e imunohistoquimica. O numero de neutréfilos por campo
(Figs. 12A, B e D) nos camundongos tratados com o composto diminuiram em
cerca de 39% quando comparados com O Qrupo carragenina, e
consequentemente a espessura do edema (Figs. 12A e C). A imunomarcacéo
da MPO no tecido da pata dos animais tratados com o disseleneto reduziu em

34% em relacéo ao grupo carragenina (p<0,0001) (Figs. 13A e D).
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Fig. 13. Espessura do edema (A e C) e quantificacdo de neutréfilos (B e D) no
tecido da pata. Apés 5 h da administragdo da carragenina, os camundongos
foram eutanaziados e o0 coxim da pata coletado para andlise histologica.
Fotomicrografias representativas da espessura do edema da pata (A) e
contagem de neutrofilos (B) nas laminas do tecido da pata coradas com HE (B),
sob aumento de 1000x.. Os dados foram expressos como média * erro padrao
de 6 animais. As andlises estatisticas foram realizadas por ANOVA one-way
seguido do pos-teste de Newman Keuls. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica, p<0,05.

O dano oxidativo ao tecido da pata resultante da infiltragdo celular foi
determinado pela quantificacdo das proteinas nitradas e carboniladas no tecido
da pata também por imunohistoquimica. O tecido da pata dos camundongos que
receberam apenas carragenina apresentou um aumento imunomarcacao
proteinas nitradas em residuos de tirosina (13,5% versus 4,37%, p<0,0001)
(Figs. 14B e DE) e carboniladas (33,5% versus 18,5%, p<0,0001) (Figs. 14C e
F) em comparacdo ao grupo sham. Quando administrado previamente, o

composto 02 reduziu a carbonilacdo e nitragcdo de proteinas (Fig. 14E-F).
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Fig. 14. Determinacao de células imunomarcadas para MPO (A e D), proteinas
nitradas (B e E) e carboniladas (C e F) no tecido da pata. Apés 5 horas da
administracao da carragenina, os camundongos foram eutanaziados e 0 coxim
da pata coletado para andlise de imunohistoquimica. Fotomicrografias
representativas indicando a &rea marcada para MPO (A), proteinas nitradas (B)
e carboniladas (C) sob aumento de 1000x e porcentagem de area marcada/pm?
com anticorpo anti-MPO (células MPO+) (D), anti-3-nitrotirosina (E) e anti-
proteina carbonilada (F). Os dados foram expressos como média + erro padrao.
As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA one-way seguido do pos-
teste de Newman Keuls. Letras diferentes indicam diferenca estatistica, p<0,05.

Por fim, a toxicidade do composto 2 foi avaliada in vivo pelo modelo de
dose Unica, e durante 15 dias ap6s administracdo do composto foram avaliados
perda de peso, de apetite, de pelos, consumo de racao, alteracdo na respiracao,
vocalizacdo, embotamento, agressividade, arqueamento da coluna, aperto dos
olhos e achatamento do focinho e bochechas. Os animais foram observados
continuamente pelas primeiras quatro horas ap6s administracdo do composto, e
nao foi notada nenhuma mudanca no comportamento de ambos 0s grupos, o
gue se manteve até o quinto dia. Apenas no primeiro dia, o grupo tratado com o
composto ingeriu uma quantidade de alimento significativamente menor que o
grupo sham, mas ainda assim, ndo houve mudanca no peso corporal ao longo
dos 15 dias (Fig. 15). Corroborando esses achados, a predicao in silico sugeriu
gue esse composto tem alta permeabilidade nas membranas e barreiras
biolégicas, todavia, provavelmente ndo é citotoxico, hepatotdxico, carcinogénico,

mutagénico, com um DLso de ~1516 mg/kg (Tabela 1).
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Fig. 15. Alteracbes do consumo alimentar e pelo corporal dos animais
submetidos ao teste de toxicidade aguda. O composto 2 (50 mg/kg) foi
administrado via i.p nos animais. No grupo shamfoi administrado DMSO (25 pL),
veiculo ao qual o composto foi diluido, pela mesma via. Os animais foram
observados e a racdo pesada durante 15 dias. Em A), o consumo alimentar foi
expresso como média do consumo por animal. Os dados foram expressos como
média * erro padrdo de 6 animais. As analises estatisticas foram realizadas por
ANOVA one-way seguido do poés-teste de Newman Keuls. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica, p<0,05.

Tabela 1. Predi¢cdo farmacocinética e toxicoloégica do composto 2.
Parametros Resultado

Parametros farmacocinéticos

Peso molecular 542,39 g/mol
Absorcao gastrointestinal Alta
Barreira hematoencéfalica Sim

Parametros toxicoldgicos

Citotoxico Inativo
Hepatotoxico Inativo
Carcinogénico Inativo
Mutagénico Inativo
Imunotéxico Inativo

Esses critérios indicam valores de DLso de ~1516 mg/kg, conforme determinado
pelo programa ProtoxII.

4. Discussao
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Os compostos organicos de selénio tém recebido atencdo da comunidade
cientifica devido seu amplo potencial farmacologico [5,10,64—67]. Ebselen e
outros selenocompostos possuem atividades anti-inflamatéria in vitro e in vivo
[13,64,65,68], antidepressivas [86], ansioliticas [87,88], e neutroprotetoras [88].
Os mecanismos pelos quais essas moléculas agem sdo os mais variados,
incluindo imunomodulacdo [69], antioxidantes [5,8,65,70,71], inibidores da
NADPH oxidase [72,73], da ativacdo do NF-kB [74,75], da atividade da MPO
[7,76,77], e moduladores do Nrf2 [78], 0 que explicaria, a0 menos em parte, a
versatilidade de suas propriedades biologicas. Neste estudo, descrevemos a
atividade anti-inflamatoria de um novo diseleneto em modelo animal de
inflamacao peritoneal e de pata por reduzir o burst oxidativo e quimiotaxia de
neutrofilos e, consequentemente, o dano oxidativo ao tecido.

O HOCI é o principal produto formado no brust oxidativo devido as altas
concentracdes de ions CI- nos fluidos corporeos [79], sua producdo excessiva
e/ou menor remocao/reparo do dano pelo aparato antioxidante podem ser
responsaveis por diversas patologias agudas e cronicas [20-25], ao oxidar
biomoléculas irreversivelmente [17,18,80].

Por isso, primeiramente foi feita uma triagem com 38 compostos onde a
capacidade dos compostos em reagir com o HOCI era avaliada, nesta triagem,
0s compostos 2, 14 e 34 foram os que mostraram mais promissores. Esses
compostos reagiram com HOCI, mas ndo com a taurina cloramina, com
constante de velocidade de 107-10° M™s™, similar a GSH (1,2 x108 M1s™1)
(Fig.1), mas muito mais rapido que reconhecidos antioxidantes, incluindo trolox
C (1,3 x10°M ~1s ~1[81]), B-caroteno (2,3 x 104 M ~* s~ 1[81]), taurina (4,8 x
10° M ~'s™ 1 [31,81]) e ascorbato (6 x 10° M ~ s -1) [31,81]. A reatividade do
selénio pode ser explicada pela melhor nucleofilicidade e mais facil oxidacdo do
gue o enxofre [2,27]. Na verdade, os trabalhos comprovam altas constantes de
velocidade do HOCI com uma ampla gama de compostos de selénio, como
selenocisteina e selenometionina [7,8]. Além disso, quando comparados aos
compostos equivalentes contendo enxofre, os produtos de oxidagdo dos
selenocompostos sdo rapidamente reduzidos, permitindo que algumas dessas
espécies atuem cataliticamente em sistemas bioldgicos [8,82].

Quando investigamos as consequéncias da incubacédo dessas moléculas

diretamente sobre a atividade da MPO in vitro, as trés novas moléculas inibiram
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a atividade clorinante da enzima com valores de ICsp na faixa de 2,9 a 3,8 uM
(Figs. 2B, D e F). Similarmente, essas trés moléculas inibiram a atividade
clorinante da MPO em neutroéfilos humanos ativados com PMA (Fig 2A, C e E).
A inibicdo reportada pode ser explicada pelo acumulo da MPO-Il, um
intermediario incapaz de oxidar haletos a acidos de halogénio [60,80,83], pela
inativacao irreversivel do grupo heme da enzima [83], pela inibicdo de vias
upstream a MPO [29,83], ou mesmo por levar a morte celular [83].

Quando os neutrofilos sdo ativados, O2°*~ é formado pela reducédo do O:2
pela NADPH oxidase que, por sua vez, dismuta-se para H202, substrato da MPO
[23,84]. Portanto, a concentracédo de HOCI é diretamente dependente de ambas
espécies [84]. O composto 2 foi 0 Unico que inibiu o burst oxidativo de dHL-60
(Figs. 4), incluindo o consumo do Oz (Fig. 7A), sem evidéncia de citotoxicidade
(Fig. 5 e 6), como também essa molécula ndo foi diminuiu a vitalidade das larvas
de Artemia salina. Adicionalmente, a adicdo de tirosina, substrato para MPO-I e
MPO-II [60,84], reverteu parcialmente a inibicdo da atividade clorinante da MPO
em neutréfilos incubados com o composto 2 (Fig. 3). Os achados acima sugerem
gue o efeito do composto 2 deve envolver a modulagéo de vias upstream a MPO,
embora a inibicdo da enzima através do acumulo de MPO-II e/ou reac¢éo direta
com HOCI ndo devam ser totalmente descartadas. Na verdade, a literatura
aponta outros selenocompostos como inibidores do burst oxidativo de neutrofilos
[9,68], provavelmente devido ao blogueio da interacdo entre os dominios bis-SH3
da p47phox ao PRD da p22phox da NOX2 [72,73].

Diante dos achados acima, foi importante examinar se o0 composto 2, um
disseleneto bastante promissor in vitro, inibiu a atividade da MPO e os danos
mediados pela enzima in vivo. Para isso, testamos inicialmente os efeitos desse
disseleneto nos modelos de inflamagé&o na cavidade peritoneal e edema de pata
induzidos por carragenina, ambos amplamente utilizados para investigar os
mecanismos envolvidos na inflamacao aguda [85,86] bem como a atividade anti-
inflamatoria de compostos naturais e sintéticos [86].

A carragenina induz na cavidade peritoneal uma resposta inflamatéria
intensa caracterizada por exsudacdo do plasma e migracdo leucocitaria,
principalmente neutroéfilos [62]. Essa migracdo € o resultado da liberacdo de
mediadores inflamatérios, como prostaglandinas, histamina, bradicinina,
neuropeptidios, oxido nitrico, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-17 [63]. O TNF-a estimula
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a quimiotaxia de células inflamatdrias, ativacdo celular, formacdo de ROS e
expressao de outras citocinas [87,88], e a IL-1B sustenta a resposta inflamatoria
guando aumenta o recrutamento e ativacao de fagocitos [63]. Em nosso modelo,
a administragdo de carregenina aumentou a migragdo de leucocitos totais e
neutrofilos (Figs. 8 B e C), transudacéo (Fig. 9A) e citocinas TNF-a e IL-1B (Figs.
11A e B). A pré-administracdo do composto 2 (25, 50 e 75 mg/kg) atenuou todos
0s parametros utilizados para acompanhar a inflamac¢do, como também a
guimiotaxia in vitro (Fig. 10) Como a inibicao da atividade da MPO no lavado
peritoneal (Fig. 9B) se correlacionou com a reducédo na contagem de neutrofilos,
sugeriu-se que modulacdo da migracdo neutroéfilica tenha um papel mais
importante no processo do que a inibicio da MPO, conforme descrito
recentemente para o nitroxido tempol [29,50,89]. Além disso, estudos anteriores
com ebselen e outros selenocompostos sugeriram que a menor infiltragéo
leucocitaria na cavidade peritoneal € uma consequéncia na reducao dos niveis
de citocinas inflamatdérias por essas moléculas [5,90,91].

Quando administrada na regido subplantar da pata do camundongo, a
carragenina produziu um aumento progressivo do volume da pata injetada do
animal (Figs. 13 A e C) bem como a infiltracdo de neutrdfilos (Figs. 13 B e D),
conforme esperado para o quadro agudo do processo inflamatorio [92]. Como
consequéncia, 0s niveis de proteinas oxidadas também aumentaram (Figs. 14.
D, E e F). O composto 2 (50 mg/kg) reduziu o edema de pata (Fig. 12 e 13 ), a
infiltracao de neutrdfilos (Fig.13 B e D), a imunomarcacao para MPO e proteinas
oxidadas no tecido (Figs. 14D e F). Novamente, observamos uma reducéo
expressiva na migragdo de neutrofilos para o sitio inflamatorio, tanto que outros
autores atribuiram os efeitos anti-inflamatoérios de selenocompostos no modelo
de edema de pata a inibicdo da quimiotaxia [66,90,91]. De fato, demonstramos
gue o composto 2 reduziu a migracao de neutréfilos in vitro (Fig. 10), o que deve
envolver o blogueio da atividade da NADPH oxidase e a reorganizacdo do
citoesqueleto, conforme trabalhos anteriores [93—-95].

Importante destacar que a predicdo farmacocinética indicou que esse
composto tem alta permeabilidade nas membranas, inclusive na barreira
hematoenceféalica (Tabela 1). Além disso, no ensaio de toxicidade de dose Unica,
o0 composto 2 (50 mg/kg) ndo causou alteragdes significativas no consumo de

racdo, agua e peso corporal nem qualquer sinal de estresse nos camundongos
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ao longo de 15 dias. Corroborando esse achado, a predicéo toxicoldgica in silico
sugeriu que a molécula ndo detém potencial citotdxico, hepatotoxico,
imunotéxico e carcinogénio com um DLso estimado em ~1516 mg/kg. De maneira
similar, estudos anteriores demonstraram que alguns compostos de selénio com
propriedades farmacolégicas bem estabelecidas, incluindo ebselen [96],
disseleneto a base de amina [12], disseleneto de fenila [97] foram bem tolerados
in vivo. Além disso, SEI-Plex®, uma levedura selenizada, DLso =2 2000 mg/kg em
camundongos, causando nenhuma mortalidade em camundongos submetidos
ao ensaio de toxicidade aguda [98]

Em conjunto, nossos dados demonstraram que 0 composto 2 é um
candidato promissor no desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento
de doencas inflamatdrias. A atividade anti-inflamatoria in vitro e in vivo deste
novo disseleneto foi comprovada pela reacao direta do composto com o HOCl e
inibicdo do burst oxidativo in vitro, pela reducdo da migracdo neutréfilica e do
processo inflamatorio subsequente na peritonite e na inflamacdo da pata
induzida pela carragenina, esem indicios de toxicidade. Nossos dados suportam
gue a reducdo da atividade da NADPH oxidase, recrutamento de neutrdfilos,
dano oxidativo e leséo tecidual devem ser os responsaves pelas propriedades

anti-inflamatérias do disseleneto.
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CONCLUSOES

Nesse estudo, comprovamos a atividade anti-inflamatéria de um novo
disseleneto. Este novo composto demonstoru reagir diretamente com o HOCI e
inibir o burst oxidativo in vitro, além de reduzir o processo inflamatério na
peritonite e inflamacédo da pata induzida pela carragenina sem demonstrar
indicios de toxicidade. Esses achados estimulam a continuidade dos estudos
com o objetivo de identificar os mecanismos celulares e moleculares subjacentes
aos efeitos do novo disseleneto. Apesar de preliminares, nossos resultados
podem contribuir no desenvolvimento de novas estratégias para processos redox

e inflamatorios.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1. Inibicdo da formacao de taurina cloramina pelo HOCI in vitro e por

neutrofilos humanos ativados.

Compostos Inibicdo da formacédo de Inibicdo da formacao de
taurina-cloramina pelo taurina-cloramina  por
HOCI in vitro (%) neutrofilos (%)

01 9,6+0,1 51,5+0,4

02 44,510 73,010

03 42,240 47,310

04 40,210 n.o.

05 n.o. 14,0+0

06 3,940 35,1+0

07 n.o. 10,540,2

08 41,4+0 1,910

09 n.o. 58,2+0,1

10 n.o. n.o.

11 35,5+0,3 n.o.

12 2,7+0,2 n.o.

13 61,210 58,5+0,2

14 97,60 78,210

15 66,4+0,6 21,7+0,3

16 33,3+1,4 36,1+0

17 34,110 61,8+0,2

18 68,2+0,3 27,6+0,3

19 32,010 15,840

20 32,80 n.o.

21 26,0+0,6 29,3+0,1

22 35,9+0,7 5,9+0,4

23 16,8+0,4 n.o.



24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

n.o.
60,6+0,7
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
45,2+0,0
n.o.
11,7+0,1
n.o.
n.o.

n.o.
19,7+0,1
28,1+0,4
n.o.

n.o.
1,9+0
n.o.

n.o.
21,3+0,2
n.o.
70,3+0,1
n.o.

n.o.

n.o.

n.o.
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*Os valores sao representativos de trés experimentos independentes, e 0s
resultados apresentados como média + erro padrdo. No sistema HOCI in vitro
(60 uM), os compostos foram testados na concentracao de 60 pM, enquanto no
sistema com neutréfilos (3,3 x 10° células/mL) na concentragéo de 10 uM. n.o.=
inibicdo da clorinagéo n&o observada na concentragdo testada.
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