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ZANELATTO, Leonardo Campos. Acdo quimioprotetora do micronutriente Selénio em
celulas HepG2: avaliagdo da expressdo de genes de estresse celular induzido por H>O,. 62f.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de
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RESUMO

Dentre diferentes agentes analisados quanto ao potencial quimioprotetor para o cancer, 0s
componentes da dieta s3o os mais bem avaliados. Tais estudos apresentam evidéncias de que
os alimentos fornecem substincias bioativas que podem alterar a expressdo génica. A
atividade antioxidante do selénio parece ser responsavel pela sua eficacia no tratamento de
doencas que se correlacionam ao estresse celular. Devido a tais aspectos, t€ém crescido o
interesse pela investigagdo dos papéis de diferentes compostos de selénio como agente
terapéutico em diversas doencas cronicas degenerativas, tais como os canceres. O presente
estudo avaliou a ag¢do moduladora/quimioprotetora da L-(+)-Selenometionina (SeMet) em
células HepG2 frente ao estresse celular induzido pelo H,O;por meio do ensaio MTT, do
ensaio do cometaec da expressdo génica por RT-qPCR de genes relacionado ao estresse
oxidativo (GPX1, SOD, CATALASE) de reticulo endoplasmatico (GADD153, ERN1, TRAF2)
e de apoptose (CASP9). No ensaio MTT, a SeMet a 50, 100, 250 e 500 ng/mL apresentaram
uma acdo citoprotetora contra os danos causados por H,O,, enquanto que as concentragodes
mais elevadas (1000 e 2000 ng/mL) aumentaram o efeito citotdéxico causado pelo H,O,. No
ensaio do cometa, foi verificado que a concentragdo de 50 ng/mL no tratamento associado foi
capaz de diminuir o efeito genotdxico provocado pelo perdxido de hidrogénio, porém o
mesmo ndo ocorreu na concentra¢do de 500 ng/mL. No RT-qPCR, de forma semelhante aos
resultados encontrados no cometa, observou-se que a SeMet a 50 ng/mL modulou os genes
testados, mostrando um efeito antioxidante e antiapoptotico. Em contrapartida, na
concentragdo de 500 ng/mL a SeMet foi incapaz de modular os genes para a quimioprotecao,
por vezes perfazendo um efeito toxico as células.Esses resultados sugerem que a SeMeté
capaz de modular positivamente os genes de estresse oxidativo e de reticulo endoplasmatico,
provocando um efeito quimioprotetor e antioxidante frente ao estresse causado pelo H>O,e
pode ser uma alternativa na medicina preventiva.

Palavras-chave: SeMet. Quimioprotetor. RT-qPCR. Estresse de reticulo
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in HepG2 cells: gene expression evaluation of cellular stress induced by H,0,.62 p.
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ABSTRACT

Among different agents analyzed for chemoprotective potential for cancer, the components of
diet are best evaluated. These studies show evidence that foods provide bioactive compounds
that can alter gene expression. The antioxidant activity of selenium appears to be responsible
for its effectiveness in treating diseases that have been correlated withthe cellular stress. Due
to these aspects, have increased interest in the investigation of the roles of different selenium
compounds as a therapeutic agent in many chronic degenerative diseases, such as cancers.
The present study evaluated the modulating/chemoprotective action of L-(+)-
Selenomethionine (SeMet) in HepG2 cells against the cellular stress induced by H,O; through
the MTT assay, the comet assay and RT-qPCR of genes related to oxidative stress (GPX1,
SOD, catalase), endoplasmic reticulum (GADD153, ERN1, TRAF2) and apoptosis (CASP9).
In the MTT assay, the SeMet at 50, 100, 250 and 500 ng/mL showed a cytoprotective action
against the damage caused by H,0,, whereas higher concentrations (1000 and 2000 ng/mL)
increased the cytotoxic effect caused by H,O,. In the comet assay, it was found that the
concentration of 50 ng/mL was able to reduce the genotoxic effect caused by peroxidein the
associated treatment, but this did not occur in the concentration of 500 ng/mL.In RT-qPCR,
similar to results found in comet, it was observed that the SeMet at 50 ng/mLwas able to
modulate the genes tested, showing an antiapoptotic and antioxidant effect. In contrast, SeMet
at 500 ng/mL was incapable of modulating the genes, sometimes giving a toxic effect on cells.
These results suggest that SeMet, althoughpossess a short therapeutic window, is able to
positively modulate genes of oxidative stress and endoplasmic reticulum, causing a
chemoprotective and antioxidant effect against the stress caused by H,O, and could be an
alternative in preventive medicine.

Keywords: SeMet. Chemoprotective. RT-qPCR. ER stress
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1 INTRODUCAO

A area de genética toxicologica visa o desenvolvimento e a aplicacdo de
testes de mutagenicidade para identificacdo de substancias prejudiciais a saude e de riscos
para populagdes expostas, ocupacionalmente ou ndo e, portanto, com maior risco para o
aparecimento de doengas degenerativas. Diferentes métodos, citogenéticos e moleculares, sao
aplicados na identificacdo de grupos de risco ou mesmo de individuos mais susceptiveis
quanto ao acumulo de mutacdes no DNA.

A literatura indica que a grande maioria dos tumores humanos ¢ causada por
agentes quimicos ligados ao estilo de vida (fumo, bebida, sedentarismo) e a dieta. Desde
entdo, surgiram importantes avangos sobre os mecanismos pelos quais muitos desses
carcinogenos quimicos levam ao surgimento de células neopldsicas em seres humanos,
possibilitando, assim, as bases para a preven¢do e tratamento de diversos tipos de tumores
(DOLL & PETO, 1981).

A carcinogénese esta diretamente relacionada com o prolongado acumulo de
injarias em diferentes niveis bioldgicos, que alteram as células tanto do ponto de vista
genético quanto bioquimico. Uma nova estratégia para reduzir a sua incidéncia relaciona-se a
programas de interveng¢do voltados para a dieta e nutri¢do, bem como para o desenvolvimento
de produtos farmacoldgicos que poderiam funcionar como quimiopreventivos (DA SILVA et
al., 2003). Desta forma, a prevengao contra o cancer pode ser alcancada evitando substancias
carcinogénicas/mutagénicas e favorecendo a utilizagdo de fatores protetores.

O desenvolvimento de estratégias preventivas contra doengas cronicas tem
contribuido para o aumento da expectativa ¢ qualidade de vida da populagdo, sendo a
prevengdo amplamente utilizada (DE FLORA &FERGUSON, 2005). Mais de 500 agentes
quimicos estdo sendo analisados em relacdo a sua atuacdo na quimiopreven¢do do cancer e
cerca de 30 classes de substancias quimicas diferentes apresentam esse potencial
(FERGUSON, 1994; DE FLORA & FERGUSON, 2005).

Dentre os agentes analisados quanto ao potencial quimioprotetor para o
cancer, os componentes da dieta t€ém sido os mais bem avaliados, visto que o consumo
adequado de determinados alimentos tem a propriedade de proteger o DNA e,
conseqiientemente, evitar o desenvolvimento de diversos canceres (POOL-ZOBELet al.,
2002). Nesse sentido, estudos epidemioldgicos demonstram associacdes estatisticamente

significativas entre dieta e estilo de vida, com aumento da incidéncia e severidade de doencas

cronicas (KOLONEL et al., 2004).
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Por razdes metabolicas, ambientais e/ou genéticas, os individuos apresentam
diferentes respostas a nutrientes e alimentos, e isso se reflete em diferentes niveis de
beneficios e riscos a ingestdo dos mesmos. Assim, a ingestdo particular de um nutriente pode
oferecer risco a alguns individuos, mas ndo a outros, ou um beneficio a alguns individuos e
ndo a outros (KAPUTet al., 2007b). Dessa forma, entende-se a necessidade de se avaliar

diversos micronutrientes € a sua interacdo com o genoma celular.

1.1 NUTRIGENOMICA

Evidéncias sugerem que diferengas genéticas entre individuos sejam
responsdveis pelas variadas respostas ao ambiente, em particular a dieta, a qual ¢ um dos
maiores e mais constantes fatores a que os genes estdo expostos durante a vida (FOGG-
JONHSON & KAPUT, 2003).

Nesse contexto surgiu a ciéncia nutrigendmica, integrando duas areas de
pesquisa antes ndo correlatas: a genética e a nutricdo. A abordagem mais conhecida da
nutrigenomica ¢ o estudo das associagdes dieta - gene - fenotipo, a qual utiliza métodos
epidemioldgicos e de genética molecular para encontrar associagdes estatisticas entre genes,
alimentos e caracteristicas biologicas, incluindo doengas (KAPUT & RODRIGUES, 2004).

Os resultados desses estudos trazem informagdo e conhecimento sobre as
influéncias ambientais na manutengao da satide ¢ no desenvolvimento e evolugdo da doenga, e
como os alimentos podem alterar a expressao molecular da informacdo genética em cada
individuo (KAPUT et al., 2007b; FOGG-JONHSON & KAPUT, 2003) e/ou em grupos
populacionais.

Assim sendo, o objetivo da nutrigendmica € personalizar a dieta e contribuir
na prevencao de doengas, ampliando os conhecimentos moleculares e cientificos para o
mercado consumidor. Assim, por meio da analise da expressdo genética, single nucleotide
polymorphism(SNP), haplotipos, resultados bioquimicos e fisiologicos, pesquisadores tém
alcancado essa meta, verificando respostas individuais e de grupos que atendem de forma

muito particular a diferentes dietas (FOGG-JONHSON & KAPUT, 2003).

1.2 O SELENIO

O elemento-tragco Selénio (Se) foi descoberto em 1817 pelo quimico suico

Berzelius, que o nomeou em homenagem a deusa da lua, Selena, da Grécia. Hoje, quase 200
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anos depois, o Se esta bem estabelecido como um micronutriente essencial de fundamental
importancia para a saude humana (PAPP et al.,, 2007). Esse fato écada vez mais
evidente em novas pesquisas que de monstram um papel até entdo ndo-aparentepara este
elemento em areas importantes da biologia humana (RAYMAN, 2000).

O Se compartilha propriedades fisicas e quimicas com o enxofre (S). Tal
similaridade permite a substituicdo do enxofre (S) por selénio (Se) em diversas reagdes
quimicas que ocorrem nos sistemas bioldgicos. Por outro lado, as diferengas nas propriedades
fisicas e quimicas entre esses elementos constituem a base de seus respectivos papéis
biologicos (BARBOSA, 2006).

Compostosde  seléniottm a  capacidade  do “ciclo  redox”esdo
metabolizadosaosestados maisreduzidos, enquantocompostos de enxofre tornam-se
maisoxidados.Estas diferengas sdopropostas para explicarporque compostos de seléniosdo
antioxidantes maiseficazes e agentes cancer-preventivosmais potentes que seus analogos
de enxofre (IP & GANTHER, 1992; WHANGER, 2004; PAPP et al., 2007). Logo, esta
propriedade torna o selénio capaz de reduzir dissulfetos e sulfoxidos, sendo esta uma
importante caracteristica biologica, ja que estes compostos atuam diretamente na atividade de
enzimas de detoxificacdo, como a glutationa-peroxidase (GPx), tiorredoxina-redutase (TrxR),
entre outras.

O exemplo mais conhecido desta fungdo redox ¢ a redugdo de lipidios
prejudiciais e hidroperdxidos de fosfolipidiosa produtos ndo téxicos (dgua e alcoois) pela
familia das glutationa-peroxidasesselénio-dependentes (DIPLOCK, 1994; SUNDE, 1997;
ALLAN et al., 1999; RAYMAN, 2000). Esta fun¢do ajuda a manter a integridade da
membrana e reduz a probabilidade de propagacdo do dano oxidativo a biomoléculas como
lipidios, lipoproteinas e DNA, evitando o aumento do risco associado a doengas como
a aterosclerose ¢ o cancer (DIPLOCK, 1994; NEVE, 1996; RAYMAN, 2000).

O aporte nutricional do selénio da-se pelo consumo das plantas, que
absorvem o elemento na sua forma inorganica selenato (Se04) e selenito (Se0s?) do solo
(MUSHAK, 1985; SURALI 2006).

Nas plantas, o selénio é convertido em formas organicas, como o0s
aminoacidos selenometionina (SeMet) e selenocisteina (Sec). SeMeté o seleno-
compostoprincipalem graos de cereais, legumes e soja. Embora ele sirva como um importante
precursor para a sintese de Sec em animais, metabolitos adicionais de selénio também estdo

disponiveis para este processo (WHANGER, 2002; PAPP et al., 2007).
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O Se ¢ principalmente encontrado em oleaginosas, como a castanha-do-
Brasil (Bertholletia exelsa L.), cereais integrais, ostras ¢ crustaceos, carne suina, aves, carne
bovina e de peixes. Na Tabela 1, apresentam-se os alimentos que sdo fontes de selénio e a
quantidade presente em cada um deles (em ug) por meio da medida utilizada pela populagao,

segundo Ferreira e colaboradores (2002).

Tabela 1 - Contetido de selénio em alimentos considerados fonte (em medida usual utilizada).
ALIMENTO MEDIDA USUAL  QUANTIDADE (g) SELENIO (pg)

Grupo das oleaginosas

Cast.-do-Brasil 2 unidades 8 153.4
Soja cozida 1 % colher de 36 6,9
Sopa
Soja assada 1 ' colher de 36 2,6
sopa
Lentilha cozida 5 colheres de sopa 120 3,6
Grupo das carnes
Salméo cozido 2 filés 200 114,4
Atum em 6leo 2 Y5 colher de 112,5 67,6
sopa
Bacalhau cozido 1 pedago 135 50,8
Camarao no 13 unidades 104 39,6
Vapor
Figado cozido 1 unidade 100 36,1
Peito de Peru 1 filé 100 29,1
assado
Peito de frango 1 unidade 100 27,6
Grupo de leite, queijo e iogurte
logurte desnatado 1 % copo 330 11,88
Queijo mussarela 3 fatias 50 8,5
Leite desnatado 1 copo 270 6,75
Leite integral 1 xicara de cha 182 6,7
logurte Integral 1 copo 165 3,6
Grupo dos carboidratos
Macarréo cozido 3 % colheres de 105 26,4
sopa
Arroz branco 4 colheres de sopa 125 11,6
cozido

Fonte: Adaptado de Ferreira et al., (2002).
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Os niveis teciduais de selénio sdo diretamente influenciados pela dieta, que
sofrem variacdes segundo as diferencas geograficas na disponibilidade do selénio no solo
(BROWN & ARTHUR, 2001).Focos de deficiéncia de Se foram identificados em varias
regides do mundo, assim como no Brasil (MORAES et al., 1999). De acordo com estudos
recentes, muitos paises na Europa e outras partes do mundo ainda t€m uma ingestdo de
selénio abaixo do que ¢ recomendado poragéncias de saude reguladoras (COMBS, 2001;
RAYMAN, 2005; PAPP et al., 2007).

A dosagem nutricional do selénio depende da viabilidade regional e dos
tipos de alimentos consumidos. Devido a fatores geograficos, socioeconomicos, culturais e
interindividuais, e principalmente pelo fato do selénio ser um mineral que possui uma estreita
janela terapéutica, ndo hd um consenso quanto a dose diaria necessaria ideal.

A dose de referéncia (RfD) do selénio (Se) para um humano adulto de 70 kg
juntando-se todas as fontes nutricionais (dieta + suplementacdo) ¢ de 350 ug/dia,
correspondendo a 5 ug de Se/kg de massa corporea/dia (SCHRAUZER, 2000). Desta forma,
ndo existe duvida de que quantidades adequadas de selénio sdo necessarias para a saude
humana ideal. Muitos de seus papéis fisioldgicos sdo atribuidos diretamente a sua presenga
dentro das selenoproteinas.Deficiéncia de selénio moderada tem sido associada avarias
condicoes, tais como aumento do cancererisco de infecgao,infertilidade masculina,diminuigao
da fun¢do imune ida tiredide, além de varias condi¢des neuroldgicas, incluindo Alzheimer e a

doenga de Parkinson (RAYMAN, 2000).

1.3 SELENOMETIONINA E SELENOPROTEINAS

O selénio ¢ conhecido principalmente por sua atividade antioxidante e, em
aspectos terapéuticos, por suas propriedades quimio preventivas, antiinflamatorias e antivirais
(RAYMAN, 2000).

As fungdes fisiologicas do Se sdo resultado da existéncia de selenoproteinas,
nas quais estd presente o aminoacido selenocisteina (Sec) e/ou a selenometionina.
Tradicionalmente, pensava-se que havia cerca de 20 aminoacidos. No entanto, a descoberta de
selenoproteinas levou a definigdo de 21 aminoacidos, incluindo a selenocisteina (Sec). Este
aminodcido ¢ muito semelhante a cisteina, mas incorpora selénio ao invés de enxofre. O
selénio foi primeiramente demonstrado como o componente essencial da glutationa-
peroxidase (GPx) e, em seguida, foi encontrado em 25 diferentes proteinas de mamiferos

(STADTMAN, 2000; HATFIELD & GALDYSHEV, 2002; KRYUKOV et al., 2003). O
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aminoacido selenocisteina ¢ incorporado a sequéncia de aminoacidos das selenoproteinas
durante a tradugdo, sendo reconhecido por meio do codon UGA na regido codifica dora do
RNA mensageiro (Renan) (HATFIELD & GALDYSHEYV, 2002). A incorporagdo do selénio
requer estruturas especificas na regido 3’ ndo-traduzida nos Renan das selenoproteinas. Dessa
forma, a expressdo de selenoproteinas depende de dois importantes fatores: o consumo
alimentar de selénio e fatores genéticos (BERRY, 2005).

Devido aoL-isdmerode selenometionina(Semet) ser uma das principais
formas naturais de selénio encontradas nos alimentos, a L-(+)-SeMet sintética ou fontes de
alimento enriquecidos das mesmas, como selénio de levedura, sdo formas complementares
apropriadas de selénio para os humanos. Logo, SeMet pode ser metabolizada diretamente para
formas reativas de selénio ou armazenadas no lugar dametionina em proteinas do

corpo(SCHRAUZER, 2000).

Figura 1 - Estrutura molecular da metionina e selenometionina, mostrando a localizagdo dos
atomos de enxofre e selénio (*). A substituicdo do 4&tomo de selénio por enxofre
na estrutura molecular da selenocisteina ocorre de modo similar ao observado
entre metionina e selenometionina.

(|300H (|300H
H,N*— C—<H HNC— (|3 =l
iC]-I2 CH,
e, e,
Ny i}
cn, cH,
Metionina Selenometionina

Fonte: Gierus (2007).

Em razdo da semelhanca, o organismo converte o Se principalmente
em Semete o incorpora em proteinas no lugar dametionina(Met), porque o tRNA-Metnao faz
distingdo entre Mete Semet. A substituigdo da Met por Semet via de regra nao altera
significativamente a estrutura da proteina, mas pode influenciara atividade das
enzimasseSemet substituir Metnas proximidades do sitio ativo (SCHRAUZER, 2000).

Geralmente, a atividade enzimatica torna-se aumentada, como no caso da agdo antioxidante

da enzima glutationa-peroxidase (GPx).
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O selénio éespecificamente incorporadoem proteinasna forma de
selenocisteina  (Sec) e = naoespecificamentecomoselenometionina (SeMet) no  lugar
de metionina, que sdo utilizadospara a sintese deselenoproteinasincluindo a glutationa-

peroxidase,tiorredoxina-redutase (TrxR),selenoproteinaPe outras enzimas (RIKIISHI, 2007).

Figura 2 - Metabolismo do selénio em mamiferos. (Se: selénio; GSS e SG: seleno
diglutationa; CH3SeH: metilselenol; H,Se: seleneto; SeMet: selenometionina; Sec:
selenocisteina; GSH: glutationa; TrxR: tiorredoxina-redutase; Trx: tiorredoxina).
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Fonte: Papp et al., (2007).

Estas enzimas contribuem para a atividade antioxidante, além de atuarem no
armazenamento, metabolismo e transporte do Selénio (PAPP et al., 2007).No entanto,ainda
ndo ¢ certo se isso ocorrein vivo, visto que um estudo recente ndo conseguiu mostrar um
efeito protetor com proteinas do plasma humano (HONDAL et al., 1999).Porém, outro estudo
demonstra que a selenometionina também tem propriedades radio protetoras e protege contra
danos na pele induzidos por luz UV em ratos (SHIMAZU & TAPPEL, 1964; BURKE et al.,
1992; SCHRAUZER, 2000).

Desta forma, sendo o Se um micro nutriente envolvido na manutengdo da
homeostase celular, ele atua nas células diretamente ou associando-se a inumeras seleno
proteinas e estas enzimas por sua vez estdo relacionadas a prote¢do celular contra intimeros
agentes exdgenos ou endogenos causadores de estresse, atuando, principalmente, como agente

antioxidante e de reparo de lesdes no DNA (COMBS & GRAY, 1998).
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1.4 O SELENIO E SUA ACAO QUIMIOPREVENTIVA E ANTITUMORAL

A atividade anticarcinogénica do selénio foi relatada 12 anos apds sua
descoberta como elemento-traco essencial, relacionando-se a deficiéncia do Se com o
aumento do desenvolvimento de diversos canceres (BECK et al., 1998; BECK et al., 2003).

A atividade quimioprotetora do Se contra diferentes neoplasias parece ser
oriunda de variados mecanismos. Dentre estes, cita-se que em doses terapéuticas tais efeitos
parecem estar associados ao fato de o Se ser componente de enzimas antioxidantes como a
glutationa-peroxidase (GPx) e a superdxido-dismutase (SOD) (BARBOSA, 2006).

O selénioexerceas suas fungdesbioldogicasem grande partepela sua
presenganasselenoproteinas.No entanto, algunscompostosde baixopeso molecular,como a
selenometionina,sdo relatadoscomo agentesantitumorigénicos eficientesem estudos em
animaise emmodelos in vitro (GANTHER, 1999; IP et al., 2000; WHANGER, 2004).
Emboraas fungdes de muitas selenoproteinasainda ndo estdoesclarecidas, pelo menos
trésdelas,tiorredoxina-redutase-1  (TrxR1),TrxR2e glutationa-peroxidase-4 (GPx4), sao
essenciaispara a vida, como demonstrado emmodelos de camundongos knockout (PAPP et al.,
2007).

As selenoproteinas sdo também conhecidas por apresentarem papel
importante no controle de processos como a divisdo celular, a detoxificagdo, o sistema auto-
imune ¢ a inativacdo de oncogenes (RAMAKISHNAN et al., 1996; COMBS & GRAY, 1998;
FLEMING et al., 2001).

Outro evento de atuacdo anticarcinogénica relacionada ao Se ¢ a apoptose
(VIARO et al., 2001). Como anteriormente descrito, o Se ¢ componente essencial do sitio
ativo de diversas enzimas de atividade oOxido-redutora, em especial as glutationas
(HESKETH, 2009). No entanto, estas enzimas apresentam diversas funcdes celulares em
adicdo as suas propriedades antioxidantes, participando da transdug@o de sinais e na expressao
génica relacionada ao processo de apoptose (LARSSON et al., 1983; ARRIGO, 1999; SIES,
1999; VOEHRINGER, 1999; TEW, 2001).

Por outro lado, sabe-se também que a citotoxicidade de altas doses de
selénio, via producao de radicais livres e oxidagdo de tidis, € responsavel por grande parte de
seus efeitos como agente anticarcinogénico (FLEMING et al., 2001; SPALHOZ et al., 2001).

Apesar das descri¢des anteriores, os mecanismosmoleculares precisos que

fundamentamos efeitosdo selénio em condi¢des fisiologicas epatologicaspermanecem



21

desconhecidos(PAPP et al., 2007). Por isso torna-se importante mais estudos que permitam
uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos nos processos de quimioprevengao e

anticarcinogénese.

1.5 O RETICULO ENDOPLASMATICO (ER), O SELENIO E SEUS PAPEIS FRENTE AO ESTRESSE

CELULAR

O reticulo endoplasmatico(endoplasmic reticulum, ER)é um
dasmaioresorganelascelulares, sendo que suas membranas constituemmais da metadedototal
dasmembranasde uma célula. O limen do ER, o espaco interno, representa mais de 10% do
volume celular (PAHL, 1999).

Aproximadamenteum tercode todas as proteinascelulares
sdotranslocadaspara o limendoER, ondemodifica¢despos-traducionais, dobramentos
eoligomerizagdesocorrem (KAUFMAN, 1999).

Dada a importanciadessa organela, sua fun¢doadequada ¢ essencialpara a
célula. Portanto, parecenaturalque os mecanismosevoluiram parasinalizar qualquer disturbio
na fung¢do do reticulo (PAHL, 1999).

O ERéextremamente sensivela alteragdesna homeostase, onde,sobre
umavariedade de estimulosdiferentes, os sinais sdo transduzidos do ERpara o citoplasmae o
nucleo. Esses sinais, por sua vez, resultam emadaptacdopara a sobrevivénciaou a indugdode
apoptose (KAUFMAN, 1999).

A resposta imediataocorre noaparelhode traducao, enquanto quemudangas
na expressdo génicapromovem aadaptacdo a longo prazoou a morte celular por apoptose
(KAUFMAN, 1999). A viade sinaliza¢do intracelular que participa desta regulagdo foi
denominada “UPR” (unfolded protein response) (RON & WALTER, 2007).

Um desequilibrio(chamadode estresseER)entre a  cargadeproteinas
desdobradas que entram noERe a capacidade da maquinaria celular que lida comesta
cargadefine  trésprincipais  respostasem  movimento, das quais as  duas
primeirassaoretificadoras. Primeiramente,ha uma redugaona cargade proteinaque entra noER,
uma adaptagdo transitoria que ¢ conseguidapela redugdo da sintese de proteinase
translocagdopara oER. Posteriormente, hd& um aumentona capacidadedo ERem lidar
com proteinas desdobradas, que¢ uma adaptagdoa longo prazoa qual envolvea
ativacaotranscricionalde genes-alvo UPR,incluindo aqueles que funcionam como parte da

maquinaria de dobramento de proteinas doER.Sea homeostasenao puderser reestabelecida, um
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terceiro mecanismo, a morte celular, ¢ disparado, supostamente para proteger o organismoa
partir de célulasque exibem proteinas deformadas (RON & WALTER, 2007).

A indug¢do de danos oxidativos por agentes enddgenos ou exdgenos ou uma
desregulacao da via UPR podem levar a uma condicdo adversa, em que sdo produzidas e
exportadas proteinas alteradas (unfolded-proteins), o que afeta os processos fisiologicos,
principalmente no caso de proteinas regulatérias (COUX et al., 1996, HOCHSTRASSER,
1996).

Falhas no funcionamento da UPR té€m sido relacionadas a diversas doengas,
principalmente as neurodegenerativas (doenca de Parkinson), sindromes genéticas (fibrose
cistica) e o surgimento de diversos tumores (PAUL, 2008). Desta forma, torna-se importante a
busca de agentes quimioprotetores que tenham a¢do na modulacio de genes da via
UPRvisando a medicina preventiva.

Com relagdo a agdo do selénio em genes de estresse de reticulo
endoplasmatico (acao quimioprotetora/moduladora) ndo hd nenhum dado na literatura, o que
indica o pioneirismo desse estudo tendo em vista o papel dessa organela em inumeros
processos celulares e a importancia dessa via na sobrevivéncia celular.Dessa forma, torna-se
importante entender os mecanismos envolvidos em células humanas (HepG2) quando estas
estdo submetidas a tratamentos com selénio, para que seja possivel compreender a atuagdo

desse micronutriente quanto ao seu potencial quimioprotetor e antioxidante.

1.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

1.6.1 Ensaio de Citotoxicidade (MTT)

Os testes de citotoxicidade sdo importantes para definir os limites de
concentracdo a serem utilizados em experimentos de inducdo de mutagcdo e apoptose
(EISENBRAND et al., 2002).

O ensaio MTT, proposto por Mossmann em 1983, ¢ um dos mais
empregados e um dos mais sensiveis testes para a detecg@o de citotoxicidade apos a exposi¢ao
das células a substancias toxicas (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). Testes colorimétricos
como este, apresentam vantagens como sua rapidez e precisio (MOSSMANN, 1983).

O método envolve a conversdo, pelas células, do MTT [3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide], um sal tretrazolium, em um

formazan de coloragdao roxa (MOSSMANN, 1983).
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Tal reacdo geralmente ¢ atribuida a atividade das mitocondrias, porém o
exato mecanismo da redu¢do do MTT ainda nao estd bem esclarecido (VELLONEN et al.,
2004). Como o produto formado ¢ impermeavel as membranas celulares, este se acumula nas
células vivas. Apods a exposicao das células ao composto teste e ao periodo de incubagdo das
mesmas em contato com o MTT, as amostras passam pelo leitor de microplacas, onde sio

medidas espectrofotometricamente em 550 nm.

1.6.2 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa vem sendo proposto para estudos de toxicogenética
devido a suas peculiaridades e vantagens quando comparado a outros testes para deteccao de
substancias genotoxicas. Ele ndo ¢ utilizado para detectar mutagdes, mas sim lesdes
gendmicas que, apos serem processadas, podem resultar em mutagdo. Diferente das mutagoes,
as lesdes detectadas pelo ensaio do cometa sdo passiveis de corre¢do. Assim sendo, o ensaio
do cometa pode também ser utilizado para estudos de reparo do DNA, trazendo informagdes
importantes sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada, embora ndo possibilite interferir a
fidedignidade do processo de reparo. Uma vez que danos no DNA sao freqiientemente célula
e tecido especificos, uma metodologia como o ensaio do cometa que permite a deteccao de
danos e seu reparo em uma Unica célula, e consequentemente, em determinada subpopulagao
celular, ¢ de extrema relevancia para a avaliagdo de compostos genotdxicos (GONTIIO &

TICE, 2003).

1.6.3 Expressdo Génica- PCR em Tempo Real

A PCR em tempo real representa um salto tecnoldgico que abriu novas e
poderosas aplicacdes para os pesquisadores de todo o mundo. Isto ¢, em parte, devido a
enorme sensibilidade da PCR associada a precisdo oferecida pelo monitoramento em “tempo
real” dos produtos de PCR assim que sdo gerados (VALASEK& REPA, 2005).

A maior limitacdo das DNA-polimerases (¢ da PCR) é que geralmente usam
DNA como molde. Elas ndo podem, por exemplo, amplificar RNA de modo similar. Este
problema pode ser superado por outra enzima, a transcriptase reversa, que gera DNA
complementar (ou cDNA) a partir de um molde de RNA (VALASEK& REPA, 2005).

Ensaios baseados em Reverse Transcription (RT)-PCR atualmente sdo os métodos mais
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comuns para caracterizacdo e confirmacao de padrdes de expressdo gé€nica € para comparar
niveis génicos em diferentes populagdes (MOCELLIN et al., 2003).

Muitos eventos celulares, sobre a sobrevivéncia, crescimento €
diferencia¢do sdo refletidas nos padrdes alterados da expressdo génica e a capacidade de
quantificar os niveis de transcricdo de genes especificos tem sido essencial para qualquer
investigacao sobre a funcao do gene (ZAMORANO et al., 1996).

A quantificacdo relativa determina as mudangas nos niveis d¢ RNAm de um
gene frente a varias amostras, e ¢ expressa em relacdo aos niveis de um controle interno ou
normalizador, o qual frequentemente ¢ um gene constitutivo. Consequentemente, a
quantificagdo relativa ndo requer padrdes de concentragdes conhecidas. E fundamentada nos
niveis de expressdo de um gene em relacdo ao gene constitutivo, sendo indicada para a
investigagdo fisiologica de alteracdes nos padrdes de expressdo génica. Para calcular a
expressao dos genes, o valor do cycle threshold (Ct) do gene constitutivo sera comparado com
o valor do gene alvo.

Os usos tipicos da PCR em tempo real sdo: detec¢do de patdogenos, analise
de expressdo génica, polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), andlise de aberragdes

cromossOmicas e mais recentemente a deteccdo de proteinas pela imuno PCR em tempo real.
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2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a possivel acdo

quimioprotetora/moduladora do micronutriente Selénio (L-(+)-Selenometionina) em células

HepG2 submetidas a injuria com H,0,.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Avaliar o efeito citoprotetorda L-(+)-Selenometionina em tratamento
por 24 horas, e também seu efeito associado com H,O,em células de
carcinoma hepatocelular (HepG2) , por meio do ensaio de
citotoxicidade MTT;

Avaliar o efeito genotdxico (danos ao DNA) e antigenotdxicoda L-(+)-
Selenometionina associada ao perdxido de hidrogénio pelo teste do
cometa;

Avaliar a expressao por PCR em tempo-real de genes de estresse
oxidativo (GPX1, CATALASE, SOD1), de estresse de reticulo
endoplasmatico (GADD153, ERN1, TRAF2) e de apoptose (CASP9)
induzidos por H,O, em células HepG2 tratadas com L-(+)-

Selenometionina.
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3 ARTIGO

Acédo quimioprotetora do micronutriente Selénio em células HepG2 na avaliacdo da
expressao de genes de estresse celular induzido por H,0,

Chemoprotective action of the micronutrient selenium in HepG2 cellsin the evaluation of

gene expression of cellular stress induced by H,O,
Artigo a ser submetido ao periddico Cell Biology and Toxicology

Acao quimioprotetora do micronutriente Selénio em células HepG2 na avaliagéo da

expressao de genes de estresse celular induzido por H,0,

Zanelatto, LCI*; Sartori, Dl; Ribeiro, LRZ; Mantovani, MS'

RESUMO

Dentre diferentes agentes analisados quanto ao potencial quimioprotetor para o cancer, os
componentes da dieta s3o os mais bem avaliados. Tais estudos apresentam evidéncias de que
os alimentos fornecem substincias bioativas que podem alterar a expressdo génica. A
atividade antioxidante do selénio parece ser responsavel pela sua eficacia no tratamento de
doencas que se correlacionam ao estresse celular. Devido a tais aspectos, t€ém crescido o
interesse pela investigagdo dos papéis de diferentes compostos de selénio como agente
terapéutico em diversas doencas cronicas degenerativas, tais como os canceres. O presente
estudo avaliou a agdo moduladora/quimioprotetora da L-(+)-Selenometionina (SeMet) em
células HepG2 frente ao estresse celular induzido pelo H,O;, por meio do ensaio MTT, do
ensaio do cometaec da expressdo génica por RT-qPCR de genes relacionado ao estresse
oxidativo (GPX1, SOD, CATALASE) de reticulo endoplasmatico (GADD153, ERN1, TRAF2)
e de apoptose (CASP9). No ensaio MTT, a SeMet a 50, 100, 250 e 500 ng/mL apresentaram
uma acdo citoprotetora contra os danos causados por H,O,, enquanto que as concentragdes
mais elevadas (1000 e 2000 ng/mL) aumentaram o efeito citotdéxico causado pelo H,O,. No
ensaio do cometa, foi verificado que a concentragdo de 50 ng/mL no tratamento associado foi
capaz de diminuir o efeito genotdxico provocado pelo perdxido de hidrogénio, porém o
mesmo ndo ocorreu na concentra¢do de 500 ng/mL. No RT-qPCR, de forma semelhante aos
resultados encontrados no cometa, observou-se que a SeMet a 50 ng/mL modulou os genes
testados, mostrando um efeito antioxidante e antiapoptotico. Em contrapartida, na
concentragdo de 500 ng/mL a SeMet foi incapaz de modular os genes para a quimioprotecao,
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por vezes perfazendo um efeito toxico as células.Esses resultados sugerem que a SeMeté
capaz de modular positivamente os genes de estresse oxidativo e de reticulo endoplasmatico,
provocando um efeito quimioprotetor e antioxidante frente ao estresse causado pelo H,O,e
pode ser uma alternativa na medicina preventiva.

Palavras-chave: SeMet. Quimioprotetor. RT-qPCR. Estresse de reticulo

1 INTRODUCAO

O  reticulo endoplasmatico ~ (endoplasmic  reticulum, ER)é uma
dasmaioresorganelascelulares, sendo que suas membranas constituemmais da metadedototal
dasmembranasde uma célula. O limen do ERrepresentamais de 10% do volume celular
(PAHL, 1999).

Aproximadamenteum tercode todas as proteinascelulares
sdotranslocadaspara o limendoER, ondemodifica¢despos-traducionais, dobramentos
eoligomerizagdesocorrem (KAUFMAN, 1999). Dada a importanciadessa organela, sua
funcdoadequada ¢ essencialpara a sobrevivéncia da célula. Portanto, parecenaturalque os
mecanismosevoluiram parasinalizar qualquer disturbio na fun¢do do reticulo (PAHL, 1999).

O ERéextremamente sensivela alteragdesna homeostase, onde,sobre
umavariedade de estimulosdiferentes, os sinais sao transduzidos do ERpara o citoplasmae o
nucleo para eventualmenteresultar emadaptagdopara a sobrevivénciaou a indugdode apoptose
(KAUFMAN, 1999).A resposta imediataocorre noaparelhode tradugdo, enquanto
quemudangas na expressdo génicapromovem aadaptacdo a longo prazoou a morte celular por
apoptose (KAUFMAN, 1999). A via de sinalizagdo intracelular que participa desta regulagcao
foi denominada “UPR” (unfolded protein response) (RON & WALTER, 2007).

A indugdo de danos oxidativos por agentes enddgenos ou exdgenos ou uma
desregulacdao da via UPR podem levar a uma condicdo adversa, em que sdo produzidas e
exportadas proteinas alteradas (unfolded-proteins), o que afeta os processos fisioldgicas,
principalmente no caso de proteinas regulatdrias (COUX et al., 1996; HOCHSTRASSER,
1996).

Falhas no funcionamento da UPR relacionam-se a diversas doencas, tais
como as neurodegenerativas (doenga de Parkinson), sindromes genéticas (fibrose cistica) € o
surgimento de diversos tumores (PAUL, 2008). Por isso, torna-se necessario a busca de
agentes quimioprotetores, 0s quais possuem um importante papel na medicina preventiva.

Dentre os agentes em analise quanto ao potencial quimioprotetor para o

cancer, os componentes da dieta t€ém sido os mais bem avaliados, visto que o consumo
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adequado de determinados alimentos tem a propriedade de proteger o DNA e,
conseqiientemente, evitar o desenvolvimento de diversos canceres (POOL-ZOBELet al.,
2002). Tais estudos apresentam evidéncias de que os alimentos fornecem nutrientes e
substancias bioativas que podem alterar a expressao génica (KAPUT et al., 2007) de forma a
garantir a homeostase e/ou prevenir o desenvolvimento de doencas.

A atividade antioxidante do selénio parece ser responsavel pela sua eficacia
no tratamento de doencas que tém o estresse oxidativo envolvido na génese e evolugdo da
doengca (BURGUER et al., 2005; ZASSO et al., 2005; BORGES et al., 2006;
PORCIUNCULA et al., 2006). Devido a tais aspectos, tém crescido o interesse pela
investigacdo da funcdo de diferentes compostos de selénio como agente terapéutico em
diversas doencas cronicas degenerativas, tais como os canceres.

A L-(+)-Selenometionina (SeMet) ¢ uma das principais formas naturais de
selénio encontradas nos alimentos, a qual pode ser metabolizado diretamente para formas
reativas de selénio ou armazenados no lugar dametionina emproteinas do
corpo(SCHRAUZER, 2000).

Em razdo da  semelhanga, o  organismoconverte o  Se
principalmenteem SeMete o incorporaem proteinasno lugar dametionina(Met), porque o
tRNA-Metnao distingue entreMete SeMet. A substituicdo daMet por SeMet via de regranao
altera significativamentea estrutura da proteina, maspode influenciara atividade das
enzimassea SeMet substituir Metnas proximidades do sitio ativo(SCHRAUZER, 2000).Esse
fato, geralmente, aumenta a atividade enzimatica, como no caso da acdo antioxidante da
enzima glutationa-peroxidase (GPx).

Frente ao exposto, considera-se que o Se, um micronutriente envolvido na
manutencdo da homeostase celular, pode atuar nas células diretamente ou associando-se a
inimeras selenoproteinas. As selenoproteinas relacionam-se a protecdo celular contra
inimeros agentes exogenos e/ou enddgenos causadores de estresse, atuando, principalmente,
como agente antioxidante e de reparo de lesdes no DNA (COMBS & GRAY, 1998). Desta
forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito anticitotdoxico da L-(+)-Selenometionina e
sua acdo quando associada a H,O,por meio do ensaio MTT, avaliar o efeito genotdxico pelo
teste do cometa e avaliar a expressao por PCR em tempo-real de genes envolvidos no estresse
oxidativo (GPX1, CATALASE, SOD1), no estresse de reticulo endoplasmatico (GADD153,
ERN1, TRAF2) e na apoptose (CASP9) induzidos por H,O, em células HepG2 tratadas com

L-(+)-Selenometionina.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 AGENTES QUIMICOS E INDUTORES DE DANO

Como composto-teste, foi utilizado a L-(+)-selenometionina (CsH;NOy;
CAS: 3211765; Acros®). O composto foi diluido em solugdo salina tamponada (PBS).

Utilizou-se como agente indutor de estresse celular (controle positivo) para
o ensaio MTT, para o teste do cometa e para a expressdo génica por PCR em tempo-real o

peroxido de hidrogénio (H2O,) (CAS 7722-84-1, Fmaia) na concentragdo final de 80 uM.

2.2 LINHAGEM CELULAR HepG2

As células HepG2 (Figura 1), provenientes de um carcinoma hepatocelular
humano, foram adquiridas no Banco de Cé¢lulas do Rio de Janeiro (UFRJ). Estas foram
cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo meio DMEM (Gibco) suplementado com
10% de soro bovino fetal (Gibco) e mantidas em estufa de CO,a 5%. Nestas condicdes, o

ciclo celular desta linhagem ¢ de aproximadamente 24 horas.

Figura 1 - Células HepG2 em Microscopia Optica (100X)

2.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE MTT

Para o ensaio de citotoxicidade MTT (Dimetyl-Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide)(CAS 298931; Sigma Aldrich®), realizado segundo Mossmann (1983), com

modificacdes, foi diluido em meio de cultura DMEM sem soro.As células foram semeadas em
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placas de 96 pocos, numa concentra¢io de 2,5 x 10* células para cada pogo. Estas foram
expostas aos tratamentos por 24 horas. Ao final desse periodo, as células foram incubadas
com MTT por 4 horas. A leitura foi entdo realizada em espectrofotometro (Uniscience) a 540
nm. Como agente indutor de citotoxicidade (controle positivo) foi utilizado o H,O, a 80 uM
(1h), e um controle negativo (células + meio DMEM). Sete concentragdes de L-(+)-
Selenometionina (SeMet) foram testadas (5, 50, 100, 250, 500, 1000 e 2000 ng/mL)
isoladamente ou associados com H,0O, (80 uM, 1h) sendo cada tratamento testado em
triplicata bioldgica e replicata técnica. Para a determinacdo das concentracdes de SeMet que
foram utilizados posteriormente no teste do cometa e na expressdo génica considerou-se o

resultado obtido neste ensaio de citotoxicidade.
2.4 ENsAlO DO COMETA

Células HepG2 foram cultivadas em frascos de cultura de 25cm’ numa
concentragio de 10° células. Como agente indutor de danos ao DNA (controle positivo) foi
utilizado o H,O, a 80 uM (1h), além de um controle negativo (células + meio DMEM). Trés
concentragdes de L-(+)-Selenometionina (SeMet) foram testadas (5, 50 e 500 ng/mL, 24h)
isoladamente ou associados com H,O, (80 uM, 1h) sendo cada tratamento testado em
triplicata bioldgica e uma replicata técnica. Apos os tratamentos, as células foram suspensas
em agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) e distribuidas em laminas pré-gelatinizadas, para
realizagdo do ensaio do cometa (Single cell gel electrophoresis) (SINGH et al., 1988; TICE et
al., 2000). As células foram lisadas por 60 min a 4°C e submetidas a condi¢des alcalinas por
20 min. A eletroforese foi realizada em pH 13, 25V, 300mA por 20min. As etapas do ensaio
estdo ilustradas na Figura 02.

Posteriormente as laminas foram neutralizadas e coradas com brometo de
etidio (2ug/mL), sendo analisadas 100 células por lamina. As imagens do tipo cometa foram
classificadas visualmente utilizando um microscopio de fluorescéncia com aumento de 400x.
Em cada tratamento analisou-se 100 cometas classificando-os de 0 a 3, conforme o
comprimento ¢ intensidade da cauda. Os critérios de classificacdo foram: (a) tipo 0, auséncia
de cauda; (b) tipo 1, cauda com até o didmetro donucleoide; (b) tipo 2, cauda de tamanho
médio, com 2 vezes o diametro do nucledide; (c) tipo 3, cauda longa, com comprimento
superior a 2 vezes o didmetro do nucledide. Além da classificacdo morfoldgica, as imagens
dos cometas foram analisadas no programa CometScore®, com o intuito de avaliar o “comet

length” e o “tail moment”.
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Figura 2 - Etapas do Ensaio do Cometa e analise em microscopia de fluorescéncia,
mostrando as 3 classes de danos no DNA: 0, 1,2 ¢ 3
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2.5  ANALISE DE EXPRESSAO RELATIVA (RT-QPCR)

A expressdo relativa dos genes em estudo foi quantificada pela técnica de
PCR em tempo-real. No primeiro dia semeou-se 2x10° células em dezoito frascos de cultura
de 25 cm’® contendo SmL de meio. Seis frascos foram tratados com L-(+)-Selenometionina
(trés frascos a 50 ng/mL e trés a 500 ng/mL, 24h), trés frascos com H,O, (80 uM, 1h), e seis
frascos tratados com L-(+)-Selenometionina (50 e 500 ng/mL, 24h) e H,O, (80 uM, 1h)
associados. Os outros 3 frascos foram destinados a controle (células + meio DMEM). Apos o
periodo de tratamento, as células foram tripsinizadas e seu RNA total foi extraido com Trizol
LS (Invitrogen®), de acordo com o protocolo do fabricante. O RNA extraido foi
ressuspendido em adgua DEPC (Invitrogen®) e tratado com DNase I Amplification Grade
(Invitrogen®).

A quantificacdo de RNA foi realizada pela leitura espectrofotométrica a 260
nm e 280 nm, sendo as amostras consideradas aptas se a razao da leitura em 260 nm ¢ 280 nm
estivessem entre 1,8 e 2,1. A fim de verificar a integridade do RNA, foi realizada eletroforese
em gel de agarose 0,8%. A sintese de cDNA(RT-PCR) foi feita a partir de 500 ng/mL de
RNA, com oligo(dT) e com a enzima transcriptase reversa (M-MLV — Invitrogen, Life
Technologies®).

As reagoes de qPCR foram realizadas no termociclador PCR LightCycler®

Nano (Roche). Os oligonucleotideos utilizados nos experimentos estdo listados na tabela 2. O
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Platinum® SYBR® Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen®) (composto fluorescente que se
liga a DNA dupla-fita), foi usado na mistura da reagdo, além de 0,4 mM de cada primer e 2
pL do cDNA, perfazendo um volume final de 20uL.

As condigdes da PCR no termociclador foram seguidas: um passo inicial a
95°C por 3 min, e 30 ciclos a 95°C por 30 seg, 60°C por 30 seg e 72°C por 20 seg, seguidos de
95°C por 10 seg e 40°C 1 min. A analise da curva de melting foi realizada no final da reagdo
com temperatura de50°C a 90°C a cada 0,5 graus por 20 seg.

Os dados foram normalizados com cDNAs de gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (GAPDH)amplificados em cada conjunto de experimentos de qPCRs. Todos os

experimentos foram realizados com trés culturas biologicas independentes, e cada amostra de

cDNA foi analizada em replicatas técnicas para cada par de primer.

Tabela 1 - Lista de primers, sequéncia (F ¢ R) e ID Blast/Referénciasutilizados no estudo.

Nome Sequéncia 5’- 3’ ID Blast/Referéncias
F- ACA AGA TTG TGA AGG TCG GTG TCA SUGAYA et al.,2005 (com
GAPDR R AGCTTC CCA TTC TCA GCC TTG ACT modificagdes)
F- CTC CCC TTA CAG TGC TTG TTC G HANDY et al., 2005
O | R CTT TAT AGT GGG AAC TCG CC
F- CTG TGT GAG AAC ATT GCC AAC CAC C | SIGFRID et al., 2004 (com
CATALASE | B CCA GGC TGT GAG GTA ACA TAA GACT modificagdes)
F- GCC CCA AGT TCC CCT TAA CT NM_021138.3
TRAFZ | R GAA TCT GCA AGG GAC TCG AC
F- AGC AGA TGT GCT TTT CCA GAC MCCULLOUGH et al., 2001
GADDISS | o GTC CTC ATA CCA GGC TTC CA (com modificagdes)
F- GCT CTT CCT TTG TTC ATC TCC MAURO et al., 2011
CASPY | R GTT TTC TAG GGT TGG CTT CG
sopy | - CTAGCG ACT TAT GGC GAC KATI(I)l:ctﬁaggaig(e)S)(com
R- GAA TGT TTA TTG GGC GAT C
ceng | - AGT GGG CAG ACA CAG TTT CA NM_001433.3
R- CCA CCG TGT AGG TAG GGT TC

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para o ensaio de citotoxicidade MTT, os valores dos pardmetros mensurados

foram comparadas por ANOVA seguida de Dunnet (p<0,05), pelo programa GraphPad
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Prism®5.

O ensaio de cometa foi analisado pelo programa CometScore®, com seus
parametros mensurados comparadas por ANOVA seguida de Dunnet (p<0,05).

Os niveis de expressao relativa dos genes em estudo foram determinados
pelo método de Pfaffl et al., (2002), com andlise estatistica realizada por meio do “Pair Wise
Fixed Reallocation Randomisation Test®” no Software REST® 2009, sendo sua significancia

estatistica estabelecida em p <0,05.

3 RESULTADOS

3.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (MTT)

A Figura 3(a) mostra os resultados obtidos pelo ensaio do MTT no
tratamento com SeMet. A leitura das absorbancias medida espectrofotometricamente mostra
que as células HepG2tratadas com L-(+)-Selenometionina nas concentragdes de 5, 50, 100,
250 e 500 ng/mL em tratamentos por 24 horas tiveram uma absorbancia préxima a do grupo
controle, sugerindo que essas concentragdes ndo foram citotdxicas. Por outro lado, verifica-se
que as concentragdes de 1000 e 2000 ng/mL apresentaram citotoxicidade, evidenciado pela
diferenca estatisticamente significativa em rela¢do ao grupo controle.

Nos tratamentos associados (mostrado na Figura 3b) verifica-se que as
concentragdes de 50, 100, 250 e 500 ng/mL conseguiram diminuir a citotoxicidade causada
pelo H,O, no tratamento por 1 hora, aumentando a sobrevivéncia das células HepG2,
evidenciado pela diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle positivo
(H207). O mesmo nao foi verificado nas concentragdes de 5, 1000 e 2000 ng/mL, sendo

ineficaz em proteger as células frente ao tratamento com peroxido.
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Figura 3 - Ensaio de citotoxicidade MTT. (a) Absorbancia média observada apds o
tratamento com SeMet por 24 horas; (b)Absorbancia média observada apods o
tratamento com SeMet associado com H,O;; (*) Diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao controle, p<0,05; (#)Diferenga estatisticamente
significativa em rela¢do ao H,O,, p< 0,05.
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32 Ensaio do Cometa

A Figura 04 (a e b) apresentam os resultados da avaliacdo do cometa apos os
tratamentos com SeMet e/ou H,O,. Em (a) esta representado o resultado da analise
morfologica e em (b) o comet length analisado no programa CometScore®. Observa-se que 0
tratamento de 500ng/mL de SeMet aumentou significativamente a quantidade de cometas em
relacdo ao controle significativamente em (a), assim como ouve a mesma tendéncia em (b),
demonstrando um dano ao DNA. Os outros tratamentos ndo provocaram dano genotoxico. No
tratamento de 50ng/mL associado com H,O, houve uma diminui¢do do numero de cometas
em relagdo ao tratamento somente com peroxido em ambas figuras (a e b), demonstrando um
efeito protetor da SeMet pela diminuicdo dos danos ao DNA causado pelo peroxido. Este
efeito também foi evidenciado no tratamento associado de 500ng/mL em (b) (embora em

menor grau), assim como uma tendéncia observada em (a).




Figura 4 - Ensaio do cometa. (a) Contagem morfoldgica do cometa; (b)Comet length

analisado pelo programa CometScore®;

(*)Diferenca estatisticamente

significativaem relagdo ao controle, p<0,05; (#)Diferenga estatisticamente
significativaem relacdo ao H,O,, p< 0,05.
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Corroborando com os dados mostrados na Figura 04, a Figura 05 mostra os

resultados do tail moment avaliados pelo CometScore®.Tail moment ¢ definido como o

produto do comprimento da cauda e a fracdo de DNA total presente na mesma. Desta forma,

verifica-se que o tratamento com H,0O, provocou uma grande extensdo de danos ao DNA

(evidenciado pela % de DNA na cauda). Nos tratamentos associados, a SeMet a 50ng/mL foi

capaz de proteger o DNA contra o dano causado pelo H,0,, efeito que pode ser observado

pelo declinio da % de DNA na cauda mostrado na Figura 05.
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Figura5- Tail moment analisado pelo programa CometScore® no ensaio do cometa;
(*)Diferenca estatisticamente significativaem relacdo ao controle, p<0,05;
(#)Diferenga estatisticamente significativaem relacao ao H,O,, p< 0,05.
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3.3 Analise de Expressao Génica

As Figuras 06, 07 e O8apresentam os resultados da expressdo relativa por
RT-qPCR dos genes de estresse oxidativo (GPX1, CATALASE, SOD1).Analisando-se os
valores relativos de expressao e fazendo-se a normalizagdo pelo gene constitutivo GAPDH,
observou-seque para o gene GPXlna concentragdo de 50ng/mL, ocorreudiminui¢aoda
expressdo dos transcritos no tratamento associado em relagcdo ao tratamento com H,O(Fig
06).0 que sugere um efeito protetor frente a0 dano causado pelo perdxido. Por outro lado, no
tratamento de 500 ng/mL houve o efeito contrario, com uma expressao relativa de transcritos
no tratamento associado maior do que no H>O; mostrando que possivelmente o tratamento de
500 ng/mL de SeMet pode estar sendo danoso a célula ao invés de protegé-la (efeito

evidenciado pelo aumento de expressdo em relagdo ao controle).
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Figura 6 - Expressdo relativa do gene Glutationa peroxidase (GPX1) em células HepG2
tratadas em 24h com SeMet. (Analise estatistica feita pelo Software REST®
2009); (*)Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle, p<0,05;
("Diferenca estatisticamente significativaem relagio ao H,O», p< 0,05.
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Efeito semelhante foi encontrado na expressao do gene SOD1(Figura
07),onde verificou-se que na concentracao de 50 ng/mL houve uma diminui¢do da expressao
do tratamento associado em relagdo ao H»O,enquanto que na concentragdo de 500 ng/mL
houve um grande aumento da expressdo de transcritos no tratamento associado em relagado ao
peroxido.

Por outro lado, no gene CATALASE, n3o houve nenhuma diferenca de
expressao estatisticamente significativa em nenhum dos tratamentos nas duas concentragdes
de SeMet testadas, embora em ambas houve uma pequena diminuicdo do tratamento

associado em relagao ao H,O, (Figura 08).
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Figura 7 - Expressdo relativa do gene Superoxido dismutase (SOD1) em células HepG2
tratadas em 24h com SeMet. (Analise estatistica feita pelo Software REST®
2009); (*)Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle, p<0,05;
("Diferenca estatisticamente significativaem relagio ao H,O», p< 0,05.
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Figura 8 - Expressdo relativa do gene CATALASE em células HepG2 tratadas em 24h com
SeMet. (Anélise estatistica feita pelo Software REST® 2009).
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As Figuras 09, 10 e 11e 12 apresentam os resultados da expressdo relativa
por RT-qPCR dos genes de estresse de reticulo endoplasmatico (GADD153, ERN1, TRAF2) e
de apoptose (CASP9) induzidos por H,O, em células HepG2 tratadas com L-(+)-
Selenometionina.Foi observado na Figura 09 que no gene GADD153 a concentragdo de 50
ng/mL diminuiu a expressdo génica no tratamento associado em relacdo ao tratamento com
H,0;. Sendo o GADD153 um gene pro-apoptotico e induzido quando ha um dano direto no
DNA, a expressao reduzida no tratamento associado demonstra um efeito protetor da SeMet,
impedindo ou diminuindo o dano e a indugdo de apoptose causada pelo perdxido. Por outro
lado, no tratamento de 500 ng/mL houve aumento da expressdo relativa de transcritos no
tratamento de SeMet em relacdo ao controle e ao H,O, mostrando que possivelmente o

tratamento de 500 ng/mL de SeMet pode causar dano direto a célula e levar a apoptose.

Figura 9 - Expressdo relativa do gene GADD153 (growth arrest and DNA damage-inducible
gene 153)em células HepG2 tratadas em 24h com SeMet. (Analise estatistica feita
pelo Software REST® 2009); (*)Diferenca estatisticamente significativaem relacao
ao controle, p<0,05; (“)Diferenca estatisticamente significativaem relagio ao

HZOZ) p< 0,05.
GADD153
15
@l Control
12 * # 3 H0,
B SeMet
9 9 SeMet+H202
IS *
*
r 6
*
3 # #
0 il A0
& &
Ny N
Q Q
3 S
Treatments




40

Com relagao aexpressao do gene ERNI1(Figura 10)observou-se que na
concentracdo de 50 ng/mL houve um aumento estatisticamente significativo da expressao no
tratamento com H,O,em relacdo ao controle, evidenciando o estresse induzido pelo peroxido
e a concomitante ativagdo de ERN1. Verifica-se também que o tratamento associado diminuiu
muito significativamente a expressdo relativa do gene em relagdo ao H,O,, demonstrando o
efeito protetor da L-(+)-Selenometionina. Diferentemente, na concentracdo de 500 ng/mL
observou-se um aumento da expressao de transcritos nos tratamentos com perdxido, SeMet e
no tratamento associado em relagdo ao controle.Esses fatos sugerem que nessa concentracao a

SeMet nao foi capaz de proteger as células da injuria causada pelo H,O,,

FiguralO - Expressdo relativa do gene ernl(endoplasmic reticulum to nucleus signaling
1)em células hepg2 tratadas por 24h com semet. (andlise estatistica feita pelo
software rest® 2009); (*)diferenca estatisticamente significativaem relacdo ao
controle, p<0,05; (*)diferenca estatisticamente significativaem relagio ao hyo,,
p<0,05.
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Efeito semelhante foi encontrado na expressdo do gene TRAF2 (Figura
11),onde verificou-se que na concentracdo de 50 ng/mL houve diminui¢do da expressdao
génica se comparado o tratamento associado em relacdo ao H»O, enquanto que na
concentragdo de 500 ng/mL houve um aumento da expressdo de transcritos nos tratamentos

com peroxido, SeMet e associado em relagdo ao controle.
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Figura 11 - Expressao relativa do gene TRAF2(TNF receptor-associated factor 2)em células
HepG2 tratadas em 24h com SeMet. (Analise estatistica feita pelo Software
REST® 2009); (*)Diferenca estatisticamente significativaem relagdo ao controle,
p<0,05; ("Diferenca estatisticamente significativaem relacdo ao H,O,, p< 0,05.
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Da mesma maneira, foi encontrado na expressao do gene CASP9 (Figura
12)que na concentragdo de 50 ng/mL houve uma diminuicdo da expressdo no tratamento
associado em relagdo ao H,O, e da SeMet em relacdo ao controle, sugerindo um efeito
protetor/anti-apoptotico da SeMet frente ao perdxido. Por outro lado, na concentragdo de 500
ng/mL houve um aumento da expressao de transcritos nos tratamentos com H,O,, SeMet e no
tratamento associado em relagdo ao controle, demonstrando uma maior indu¢do de apoptose

nesses tratamentos em decorréncia do dano gerado as células.
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Figura 12 - Expressdo relativa do gene CASP9(caspase 9)em células HepG2 tratadas por
24h com SeMet. (Andlise estatistica feita pelo Software REST® 2009); (*)
Diferenca estatisticamente significativaem relagdo ao controle, p<0,05; (#)
Diferenca estatisticamente significativaem relagdo ao H,O,, p< 0,05.
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4 DISCUSSAO

A instalagdao do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remog¢do desses. Tal processo conduz a
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes biologicas e/ou
desequilibrio homeostatico, cuja manifestacao ¢ o dano oxidativo potencial contra células e
tecidos (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). A cronicidade do processo em questdo tém
relevantes implicagdes sobre o processo etiologico de numerosas enfermidades cronicas, entre
elas a aterosclerose, transtornos neurodegenerativos e o cancer (GREEN et al., 2004). Ferrari
(2004) ratifica que a geracao de radicais livres desencadeia eventos patologicos que, por sua
vez, estdo envolvidos nos processos cardiovasculares, carcinogénicos e neurodegenerativos.

O sistema de defesa antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os
danos causados pela agdo deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas nao radicais. Esse
sistema, usualmente, ¢ dividido em enzimatico (superoxido dismutase, catalase e glutationa

peroxidase) e ndo-enzimdtico. No ultimo caso, ¢ constituido por grande variedade de
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substancias antioxidantes, que podem ter origem endogena ou dietética (BARBOSA et al.,
2010).

O desenvolvimento de estratégias preventivas contra doencas cronicas
decorrentes do processo oxidativo tem contribuido para o aumento da expectativa e qualidade
de vida da populacdo, sendo a prevengao amplamente utilizada (DE FLORA & FERGUSON,
2005). Atualmente, mais de 500 agentes quimicos estdo sendo analisados em relacdo a sua
atuacdo na quimioprevengdo do cancer(FERGUSON, 1994; DE FLORA & FERGUSON,
2005).

A atividade antioxidante do selénio, por exemplo, parece ser responsavel
pela sua eficdcia no tratamento de doengas que t€ém envolvido na sua génese e evolucao o
estresse oxidativo. Além da atividade antioxidante, determinados compostos de selénio
apresentam atividades antiinflamatorias, hepatoprotetoras, apoptdticas e, em especial,
anticarcinogénicas (BURGUER et al., 2005; ZASSO et al., 2005; BORGES et al., 20006).

O ensaio de citotoxicidade — MTT ¢ um dos métodos mais empregados e
mais sensiveis para detec¢do de citotoxicidade in vitro (FOTAKIS & TIMBREL, 2006). No
presente estudo, foi avaliado a citotoxicidade da L-(+)-Selenometionina (SeMet) em células
HepG2 com o intuito de avaliar seu uso seguro. Das sete concentragdes testadas, apenas as
duas maiores concentragoes (1000 e 2000 ng/mL) apresentaram efeito citotoxico. A
citotoxicidade da SeMet também foi analisada associada ao tratamento com H,O,, visando
verificar uma possivel atividade protetora frente ao estresse oxidativo causado pelo mesmo.
Foi observado que quatro concentragdes (50, 100, 250 e 500 ng/mL) de SeMet foram capazes
de aumentar a sobrevivéncia celular, sugerindo um efeito protetor. Novamente, as duas
maiores concentragdes ndo foram capazes de realizar o mesmo efeito das outras
concentragdes testadas, possivelmente devido ao efeito citotéxico evidenciado no ensaio
anterior.

Altos niveis de selénio no organismo podem levar a formagdo de
selenito(SeO3(2-),e umaexposi¢do excessiva da mesma pode conduzir a producdo do
metabolito selenodiglutationa(GS-Se-SG) reduzida, a qual por sua vez inibe a sintese proteica,
afetando a proliferacdo celular (VERNIE et al., 1981;. VERNIE, 1987; LANFEAR et al.,
1994;. WU et al., 1995;. PENCE et al., 1996). Além disso, a reducao de GSH-dependente de
selenito e o metabolismo oxidativo adicional resultante também pode produzir peroxido de
hidrogénio e o anion superdxido. Deste modo, niveis elevados de selenito, bem como outras

formas de selénioque produzam selenito metabolicamente, pode produzir efeito prooxidante,
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causando toxicidade e morte celular, o que possivelmente foievidenciado nos tratamentos
com 1000 e 2000 ng/mL de SeMet.

Por outro lado, niveis basais diarios de selénio sdo esséncias a saude
humana e estudos bioquimicos sugerem que esse micronutriente ¢ encontrado nos sistemas
bioldgicos sob a forma de selenol (R-SeH). Selendis sdo compostos correspondentes a forma
de ti6is (R-SH), em que o atomo de Se ¢ substituido pelo dtomo de enxofre. A principal
diferenca quimica entre eles esta relacionada as suas respectivas constantes de dissociacdo e
seus caracteres nucleofilicos (BECK et al., 1998; BECK et al., 2003). Devido ao maior carater
nucleofilico, os selendis sdo capazes de reduzir dissulfetos e sulfoxidos, sendo esta uma
importante caracteristica biologica, ja que estes compostos atuam diretamente na atividade de
enzimas de detoxificacdo.As atividades quimioprotetoras do Se contra diferentes neoplasias
parecem ser oriundas de variados mecanismos, como a sua participacdo na estrutura e fungao
de enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase (GPX) (BARBOSA, 2006).

A privagdo de selénio foi associadaa conducaodas células a morte celular
por apoptose por estresse oxidativo (KAYANOKI et al., 1996) sugerindo que o Se,
provavelmente por meio das GPXs Se-dependentes apdiem a sobrevivéncia celular. Isso pode
ser corroborado pelos resultados observados nos tratamentos associados de 50, 100, 250 e 500
ng/mL frente ao dano causado pelo H,O.

Outro dado que corrobora com os resultados encontrados no ensaio MTT
sdo aqueles encontrados no ensaio do cometa. Nele verifica-se o comet length e o tail moment
bastante aumentados em fungdo do tratamento com H,O, o quedemonstra o seu efeito
genotoxico. Estudos anteriores comprovam que os radicais livres podem causar modificacdes
quimicas extensas e alteracdes no DNA, incluindo bases modificadas e quebras de fita
(JARUGA et al., 1994). Uma série de evidéncias sugere que os danos no DNA podem
provocar a morte das células por indugdo de apoptose por meio de diversas vias de
sinalizag¢do, como a das caspases, por exemplo(ROOS & KAIN, 2006).

Os tratamentos com SeMet mostraram que a concentracdo de 500 ng/mL
provocou um aumento na analise morfologica, assim como uma tendéncia encontrada no
comet length e no tail moment. Zhou et al. (2003) descobriram que a produ¢ao de selenito por
niveis elevados de Se no organismo induz quebras de fita cromossomicas de DNA e,
posteriormente, desencadeia vias celularesde apoptose. Em contrapartida, a concentragdo de
50 ng/mL no tratamento associadoapresentou capacidade protetora significativa contra os
danos ao DNA gerados pelo H,O, Griffin (1979) sugeriu que a agdo quimioprotetora do

seléniopode envolver GPX celular Se-dependente, a tnica selenoenzima caracterizada que
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funciona na prote¢do metabdlica do estresse oxidativo pela remocao de peroxido de
hidrogénio, prejudicial ao DNA,e hidroperoxidos lipidicos.

Os principais ramos enzimaticos da rede antioxidante incluem as superoxido
dismutases (SODs), as glutationa peroxidases (GPXs), e catalase (WOOD et al., 2003;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). As SODs catalisam a quebra de superéxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio (MCCORD & FRIDOVICH, 1969). Este ultimo ¢ entdo
convertido em 4gua pela catalase, ou pelaGPX. No presente estudo, foi feita a RT-qPCR
desses trés genes a fim de verificar a modulagdo da SeMet frente ao estresse induzido pelo
H,0, a nivel molecular. Observou-se que para GPX1 e SOD1 houve aumento da expressao
génica no tratamento com perdxido, evidenciando seu efeito genotdxico. Encontrou-se
também que a concentragdo de 50 ng/mL de SeMet no tratamento associado diminuiu a
expressdo consideravelmente para ambos os genes, demonstrando um efeito protetor. Como
anteriormente descrito, o Se é componente essencial do sitio ativo de diversas enzimas de
atividade o6xido-redutora, em especial as glutationas (HESKETH, 2009), o que sugere que a
SeMet pode ter sido incorporada a glutationa e aumentado sua atividade antioxidante,
protegendo as células contra os efeitos do peroxido. Em contrapartida, na concentra¢do de 500
ng/mL houve um aumento de expressdo no tratamento com SeMet e no tratamento associado
maior do que no H,O;, sugerindo que essa concentracdoseja toxica, € portanto potencializa o
dano causado as células.

Nao houve nenhuma alteragdo significativa no gene da CATALASE,
possivelmente pelo fato da expressdo de GPX estar alterado e suprimir o efeito da mesma,
visto que desempenham a mesma funcao.

Muitos dos genes associados a agentes genotoxicos sdo da classe de reparo
do DNA ou a ela relacionadas, sendo que algumas dessas tém genes implicados nas respostas
ao estresse ao nivel de reticulo endoplasmatico (RE), com fungdes relacionadas a via UPR
(unfolded-protein response) (BERARDINELLI, 2011).

O geneGADD153 ¢ expresso em niveis muito baixos em células em
crescimento, mas ¢ acentuadamente induzido em resposta a uma variedade de tensdes
celulares, sendo fortemente expresso com a ruptura da homeostase no reticulo endoplasmatico
(IGASE, et al., 2001; MCCULLOUGH et al., 2001). A ativagdo de GADD153relaciona-se
com as trés cascatas de sinalizagdo ativadas por UPR, sendo a via induzida por PERK a
principal ativadora de GADD153 (BERARDINELLI, 2011).

O estimulo prolongado da UPR em condigdes de estresse pode resultar em

apoptose (BERNALES et al.,, 2006) e sabe-se que o gene GADDI153 estd diretamente
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associado a esse tipo de morte celular (IGASE, et al., 2001). Da mesma maneira, ERN1 e
TRAF2 sao mediadores chave que transduzem os sinais a partir do citossol para o RE durante
o estresse de reticulo (YONEDA et al., 2001). O gene ERN1 codifica uma proteina cuja
atividade quinase e endoribonuclease ¢ importante para a resposta a sinais de estresse no
reticulo, atuando como um sensor de proteinas mal dobradas no limen do RE. O dominio da
endoribonuclease cliva o RNAmXBP1 convertendo-o em um potente ativador transcricional,
cuja a¢do culmina com a sinalizacdo posterior para bloqueio do crescimento e apoptose (BI et
al., 2005). De maneira semelhante, os sinais mediados por TRAFZ2aparentemente
desempenham papéis importantes na regulacdo de respostas de sobrevivéncia celular,
proliferagao, e apoptose (INOUE et al., 2000).No presente estudo, verificou-se um acentuado
aumento de expressdo dos genesGADD153, ERNle TRAF2no tratamento com peroxido,
mostrando claramente a producdo de danos ao DNA e a inducdo de apoptose (fato
evidenciado pelo aumento da expressdo da caspase iniciadora CASP9no mesmo tratamento).

A agdo apoptodtica de GADD153 envolve uma diminui¢ao protéica de Bcel-2,
fator que contribui para a liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria (ZUPPINIet al., 2002; MA
& HENDERSHORT,2004). Concomitantemente, foi relatado que a ativagdo do gene ERN1
recruta TRAF2 para a membrana do reticulo endoplasmatico.TRAF2 ativa ASK1 que entdo
ativa a cascata JNK e as caspases da via apoptdtica na mitocondria (FORMAN et al., 2003).
Desta forma, nossos resultados sugerem que o aciimulo prolongado de injtrias provocado
pelo tratamento com H,O,modularia a via UPR,ativando GADD153, ERN1 e TRAF2, que
desencadearia a ativagdo de CASP9 e consequente inducao de apoptose.

Nos tratamentos associados, observa-se que a concentragdao de 50 ng/mL de
L-(+)-Selenometionina foi capaz de modular significativamente estes genes, diminuindo a
expressdo dos mesmos em relagdo ao perdxido, e sugerindo um efeito protetor e
antiapoptotico. Porém, na concentracao de 500 ng/mL, foi verificado o efeito contrario, onde
a SeMet ndo foi capaz de proteger contra o dano causado pelo peroxido ou mesmo provocou
um dano (aumento de expressdo) ainda maior.

Esses resultados sugerem que a SeMet, embora possua uma janela
terapéutica curta (evidenciado pelo aparente efeito toxico da concentracdo de 500 ng/mL), é
capaz de modular positivamente os genes de estresse oxidativo e de reticulo endoplasmatico,
provocando um efeito quimioprotetor e antioxidante frente ao estresse causado pelo
H,0,(observado nos tratamentos associados com a concentracdo de 50 ng/mL de SeMet).
Desta forma, sendo o selénio um micronutriente envolvido na manuten¢do da homeostase

celular, ele atua nas células associando-se a inimeras selenoproteinas. As selenoproteinas
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estdo relacionadas a protecdo celular contra inimeros agentes exodgenos ou endogenos
causadores de estresse, atuando, principalmente, como agente antioxidante e de reparo de

lesdes no DNA, podendo ser usado como uma linha primaria na medicina preventiva.
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Tabela 1 - Valores de absorbancia (média + desvio padrdo) para os tratamentos com SeMet

no ensaio MTT

ABS. MEDIA + DESVIO PADRAO

Controle 0,853 +£ 0,069
H,0, (80 uM) 0,256 + 0,031
SeMet 5 ng/mL 0,847+ 0,018
SeMet 50 ng/mL 0,875 £ 0,044
SeMet 100 ng/mL 0,833 +£0,058
SeMet250 ng/mL 0,819 +0,069
SeMet 500 ng/mL 0,792 +0,084
SeMet 1000 ng/mL 0,625 +0,030
SeMet 2000 ng/mL 0,498 + 0,042

Tabela 2 - Valores de absorbancia (média + desvio padrao) para os tratamentos associados

no ensaio MTT

ABS. MEDIA + DESVIO PADRAO

Controle
H202 (80 LIM)

SeMet 5 ng/mL + H,0,

SeMet 50 ng/mL + H,0O,
SeMet 100 ng/mL + H,O,
SeMet 250 ng/mL + H,0,
SeMet 500 ng/mL + H,O,
SeMet 1000 ng/mL + H,0,
SeMet 2000 ng/mL + H,O,

0,844 + 0,061
0,223 £ 0,040
0,265 £ 0,034
0,43 + 0,042
0,433 £ 0,058
0,446 + 0,053
0,456 £ 0,037
0,292 + 0,047
0,170+ 0,015

Tabela 3 - Valores (média = desvio padrdo) do ensaio morfologico do cometa

MEDIA + DESVIO PADRAO

Controle
H,0, (80 U.M)
SeMet 5 ng/mL
SeMet 50 ng/mL
SeMet 500 ng/mL
SeMet 5 ng/mL + H,0,

SeMet 50 ng/mL + H,O,
SeMet 500 ng/mL + H,O,

21,16+4,70
82,16 + 8,01
21,33 +£6,12
23,50 £ 6,71
41,16 £ 11,3
83,00 + 9,25
53,83+ 11,61
73,16 + 9,80

Tabela 4 - Valores (média = desvio padrao) do comet length

MEDIA + DESVIO PADRAO

Controle
H,0, (80 uM)
SeMet 5 ng/mL
SeMet 50 ng/mL
SeMet 500 ng/mL
SeMet 5 ng/mL + H,0,

SeMet 50 ng/mL + H,O,
SeMet 500 ng/mL + H,0,

52,94+ 13,63
147,66 +£19,64
53,36 £7,40
53,88 7,68
67,64 £11,32
148,72 +£20,69
129,11 £24,17
119,63 £21,90
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Tabela 5 - Valores (média + desvio padrao) do tail moment
MEDIA + DESVIO PADRAO

Controle 1,86 £ 1,63
H,0, (80 uM) 41,89 + 17,44
SeMet 5 ng/mL 3,5542,52
SeMet 50 ng/mL 3,23 £2.33
SeMet 500 ng/mL 7,21 £3,78
SeMet 5 ng/mL + H,0, 40,95 £13,67
SeMet 50 ng/mL + H,0, 27,97 £16,16
SeMet 500 ng/mL + H,O, 33,07 £14,31
Tabela 6 - Valores de expressdo génica transcricional no tratamento com SeMet 50 ng/mL
Controle H.0; SeMet SeMet + H,0,
GPX1 1,00 2,422 0,946 1,262
SOD 1,00 1,647 0,71 0,533
CAT 1,00 0,897 1,00 0,575
ERN1 1,00 2,554 0,398 1,059
GADD153 1,00 2,367 0,783 1,093
TRAF2 1,00 1,588 0,305 0,577
CASP9 1,00 1,798 0,446 1,396
Tabela 7 - Valores de expressdo génica transcricional no tratamento com SeMet 500 ng/mL
Controle H,0; SeMet SeMet + H,0,
GPX1 1,00 1,881 1,97 1,82
SOD 1,00 2,061 2,554 3,344
CAT 1,00 0,717 1,233 0,679
ERN1 1,00 4,943 4,758 6,078
GADD153 1,00 5,00 9,283 5,593
TRAF2 1,00 1,588 1,988 1,992
CASP9 1,00 1,808 1,746 1,796




