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RESUMO

Diversos estudos indicam o selenito de sédio (uma forma inorganica do micronutriente
selénio) como um composto com potencial para o tratamento do cincer. Andlises em
linhagens de células tumorais tém demonstrado a acdo apoptotica, anti-carcinogénica e
quimiopreventiva deste composto. No entanto, o seu mecanismo de acdo em linhagens de
células ndo-tumorais ainda ¢ pouco compreendido, sendo este, um importante requisito para o
desenvolvimento de novas drogas. As células de linhagem ndo-tumoral de queratindcitos —
HaCat, t€ém se mostrado um excelente modelo para estudos toxicologicos. Assim, este estudo
teve como objetivo avaliar o potencial citotoxico (ensaio do MTT), a genotoxicidade (ensaio
do cometa) e o mecanismo de agdo (expressdo génica por qRT-PCR) do selenito de sddio em
células HaCat, e analisar os seus efeitos na membrana celular, interferéncia no ciclo celular e
inducdo de apoptose por citometria de fluxo. Os resultados demonstram que o tratamento com
selenito de sodio por 24h de exposicdo apresentou citotoxicidade a partir da concentragdo de
10uM, apresentando alteragdes no padrdo morfolégico das células com o aparecimento de
granulos citoplasmaticos, porém nao apresentou efeito genotoxico. Os dados obtidos por meio
da citometria de fluxo revelaram que o selenito de sodio foi indutor de danos na membrana
celular, de apoptose, e interfere no ciclo celular. Em 12h de tratamento com 10 pM do
selenito de sdédio, notou-se redugdo significativa na expressdo dos genes MTOR ¢ ATR ¢ um
aumento na expressao do gene PUMA em relagdo ao controle. Entretanto, ndo foi encontrado
alteracdo significativa na expressao das caspases (CASP 3, CASP 7, CASP 8 e CASP 9) bem
como dos genes PARP 1, BIRC 5, BECN 1 e c-MYC, o que indica que o selenito de sodio
induz a apoptose por mecanismo independente de caspases em células HaCat. Além disso, os
genes analisados relacionados ao estresse oxidativo (CATB, GPX 1 e SOD 1), e os demais
envolvidos no dano e reparo do DNA (ATM, GADD 45A, H2AX e MDM 2) ¢ no ciclo celular
(CCNA 1, CCNB 1, CCNB 2, CCND 1, CHK 1, CHK 2, p53 e p21) ndo apresentaram
alteracdo significativa quando comparados com o controle. Através da andlise de cinética
celular em tempo real notou-se que o selenito de sodio interfere na proliferacio de
queratindcitos por, pelo menos, 72h apods o tratamento. Com base nos efeitos relatados, pode-
se inferir que o selenito de sddio apresenta um efeito toxico para as células ndo-tumorais em
concentragdes que sdao semelhantes a testes em linhagens células tumorais, alterando o padrao
morfolégico e a curva de proliferagdo celular, modulando o padrdo de expressdo génica
induzindo a célula a apoptose mediado pelo PUMA.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Antiproliferacdo. Mecanismo de acdo. Selenito de sodio
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ABSTRACT

Several studies indicate sodium selenite (an inorganic form of the selenium micronutrient) as
a compound with potential for the treatment of cancer. Analyzes in tumor cell lines there are
demonstrated the apoptotic, anti-carcinogenic and chemopreventive action of this compound.
However, its mechanism of action in non-tumor cell lines is still poorly understood, and this
is an important requirement for the development of new drugs. Non-tumor cell lines of
keratinocytes-HaCat, have been shown to be an excellent model for toxicological studies.
This study evaluated the cytotoxic potential (MTT assay), genotoxicity (comet assay) and
mechanism of action (QRT-PCR gene expression) of sodium selenite in HaCat cells, and to
analyze its effects in the cell membrane, interference in the cell cycle and induction of
apoptosis by flow cytometry. The results show that treatment with sodium selenite for 24h
was cytotoxic from the concentration of 10 uM, presenting changes in cell morphology with
the appearance of cytoplasmic granules, but did not resulted in genotoxic effect. The flow
cytometry data showed the sodium selenite was inducer of cell membrane damage, apoptosis,
and interferes with the cell cycle. In 12h treatment sodium selenite 10 pM, significant
reduction in MTOR and ATR gene expression and an increase in PUMA gene expression was
observed in relation to the control. However, there was no significant change in the
expression of caspases (CASP 3, CASP 7, CASP 8 and CASP 9) as well as PARP 1, BIRC 5,
BECN 1 and c-MYC genes, indicating that sodium selenite induces Apoptosis by caspase-
independent mechanism in HaCat cells. In addition, the analyzed genes related to oxidative
stress (CAT B, GPX 1 and SOD 1), and the others involved in DNA damage and repair (ATM,
GADD 45A, H2AX and MDM 2) and in the cell cycle (CCNA 1, CCNB 1, CCNB 2, CCND 1,
CHK 1, CHK 2, p53 and p21) showed no significant change when compared to the control.
Through the real-time cell kinetics analysis we noticed that sodium selenite interferes in the
proliferation of HaCat for at least 72h after treatment. Our results suggest that sodium selenite
has a toxic effect to non-tumor cells at such like concentration in tumor cell lines tests,
altering the morphological arrangement and the cell proliferation curve, modulating the
pattern of gene expression , and inducing the cell to PUMA-mediated apoptosis.

Keywords: Cytotoxicity. Antiproliferation. Action mechanism. sodium selenite.
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1 INTRODUCAO GERAL

Diversos estudos na literatura relatam a importancia do selénio como um elemento
essencial para o funcionamento das células, vinculado, sobretudo, a sua agdo antioxidante.
Tais estudos mostram que a deficiéncia desse micronutriente estd diretamente relacionada no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, canceres, cirrose, diabete entre outros (AL-
BADER et al., 1998; LOSCALZO, 2014; REDDI; BOLLINENTI, 2001).

Uma das formas inorgéanicas do selénio, o selenito de sodio, vem sendo amplamente
utilizada em suplementos alimentares como fonte de selénio para o corpo humano, e tem sido
alvo de diversos experimentos com linhagens de células tumorais, nos quais demonstram seu
potencial como agente quimioterapico contra o cancer por induzir, principalmente, a apoptose
em cé¢lulas tumorais. No entanto, dados relacionados a sua capacidade citotoxica e genotdxica
em células ndo-tumorais ainda sdo escassos.

Através da caracterizagdo do mecanismo de acdo do selenito de sédio pode-se
compreender seu efeito na expressdo génica e na morfologia celular dos em genes envolvidos
na apoptose e progressdo do ciclo celular em células ndo tumorais, o que fornece importantes
informagdes sobre os processos prejudiciais ou benéficos para a homeostase celular. Tal
caracterizagdo tém contribuido no processo de desenvolvimento de novos medicamentos,
particularmente no que se refere ao desenvolvimento de quimioterdpicos tratamentos para
doencas humanas com etiologias complexas e variadas, determinando o seu alvo na célula
com o objetivo de estabelecer o mecanismo de agdo do agente em estudo (BHOGAL;
BALLS, 2008).

A utilizag¢do de linhagens de células ndo tumorais modelo para estudos toxicoldgicos,
como a linhagem de queratondcitos HaCat por exemplo, pode contribuir para o estudo do
efeito do selenito de s6dio na homeostase celular e na regulagdo dos genes envolvidos na
morte, ciclo celular, estresse oxidativo e danos ao material genético. Desta forma, ser um
indicativo ou ndo de possiveis efeitos colaterais proporcionado pela utilizagdo deste composto

na quimioterapia contra o cancer.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A Genética Toxicolégica

A ciéncia que estuda os agentes (fisicos, quimicos ou bioldgicos) e os danos causados
por eles a0 DNA ou RNA ¢ conhecida como Genética Toxicologica. Os estudos nessa area
possibilitam desenvolver mecanismos que permitem identificar e proteger os individuos que
estdo susceptiveis a alteragdes devido a exposicdes prejudiciais como, radiagdo ionizante,
radiacdo ultravioleta, substancias quimicas, agentes endogenos entre outras (KLAASSEN;
WATKINS III, 2012; RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

Iniciado em meados dos anos 70, a Genética Toxicoldgica se tornou uma importante
area da Toxicologia, e tem despendido um grande esfor¢o em delimitar parametros capazes de
distinguir as substancias que sdo ou ndo carcinogénicas. A Genética Toxicologica, entre os
outros ramos da Toxicologia, utiliza a aplica¢do do cultivo de células para mensurar os efeitos
de um determinado composto em induzir danos no material genético. Enquanto a toxicidade
tecidual é, geralmente, medida através da determinacdo de enzimas presentes no figado, no
soro, proteinas na urina, dentre outros materiais bioldgicos oriundos de animais, a toxicidade
genética positiva indica a possibilidade do composto ser ou ndo mutagénico podendo ser
aplicada tanto em testes in vivo quanto in vitro, demonstrando a sua plasticidade na escolha do
modelo experimental (ZEIGER, 2004).

Estudos t€ém demonstrado que as pessoas vém sendo expostas cada vez mais a diversos
agentes quimicos e fisicos que podem ter acdo direta no seu genoma, ¢ dependendo do seu
estilo de vida, tal como trabalhar diretamente com materiais de risco, pode resultar em
exposicdes mais agudas. Sendo assim, a Genética Toxicoldgica busca compreender os efeitos
da exposi¢ao a doses baixas, cronicas ou agudas no risco do desenvolvimento do cancer
(DESAULNIERS et al., 2015).

A carcinogénese e a neoplasia estdo dentro das principais consequéncias resultantes de
danos no DNA. Uma vez danificado/ alterado um ou mais genes responsaveis por
mecanismos de controle de ciclo celular (proto-oncogenes e supressores de tumor) e de reparo
de DNA, a célula fica sujeita a replicacdes descontroladas e, ja que, os genes de reparo nao
desempenham sua devida fun¢do, tem-se um maior acuimulo de muta¢des potencializando a
taxa de replicacdo e passando adiante alteracdes com capacidade de induzir a formagdo de

neoplasias (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003)
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Vale ressaltar que, a Genética Toxicoldgica nao estd limitada apenas em estabelecer
potenciais carcinogénicos. Esta Ciéncia pode ser utilizada como ferramenta de determinacao
de agentes potencialmente benéficos, proporcionando agdo protetora no individuo agindo de
forma antimutagénica. Com o desenvolvimento tecnoldgico, algumas moléculas que antes
apresentavam-se como altamente genotdxicas e contra indicadas no uso em humanos, hoje ja
podem ser manipuladas de forma que desempenhem papel importante no tratamento contra o
cancer. Como exemplo, pode-se citar o caso da camptotecina, que um remodelamento
estrutural em seu anel aromadtico reduziu os seus efeitos colaterais, tais como problemas
renais, e pode entio, ser liberada para o uso na terapéutica (BRANDAO et al., 2010).

As estimativas indicam uma maior incidéncia de casos de cancer na populacao
mundial para os proéximos anos. Estima-se que aproximadamente 12,9 milhdes de mortes
serdo causadas por esta enfermidade em 2030 (BOYLE; LEWIN, 2008), o que torna essencial
o desenvolvimento de farmacos mais eficientes e de agdo seletiva para que proporcionem uma

melhor qualidade de vida ao individuo.

2.1.1 Ensaio in vitro

O cultivo de células ¢ de grande importdncia na pesquisa biomédica sendo um
componente importante para os testes iniciais, bem como em andlises mais sensiveis em
estudos de acdo de drogas diretamente nas células. A cultura de células ¢ a manutencao de
células vivas em laboratorio simulando o ambiente —temperatura, nutrientes, disponibilidade
de oxigénio- dais quais foram obtidas. A organizacdo morfologica, das células em cultura, ¢
caracterizada pela ndo formacdo de tecidos complexos, sendo mantidas em recipientes
estéreis, geralmente, frascos descartaveis (MIGITA, 2012).

Esta abordagem tem contribuido para diferenciar e caracterizar compostos quanto as
suas propriedades toxicologicas e auxiliar na selecdo de moléculas, tornando-se uma
ferramenta fundamental para compreensdo dos mecanismos intracelulares do diversos
sistemas de ativacdo metabolica, mecanismos estes de dificil tipificagdo em ensaios in vivo
(CARERE; STAMMATI; ZUCCO, 2002).

Através dos métodos aplicados in vitro tem-se a vantagem de limitar a quantidade de
variaveis experimentais bem como a reducdo do tempo experimental, quando comparados

com os testes in vivo. Além disso, sdo reprodutiveis, sensiveis, geralmente financeiramente
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acessiveis (ROGERO et al., 2003) e também, em casos especificos, utilizado como alternativa
para o uso de animais (ABREU, 2008; CARERE; STAMMATI; ZUCCO, 2002).

As culturas de células podem ser divididas, resumidamente, em dois grandes grupos
dependendo da obtencdo das células, sendo essas: culturas primarias — células obtidas
diretamente dos tecidos, geralmente heterogéneas (mais de um tipo celular numa mesma
cultura), s3o mais propicias a contaminagdes € com limitado tempo de cultura por entrarem
em senescéncia; e as culturas secunddrias — células provenientes da dissociagdo (mecanica ou
enzimdtica) de linhagens primarias, podendo estas passarem pelo processo de imortalizagao
celular, geralmente por transfec¢do viral, passando a denominagdo de linhagem de células
continuas, devido ao fato de apresentarem um maior taxa de crescimento e proliferagdao
celular, sendo a mais utilizada em estudo laboratoriais de toxicidade e vacinas (MELOROSE;
PERROY; CAREAS, 2015).

Na busca da melhor compreensdo da morfogénse e fisiologia dos organismos, os testes
in vitro vém acompanhando a tecnologia possibilitando esta compreensdo. Com o advento da
cultura de células em trés dimensdes (3D) tornou-se possivel a melhor compreensdo do
funcionamento e desenvolvimento tumoral, possibilitando estudar a heterogeneidade celular e
a formacdo do microambiente tumoral muito semelhante com o observado in vivo
(AMARAL; MACHADO-SANTELLI, 2011).

Por meio do controle das condi¢des do meio, estudos de cultura celular possibilitam
compreender os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na progressao metastatica. A
aplicacdo de modelos de co-cultura possibilita a andlise em tempo real como dindmica e
interacao celular (ARRIGONI et al., 2016).

O modelo co-cultura proporcionou o desenvolvimento dos chamados biochips. Sua
arquitetura possibilita a simulagdo de um sistema in vivo em um ambiente controlado, o que
viabiliza a observagdo e o acompanhamento tanto da migragdo de células tumorais quanto o
contato de resultantes metabolicos transportado pelo microfluido entre as células, o que
propicia uma andlise mais acurada da reacdo do produto metabdlico de um composto em
diferentes linhagens contidas nesse biochip (FITZGERALD et al, 2015). Dentre a
diversidade de testes existentes in vitro, a ANVISA (2013) recomenda ensaios de
genotoxicidade como principal suporte para os estudos clinicos utilizando linhagens celulares
tumorais e ndo-tumorais como ferramentas de estudo de drogas com potencial antitumoral e
seletivo para células neoplasicas. Assim, os dados gerados nestes tipos de trabalhos sdo

utilizados como pardmetros para determinacdo das formas de utilizacdo destas drogas em
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ensaios utilizando animais e humanos, conforme ¢ determinado pelas agéncias reguladoras,
como por exemplo, a ANVISA no Brasil.
2.2 O Selénio

Em 1817, realizando um experimento com acido sulftrico, o “pai da quimica sueca”
Jons Jacob Berzelius identifica, como residuo de seu experimento, um inesperado elemento da
familia do telirio e enxofre nunca antes catalogado, ao qual deu o nome de selénio
proveniente do grego Seléné que significa lua (BOYD, 2011).

O selénio ¢ um elemento pertencente a familia dos calcogénios (grupo 16) da Tabela
Periodica. E dificilmente encontrado na natureza na sua forma elementar, sendo capaz de
ligar-se a alguns minerais tais como sulfetos de minérios substituindo parcialmente o enxofre.
Pode apresentar-se de seis formas diferentes, dependendo da variacdo de sua massa (74, 76,
77,78, 80 e 82). Sendo as formas mais predominantes na natureza *’Se e *Se (BOYD, 2011).

As diferentes formas do selénio podem ser agrupadas, genericamente, em duas
grandes categorias: a forma orgénica e a inorganica. As formas organicas mais conhecidas sao
aquelas ligadas aos aminoacidos metionina, selenometionina (SeMet) e cisteina,
selenocisteina (SeCys). Ja as formas inorganicas se apresentam como seleneto (-2), selénio
elementar, selenito (+4) e selenato (+6) (Figura 1) (HARTIKAINEN, 2005; SUZUKI, 2005).

A partir do século XX houve uma grande aplicagdo das diversas formas do selénio na
industria como matéria-prima de muitos eletrodomésticos devido as suas caracteristicas foto e
eletrocondutoras, bem como nos estudos sobre os efeitos biologicos desse composto (BOYD,
2011).

Figura 1. Representagdo das formas mais comuns do Selénio.
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2.2.1 Efeitos biolégicos do selénio

O selénio pode ser encontrado em diversas fontes alimentares como por exemplo
carnes, marisco, arroz, macarrdao, pao, entre outros, sendo os cereais e castanhas onde esta
presente em maiores concentragdes (MEHDI et al., 2013). A recomendagdo de ingestdo diaria
do selénio para humanos ¢ de 55 pg (0,7 umol/dia), sendo o méaximo toleravel de até 400 ug
(5,1 umol/dia) (BENDICH, 2000).

Os efeitos bioldgicos do selénio tém sido alvo de muitos estudos indicando a sua
importancia na manuten¢do da homeostase celular onde atua, principalmente, na neutralizagao
de espécies reativas de oxigénio, bem como a sua possivel toxicidade. Os primeiros estudos
foram motivados pela busca da causa de morte por intoxicacdo de ruminantes nos Estados
Unidos, onde notou-se que o solo local era rico em selénio (MOXON, 1937) e algumas
plantas possuiam actimulo de selénio em suas estruturas (FINLEY, 2005). Moxon em 1937
associou a doenga alcalina a toxicidade causada pelo excesso de selénio (MOXON, 1937).
Logo em seguida, em 1943, Nelson e colaboradores descreveram o potencial tumoral do
selénio em roedores (NELSON; FITZHUGH; CALVERY, 1943). Em 1957, Schwarz ¢ Foltz
demonstraram a importadncia do selénio como um micronutriente necessario para a
homeostase celular. Neste mesmo ano, Patterson e colaboradores relataram a deficiéncia do
selénio como causa a diatese exsudativa em aves domésticas (PATTERSON; MILSTREY;
STOKSTAD, 1957). Em 1958, Muth e colaboradores relataram a agdo protetora do selénio
contra a doenga do musculo branco em bezerros e carneiros (MUTH et al., 1958). O Instituto
Nacional de Satde dos Estados Unidos da América —NIH em 1994 listou diversos efeitos
relacionados a deficiéncia do selénio em mamiferos tais como necrose hepatica, deficiéncia
no crescimento, distrofia pancreatica e atrofia testicular (ABDO, 1994).

Diversos estudos t€ém demonstrado a agdo antifingica do selénio como cosméticos
capilares (CASTANEDA et al., 2007), na acdo antirretroviral (BAUM et al., 2013), na
prevencao contra o Alzheimer (LAKSHMI; SUDHAKAR; PRAKASH, 2015), a importancia
na fertilidade masculina (HAWKES; TUREK, 2001) e, principalmente, acdo protetora contra
o cancer (HUAWEI, 2009; YANG et al., 2009; YOON; KIM; CHUNG, 2001). Entretanto, o
excesso desse composto caracteriza a intoxicagcdo chamada de selenose. Casos de selenose sao
identificados a partir da concentragao de 813ug/L (10,3uM) de selénio no plasma sanguineo,
sendo o caso mais grave encontrado o nivel de selénio de Smg/L (63,34uM). Os sintomas sao:
halito de alho, perda de cabelo, alteracdes nas unhas, manchas nos dentes, lesdes na pele e

alteragdes nos nervos periféricos. Analises in vivo demonstraram que o efeito genotoxico do
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excesso de selénio esta relacionado ao surgimento de aberragdes cromossomicas em roedores.
Ja in vitro, o efeito mutagénico dos sais de selénio esta associado a espécies reativas de
oxigénio provenientes a metabolizagdo que causam quebras na fita de DNA (COMMISSION,
2000). Em 2003, o Departamento de Satde e Servicos Humanos dos Estados Unidos
caracteriza o perfil toxicologico do selénio enfatizando a importancia desde elemento como
micronutriente para a saude, principalmente na protecdo contra o cancer, ressaltando, porém,
o efeito toxico ndo-carcinogénico do selénio em altas doses (RISHER et al., 2003).

Uma vez obtido pela alimenta¢do, os mecanismos de entrada do selénio no organismo
diferem conforme a sua natureza, orgadnica ou inorganica. As formas organicas
(selenometionina e selenocisteina) adentram nas células intestinais através do sistema de
transporte de aminodcidos, e, no figado pode ser incorporado diretamente em algumas
selenoproteinas ou metabolizado passando pelo processo de trans-selenacdo, ou seja, transi¢ao
da forma selenometionina para selenocisteina. Posteriormente, ocorre a quebra mediada pela
B-Liase resultando em seleneto de hidrogénio, que por sua vez pode ser, quando em excesso,
eliminado na respiracdo ou urina (FRANCESCONI; PANNIER, 2004; WASTNEY et al.,
2011). Quando em concentragdes ideais o seleneto de hidrogénio pode formar o selenofosfato,
mediado pela enzima selenofosfato sintetase, que somado a um residuo de serina, originam a
SeCys; esta ¢ incorporada a um RNA transportador denominado tRNA[Ser]Sec,
correspondente ao cdédon UGA localizado na regido SECIS (Seleno Cystein Insertion
Sequence) que tem uma estrutura semelhante a uma alga no sentido 3’ do mRNA, sendo entdo
finalmente utilizado na sintese de selenoproteinas (COMINETTI; COZZOLINO, 2009;
PAPP; HOLMGREN; KHANNA, 2010; SUZUKI, 2005).

As formas inorganicas podem entrar por difusdo ou carreadas transpassando a
membrana celular dos enterdcitos, se ligando a apolipoproteinas e sdo enderecadas ao figado
através da corrente sanguinea. No figado, as formas inorganicas do selénio sdo reduzidas e
convertidas em selenito. Uma vez convertidas em selenito, tais moléculas sdo metabolizadas e
transformadas em seleneto de hidrogénio entrando na rota de sintese de selenoaminoacidos
mencionada anteriormente. O principal produto da metaboliza¢do das formas do selénio no
figado ¢ a selenoproteina P, a qual ¢ liberada na corrente sanguinea e assim distribuida aos
demais 6rgaos, servindo como matéria prima para a sintese para as outras selenoproteinas
como, por exemplo, as glutationas peroxidases (GPx) e as tioredoxininas redutases (TxnR)
nos 6rgaos como os musculos e pulmao. Essas selenoproteinas estdo diretamente relacionadas
a neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (MEHDI et al, 2013; REEVES;
HOFFMANN, 2009; SUZUKI, 2005).
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J& foram registrados cerca de 25 genes de selenoproteinas, porém o mecanismo de
acao de todas ainda nao foi bem caracterizado (LABUNSKYY; HATFIELD; GLADYSHEYV,
2014; REEVES; HOFFMANN, 2009). As selenoproteinas constituem um grupo de diversas
proteinas que estdo relacionadas a regulacdo de complexos de membrana, biossintese de
fosfolipidios, agdo antioxidante tanto no espago intra quanto extracelular, viabilizar a
homeostase de calcio, entre outros (LIU; ROZOVSKY, 2015). A familia das glutationas
peroxidases foi uma das primeiras selenoproteinas identificadas em mamiferos, e a sua
principal funcdo é decompor peroxidos em agua, protegendo as células contra moléculas
oxidantes (COMINETTI; COZZOLINO, 2009; REEVES; HOFFMANN, 2009). Outra
familia das selenoproteinas bem caracterizada ¢ a das tioredoxinas. O sistema tioredoxina ¢
formado basicamente pela jungdo da tioredoxina redutase (TrxR) com a tiorredoxina (Trx)
agregadas ao NADPH, dentre suas fungdes conhecidas, estd a agdo antioxidante. Podendo
aparecer de formas alternativas, oriundas de processamento (splices) da tioredoxina redutase
desempenhando outras fungdes, como o caso da TrxR1 que esta relacionada na polimeriza¢ao

dos filamentos de actina na restruturagao da membrana (REEVES; HOFFMANN, 2009).

2.2.2 Selenito de sédio

Figura 2. Representagdo da estrutura do selenito de sodio.
O
[

Se
NaO”  “ONa

Fonte: (CAS:10102-18-8)

O selenito de sodio (Figura 2) ¢ uma das formas inorganicas do selénio de maior
facilidade de absorcdo no organismo (RISHER et al., 2003). E um composto soliivel em 4gua
(85 g/100 g 4gua em 20° C) com o peso molecular de 172,9 g/mol (CAS:10102-18-8). O
selenito de sodio pode ser obtido a partir da evaporagdo da solu¢ao de hidroxido de sodio e
acido selenioso na temperatura de 60°-100° C; ou pelo aquecimento da mistura de cloreto de
sodio com oxido de selénio(O’NEIL; SMITH; HECKELMAN, 1996), ocorre naturalmente

apresentando o selénio no estado de oxidagao +4 (IPCS, 1987).
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E encontrado, principalmente, através do uso de suplementos alimentares, e, quando
ingerido, ¢ absorvido principalmente no duodeno entrando na célula por meio da bomba de
s6dio na membrana plasmatica (MEHDI et al., 2013). Entretanto, testes in vitro tém
demonstrado que em células da pele, este composto entra por meio do transporte facilitado de
anions, nao havendo, assim, gasto de ATP (GANYC; SELF, 2008). Olm et al., (2009) no
estudo com células tumorais multirresistentes a drogas, demonstraram que, devido a sua
estrutura, o selenito de sddio tem a capacidade de reduzir o meio extracelular e estimular a
célula a secretar L-Cisteina, a qual se liga ao selenito presente no meio extracelular
possibilitando a sua entrada na célula por receptores de aminoacidos presentes na membrana
plasmatica (OLM et al., 2009).

Diversos estudos tém demonstrando o potencial do selenito de so6dio como promissor
quimioterapico contra o cancer devido a sua atividade antioxidante (BENDICH, 2000),
quimiopreventiva (STOICA; PENTECOST; MARTIN, 2000; ZHAO et al., 2009), citotoxica
(CUI et al., 2015) e a sua agao anti-metastatica in vitro (ZHU; GONG; FRENKEL, 1998). No
trabalho de Yoon et al. (2001) ¢ relatada a agdao antimetastatica do selenito em células
HT1080, no qual o selenito [3uM] inibiu a interagdo matriz-célula, regulou a atividade de
proteases associadas a invasdo, além de regular os fatores de transcricdo AP-1 ¢ NF- kB. Em
um outro estudo, Yang et al. (2009) relatam a possibilidade de o selenito de sodio ter agao
seletiva em seu estudo. Eles avaliaram o potencial terapéutico do selénio, injetando as formas
de seléniometionina e selenito de s6dio em tumores induzidos por células tumorais SW480
injetado em ratos e tratados por 21 dias; foi observado que tanto o seleniometionina [2
mg/kg/dia] quanto o selenito de sodio [0,1 mg/kg/dia] inibiram o crescimento tumoral in Vvivo,
no qual foi relatado ainda indugdo de apoptose nas células SW480 e inibi¢do da expressdo do
gene BCL-XL e aumento na expressdo dos genes BAX, BAD e BIM além da ativacdo da
Caspase-9 (YANG et al., 2009). Ainda, Zhao et al. (2009), em seu estudo com células de
cancer de prostata (LNCap e PC3), relatam a acdo do selenito de soédio [3uM] como potente
indutor de apoptose e através da técnica de Western blot, as células quando tratadas por 1,5
uM selenito de sddio, houve inibicdo da AKT bem como induziu apoptose e parada de ciclo
em G2/M. Tais estudos mostram que o selenito de sédio pode atuar tanto antes quanto depois
do dano celular. Entretanto, Macfarquhar et al. (2010) realizaram um levantamento no qual
avaliaram a casos de envenenamento nos Estados Unidos da América, no qual foram
analisados 201 casos em 10 estados, sendo, a suplementacio exacerbada de selénio a causa de
tal enfermidade, caracterizando como um significante risco a saude publica ressaltando a

necessidade de uma maior regulacao da liberagdao deste composto para o consumo humano.
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Em um estudo experimental com humanos, afim de avaliar o efeito da dieta
suplementada com selénio, Vinceti et al., (2013) demonstrou que a dieta suplementada com
selénio ndo reduziu o risco de desenvolver cancer, ao invés disso pode aumentar o risco de
desenvolver alguns canceres sitio-especificos como, por exemplo, neoplasias de pele. Este
estudo evidencia o potencial toxicidade do selénio ligado a suplementagdo alimentar. Guo et
al., (2015) analisou o efeito do selenito de sdédio em linhagens de células tumorais de mama
(MCF7 e MDA-MB-231) em comparagao com a linhagem de células ndo tumorais de epitélio
de mama humana (HMEC) e notou que baixas doses de selenito de sédio induziu o estresse
oxidativo, inibiu o crescimento celular e induziu apoptose somente nas linhagens tumorais

testadas.

23 Determinando o Mecanismos de Acio de Compostos

Mesmo com a descoberta de potenciais farmacos, algumas novas drogas permanecem
em investigagdo, cujos alvos moleculares ndo sdo claros, ou seja, 0 mecanismo molecular
envolvido nas reagdes intracelulares ainda ndo estdo bem determinados, restringindo a sua
optimizagio e aplica¢do para a sociedade (GREGORI-PUIGJANE et al., 2012).

O mecanismo de acdo de um composto na célula pode ser caracterizado através do
estudo das alteragdes no fenotipo celular, tais como o seu efeito na expressdo génica e na
morfologia celular. Tal caracterizacdo t€ém contribuido no processo de desenvolvimento de
novos medicamentos, particularmente no que se refere ao desenvolvimento de
quimioterapicos tratamentos para doengas humanas com etiologias complexas e variadas,
determinando o seu alvo na célula com o objetivo de estabelecer o mecanismo de agdo do
agente em estudo (BHOGAL; BALLS, 2008).

Uma das formas mais utilizadas para analisar a morfologia celular além da
microscopia, ¢ a citometria de fluxo. A citometria de fluxo consiste em um analisador de
células em suspensdio em uma dada amostra. E um sofisticado instrumento que mede
multiplas caracteristicas fisicas de uma tnica célula, tais como tamanho e granulosidade,
simultaneamente a medida que a célula flui em suspensdo através de um dispositivo de
medicao. As células sdo solubilizadas e marcadas com corantes fluorescentes ou anticorpos
monoclonais, que tém afinidade 4 moléculas da superficie celular ou intracelulares que
possibilita a sua aplica¢do, também, para analises bioquimicas intracelulares. Posteriormente
sdo sugadas pelo capilar do equipamento ¢ um laser ¢ dirigido a este capilar de fluxo, a luz ¢

dissipada de forma diferente quando se choca nas células marcadas sendo capturada por meio
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de sensores em linha e perpendiculares ao feixe de luz. O resultado deste processo ¢ a
formagcdo de imagens em tempo real, para cada célula, da fluorescéncia, dispersdo e
transmissdo de luz. Esta abordagem torna a citometria de fluxo uma poderosa ferramenta para
analise detalhada de populagdes complexas em um curto periodo de tempo, sendo
amplamente utilizada em analises biomédicas e em laboratérios de pesquisa basica e aplicada,
no qual, usando marcadores especificos, tona possivel estabelecer caracteristicas inerentes a
fase do ciclo celular em que a célula se encontrada no dado momento da andlise, bem como
apoptose, integridade da membrana plasmatica, entre outros (ADAN et al., 2016; ERRANTE
etal., 2015).

A analise dos RNAs mensageiros (mMRNAs) em estudos citologicos tem demonstrado
ser um importante fator na investigacdo biomédica e diagndsticos, permitindo o estudo de um
ou mais genes expressos de uma s6 vez (STAHL et al., 2016). Para avaliar a expressao
relativa de genes chaves das diversas vias metabdlica, utiliza-se a metodologia de PCR
quantitativa em tempo real (qQRT-PCR). A qRT-PCR permite a quantificagdo sensivel,
especifica e reprodutivel de acido nucleico e consiste na utilizagdo de um agente intercalante
que quando excitado, em cada ciclo de replicag¢do, emite uma fluorescéncia que ¢ captada pelo
sensor optico do termociclador e quantificada. Sendo assim, quanto maior a florescéncia

captada, maior a quantidade de produto amplificado (amplicons) (ARYA et al., 2005).

2.3.1 Expressao de genes relacionados ao estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo metabolitos normalmente produzidos
como resultado de processos intracelulares, podendo ser estimulados como resposta a
exposi¢do de alguns xenobioticos, tal como a fumaca de cigarro. Os EROS sdo moléculas
altamente reativas e podem danificar estruturas celulares como carboidratos, acidos nucleicos,
lipidios e proteinas e alterar suas fun¢des (BIRBEN et al., 2012).

Para contrabalancar a lesdo mediada por EROS, existe um sistema enddgeno de defesa
antioxidantes. O estresse oxidativo ocorre quando o balanco entre antioxidantes ¢ EROS ¢
interrompido, ocasionado pela deplecao de antioxidantes ou acimulo de EROS (BIRBEN et
al., 2012). A regulacdo do estado redutor e oxidante (redox) ¢ critica para a viabilidade
celular, ativacdo, proliferacdo e fun¢do organica. O estresse oxidativo contribui para muitas
condi¢des patologicas e doengas, incluindo cancer, distirbios neurologicos, aterosclerose,

hipertensdo, isquemia / perfusdo, diabetes, sindrome do desconforto respiratorio agudo,
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fibrose pulmonar idiopatica, doenca pulmonar obstrutiva crénica e asma (FUCHS-
TARLOVSKY, 2013).

Organismos aerdbios tém sistemas antioxidantes integrados, que incluem
antioxidantes enzimaticos e nao-enzimdticos que sdo geralmente eficazes no bloqueio de
efeitos nocivos de ROS. O corpo humano ¢ equipado com uma variedade de antioxidantes que
servem de contrabalanco para os efeitos dos oxidantes. Tais antioxidantes podem ser
divididos em duas categorias: enzimatica, como GPX (Glutationa Peroxidase), CAT (catalase)
e SODI (superdxido dismutase) e ndo enzimatica, como o a-tocoferol (vitamina-E), B-
caroteno (pro-vitamina-A), acido ascorbico (vitamina-C) e GSH (Glutationa Oxidase)

(BIRBEN et al., 2012; FUCHS-TARLOVSKY, 2013).

23.1.1 CAT

As catalases (CAT) sdo enzimas que desempenham papeis importantes na protecao
das células contra os efeitos toxicos das espécies reativas de oxigé€nio, em pespecial o
perdxido de hidrogénio. Numerosos estudos tém descrito os polimorfismos CAT e sua ligagdo
com varias doengas. Como exemplo de algumas doegas relacionadas a alteregdes genéticas
tém-se: a hipertensdo, diabetes mellitus, resisténcia a insulina, dislipidemia, asma,
metabolismo 6sseo ou vitiligo (GOYAL; BASAK, 2010; KODYDKOVA et al., 2014).

No genoma humano, o gene CAT esta localizado no cromossomo 11, na posi¢ao p13
(NCBI, 2017a) e a expressao deste gene ¢ regulada por varios mecanismos envolvendo, por
exemplo, o receptor activado por proliferador de peroxissoma y (PPARY), o factor de necrose
tumoral o (TNF-a), a proteina p53 e a hipermetilagdo de ilhas CpG no promotor de catalase.
Além dos fatores genéticos, as atividades da CAT podem ser afetadas pela idade, variagdes

sazonais, atividade fisica ou uma série de compostos quimicos (KODYDKOVA et al., 2014).

23.1.2 GPX1

O gene GPX1 esté localizado no cromossomo 3, na posi¢do p21.3 (NCBI, 2017b) e ¢
responsavel por codificar a enzima glutationa peroxidase-1 (GPX1). Essa enzima representa a
primeira selenoproteina de mamiferos identificada. E uma enzima antioxidante intracelular

que reduz o peroxido de hidrogénio em agua para limitar os seus efeitos nocivos. Entretanto,
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assim com outros EROS, o peroxido de hidrogénio também ¢ um importante fator para a
transducao de sinal mediado pelo fator de crescimento, a fungao mitocondrial e a manutengao
do equilibrio redox tiol normal. Dessa forma, ao limitar a acumulagdo de peroxido de
hidrogénio, a GPX1 também modula estes processos. Além disso, a GPX1 tem sido implicada
no desenvolvimento e prevencao de muitas doengas, vinculando a anormalidade da expressao
de GPX1 com etiologia do cancer, doenca cardiovascular, neurodegeneracdo, doenga auto-
imune, doencas cardiovasculares e diabetes (LEI; CHENG; MCCLUNG, 2007; LUBOS;
LOSCALZO; HANDY, 2011).

23.1.3 SOD1

O gene SODI1 esta localizado no cromossomo 21, na posi¢ao q22.1 (NCBI, 2017c) e
codifica a enzima antioxidativa superoxido-dismutase de cobre-zinco (Sod1) uma importante
enzima do sistema de defesa celular contra espécies reativas de oxigénio (ROS) .A sua grande
parte esta localizada no citosol, sendo possivel encontrar também no nucleo, peroxissomos ¢
mitocondria (KLOPPEL et al, 2010; LIOU et al, 1993; OKADO-MATSUMOTO;
FRIDOVICH, 2001).

Alteragdes no gene SOD1 estdo relacionadas ao desenvolvimento de algumas doencgas
degenerativas, como a esclerose amiotrofica lateral por exemplo (URUSHITANI et al., 2006).
A compreensao molecular dos processos envolvidos na regulacao da expressao do gene SOD1
podem auxiliar a desvendar novas vias reguladoras que regem alteracdes no a fenotipos
celulares nas doengas, bem como podem revelar alvos terapéuticos e tratamentos (MILANI et

al., 2011).

2.3.2 Expressao de genes relacionados ao ciclo celular

A regulacdo do ciclo celular ¢ fundamental para o desenvolvimento normal do
organismo. A desregulacdo nas etapas desse processo pode levar a um descontrole na
proliferacdo celular e com isso trazer resultados indesejados, como a formacgdo de tumores
(HODGSON, 2008). Sendo assim, este processo tem motivado diversos estudos na

compreensdo e desenvolvimentos de drogas que atuem em alvos moleculares envolvidos nos
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mecanismos reguladores envolvidos nessas etapas ( CROCE, 2008; LAPENNA;
GIORDANO, 2009).

O ciclo celular pode ser dividido, basicamente, entre mitose e intérfase. Esta ultima ¢
constituida pelas fases: Gapl (G1), Sintese (S) e Gap2 (G2). Em suma, na fase G1 ocorre a
sintese de RNA ¢ proteinas; na fase S ocorre a duplicagdo do DNA, e na fase G2 ocorre
preparagao das duas cromatides-irmas para inicio da mitose (LAPENNA; GIORDANO,
2009).

Os pontos de checagem “checkpoints” cujo desempenham a fungdo evitar a passagem
de possiveis erros para as células filhas, ocorrem na passagem de G1 para S “restriction
point”, dentro da fase S, ¢ de G2 para M (inicio da mitose). Lapsos nos checkpoints, como
mutagdes nos genes CHK1 e CHK2, podem levar a perpetuagdo de danos ao material genético
e a formacdo de células com diferentes tipos de anormalidades, caracterizando células
neoplasicas e poliploides (HOUTGRAAF; VERSMISSEN; VAN DER GIESSEN, 2006).

Em organismos saudaveis, o controle da proliferacdo celular ¢ dado por grupo de
genes que codificam proteinas ativas neste processo, € podem ser divididos em dois grupos:
0s proto-oncogenes € os genes supressores tumorais (LEE; MULLER, 2010)

Os proto-oncogenes retinem genes responsaveis por codificar reguladores fisiologicos
que atuam estimulando o crescimento e a diferenciagdo celular. Casualmente, mutagdes nesse
grupo de genes, geralmente ocasionadas pela exposicdo a agentes carcinogénicos fisicos,
quimicos e bioldgicos, os convertem em oncogenes. Neste grupo, estdo inclusos os genes
mTOR (BALDO et al., 2008), RAS, MYC, CCND1, entre outros (CARLO M. CROCE, 2008).

Ja os genes supressores tumorais, sao responsaveis codificar reguladores que atuam no
controle negativo do ciclo, impedindo a progressdo do ciclo celular. Alteragdes nesse grupo
de genes podem resultar no aumento de da taxa de proliferagdo e consequentemente, no
surgimento de tumores. Dentre os genes supressores tumorais ¢ possivel citar TP53, RB1,

MYC, TP21 (SUN; YANG, 2010)

2.3.2.1 Ciclinas

As ciclinas (CCN) sdo estruturas proteicas que estdo diretamente relacionadas em
diversas fungdes biologicas fundamentais para a célula, tais como proliferacdo celular,
angiogenese, tumorigénese e cicatrizagao celular. Devido a sua interagdo com uma variedade

de proteinas ligantes e reguladoras (HOLBOURN; ACHARYA; PERBAL, 2008).
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No que se refere ao ciclo celular, quando estimuladas, as ciclinas se ligam as quinases
dependentes de ciclina (CDK) e formam um complexo ciclina-CDK que orquestram, de forma
linear, a progressao do ciclo celular. Para a passagem de cada fase do ciclo celular (G1, S,
G2), ¢ necessario um aumento da concentragdo intracelular de pelo menos um complexo
especifico de cada fase, sendo regulados por seus respectivos inibidores de CDK (CKIs)(LIM;
KALDIS, 2013). Existem cerca de 11 ciclinas encontradas em células humanas, sendo que a
maioria possui subfamilias como por exemplo a ciclinas do tipo A (CCNAI), B (CCNBI,
CCNB2), e D (CCND1) as quais podem se combinar com CDKs especificas para cada fase
(CASIMIRO et al., 2012).

A desregulacdo desses eventos ¢ frequente vinculada ao desenvolvimento de células
neopldsicas com caracteristicas hiperproliferativas, bem como fibrose e sequelas
inflamatorias. Sendo assim, promissores alvos moleculares para estudos terapéuticos para

farmacos antitumorais (LAPENNA; GIORDANO, 2009; YEGER; PERBAL, 2007).

2.3.2.2 Checkpoint

As vias de controle do DNA sdo regides altamente conservadas e permitem que as
células reparem os danos no DNA causados por fatores mutagénicos exogenos e enddgenos.
O tempo de exposicao e como as células respondem ao dano no DNA sdo determinantes para
o desenvolvimento de neoplasias e envelhecimento prematuro. Tais respostas sdo também
indicadores de toxicidade de um determinado composto. Como o caso de farmacos utilizados
na quimioterapia contra o cancer (KASTAN; BARTEK, 2004).

Os pontos de verificacdo de danos no DNA estdo vinculados a reagdes bioquimicas
que determinam o atraso ou a parada do ciclo celular. Para isso, t€m-se o complexo proteico
Rad9-Radl-Husl e o Rad17-RFC que atuam na deteccao de danos no DNA e sinalizagao para
as quinases ATM, ATR, CHK1 ¢ CHK2 (NIIDA; NAKANISHI, 2006). As checkpoint
quinases (CHK ou CHEK ) sdo proteinas mediadoras da resposta ao dando podendo sinalizar,
por meio de fosforilagdo, a via de parada de ciclo regulando as proteinas Cdc25, Weel e p53
que acabam inativando as CDKs, bem como proteinas ativadoras mecanismos de reparo das
células, apoptose e de modelamento da cromatina (BARTEK; LUKAS, 2003). O gene
CHEKI1 localiza-se no cromossomo 11 posicdo q24.2 (NCBI, 2017d), enquanto o gene
CHEK?2 esta localizado no cromossomo 22 posi¢ao q12.1 (NCBI, 2017¢).
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23.2.3 mTOR

O gene mTOR (mechanistic target of rapamycin) esta localizado no cromossomo 1 na
posi¢ao p36.22 e codifica uma proteina pertencente a uma familia de fosfatidilinositol (PI3K)
relacionadas com quinase, mediando respostas celulares a estresses tais como danos ao DNA
e privacao de nutrientes (NCBI, 2017f).

O sistema de sinalizagdo mTOR desempenha um papel fundamental em varias vias de
transducao de sinal, que sdo necessarias para a progressao do ciclo celular, proliferacao
celular, metabolismo e angiogénese. A sinalizagdo de mTOR atua através da sinalizagdo
PI3K/AKT e quando desregulada estd vinculada em varias doengas humanas. Deste modo,
atrai grande interesse no desenvolvimento de farmacos que visam mTOR (ZHOU; LUO;
HUANG, 2010).

Compostos com agao inibidora de mTOR foram incluidos em testes em andamento
como agentes com potencial de a¢do contra o cancer. Atualmente mais de dez moléculas estao

em desenvolvimento para estudos clinicos e pré-clinicos (BALDO et al., 2008).

2.3.24 TP53

O TP53 ¢ o gene supressor de tumor amplamente estudado em tumores humanos, seu
gene, localiza-se no cromossomo 17 na posi¢do pl3.1 e codifica uma proteina denominada
tumor protein 53 (NCBI, 2017g) e tem sua expressdao aumentada quando ha dano no DNA,
atuando, principalmente, como modulador da via de reparo da célula.

Normalmente, a p53 ¢ mantida em baixas concentragdes devido a sua curta meia vida
(LAKIN; JACKSON, 1999). Entretanto, em alguns tipos celulares, ¢ possivel encontrar
também a p53 na forma inativa. Para se tornar ativa, a proteina p5S3 deve receber um sinal ou
alteracdo se tornando um fator de transcricdo. Diversos fatores podem ativar a p53 ou
aumentar a sua concentragdo na célula, como situacdes de estresse e varios tipos de dano ao
DNA. Além de funcionar como fator de transcri¢do, p5S3 pode atuar como sinalizador direto,
ativando determinadas proteinas e enzimas, resultando em parada do ciclo celular, apoptose,
senescéncia, reparo de DNA ou mudangas no metabolismo celular (VOUSDEN; RYAN,
2009).
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Embora desenvolva o papel de gene supressor de tumor, quando mutado, a maioria das
alteragdes levam a perda de funcdo, passando a exercer um efeito negativo dominante, ou
seja, o produto do Unico alelo mutado € o suficiente para interagir e silenciar o alelo normal,
induzindo a instabilidade genomica e, desta forma, atuando como um oncogene (STRANO et

al., 2007).

2325 P21

O gene CDKNI1A codifica um potente inibidor de quinase dependente de ciclina. A
proteina codificada, conhecida como p21, liga-se e inibe a atividade de ciclina-CDK2 bem
como ciclina-CDK4, desta forma, desempenha o papel de regula da progressio do ciclo
celular em G1(NCBI, 2017h). A atividade da p21 pode ser mediada pela via p53, através da
qual medeia a parada do ciclo em G1 em resposta a uma variedade de estimulos de estresse
(GOLIAS; CHARALABOPOULOS; CHARALABOPOULOS, 2004). Esta proteina pode
interagir com a proliferacdo do antigeno nuclear celular (PCNA), um fator auxiliar da DNA
polimerase, ¢ desempenha um papel regulador na fase S atuando na replicagio do DNA,
podendo atuar também no reparo de danos no DNA.

Novos estudos, demonstraram que a p21 pode ser estimulada por vias independentes
de p53. P21 pode modular a expressdo de genes e outros eventos celulares através de
interagdes proteina-proteina que sdo independentes de CDKs e PCNA. Diversos fatores de
transcrigdo, ubiquitina ligases e proteinas quinases regulam a transcri¢dao, estabilidade e
localizagdo celular de p21, atuando diretamente na sua atividade. A p21 ¢ um supressor
tumoral, porém pode que se comportar como um oncogene em certos contextos celulares,
senso assim, fatores que regulam a sua atividade tem se tornado alvos para intervengao

terapéutica (ABBAS; DUTTA, 2009).

23.2.6 C-MYC

O gene MYC esta localizado no cromossomo 8 na posi¢ao q24.21 (NCBI, 2017i).
Codifica uma fosfoproteina nuclear multifuncional. Funciona como um fator de transcri¢ao
que regula a transcricdo de genes alvo especificos. Recentes evidéncias reforcam as

participagdoes direta e indireta da proteina C-MYC na regulacdo do ciclo celular,
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diferenciagdo, metabolismo, crescimento celular, apoptose, instabilidade gendmica,
imortalidade e angiogénese. Mutagdes, superexpressao, rearranjo e translocagao deste gene
tém sido associados a uma variedade de tumores hematopoiéticos, leucemias e linfomas.
Novos esfor¢os estdo sendo direcionados no sentido da identificacdo dos genes-alvo regulados
pelo ¢-MYC e da elucidagdo dos mecanismos moleculares implicados na transformagao
neoplasica (FARIA; RABENHORST, 2006).

A expressdo desregulada de ¢c-MYC pode superar a parada do ciclo celular para
promover a proliferacao celular. A expressao de c-MYC pode inibir a transcri¢do de p21CIP1
por TGF. Assim, progressao do ciclo celular via c-MYC- dependente pode atuar reprimindo
do gene p21CIP1 podendo interferir no mecanismo de checagem de integridade do genoma

(CLAASSEN; HANN, 2000).

2.3.3 Expressao de genes relacionados a danos ao DNA

Naturalmente, as células estdo expostas a danos no DNA no seu dia a dia e tais danos
podem levar a mutacdo, cancer ¢ morte celular. O dano ao DNA induz varias respostas
celulares que permitem a célula ou eliminar ou lidar com o dano ou para ativar um processo
de morte celular programada, visando eliminar células com mutacdes potencialmente
prejudiciais ao organismo (HOUTGRAAF; VERSMISSEN; VAN DER GIESSEN, 2006).

Como alternativa aos danos, as células humanas dispdem basicamente de seis
principais vias de reparo conhecidas: (a) reparo por excisao de bases (base excision repair,
BER), (b) reparo por excisdo de nucleotideos (nucleotide excision repair, NER), (c) reparo de
bases mal emparelhadas (mismatch rapair, MMR), (d) reparo por sintese translesdo
(translesion syntesis, TLS), (e¢) reparo por recombinacdo homologa (homologue
recombination, HR) e (f) reparo por recombinacdo ndo homologa ou ilegitima (non
homologus end joining, NHEJ). Cada via ¢ acionada conforme o tipo de lesdo que foi gerada
(SANCAR et al., 2004).

2331 ATM-ATR

As ATM e ATR sdo quinases que desempenham o papel de reguladores central da via

de resposta a danos no material genético. Ambas sdo ativadas por danos e estresse de
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replicacdo do DNA agindo de forma distintas nas respostas a tais eventos, sendo comumente
acionadas pela via de reparo HR e NHEJ (MARECHAL; ZOU, 2013; RONCO et al., 2016).

O gene ATM (ataxia telangiectasia mutated) localiza-se no cromossomo 11 na posi¢do
q22.3 e codifica uma proteina que pertence a familia PI3 / PI4-quinase. Esta ¢ uma importante
proteina quinase relacionada ao controle do ciclo celular e funciona como um regulador de
uma grande variedade de proteinas, incluindo as proteinas supressoras de tumores p53 e
BRCAL, a quinase de controle CHK2, as proteinas de controle RAD17 e RAD9Y e a proteina
de reparo do DNA NBSI. Esta proteina e a quinase ATR estreitamente relacionada sdo
pensadas para serem controladoras mestre de vias de sinalizagdo de ponto de verificagdo do
ciclo celular que sd3o necessarias para a resposta das células aos danos do DNA e para a
estabilidade do genoma. As mutacdes neste gene estdo associadas a ataxia telangiectasia dai a
origem do seu nome (MARECHAL; Z0U, 2013; NCBI, 2017j; RONCO et al., 2016;
SHILOH, 2001).

O gene ATR (ataxia telangiectasia and Rad3 related) localiza-se no cromossomo 3 na
posicdo g23. Também codifica uma proteina pertencente a familia PI3 / PI4-quinase e est4
diretamente relacionada com a ATM, uma proteina quinase codificada pelo gene mutado em
ataxia telangiectasia. Estudos tém mostrado que esta quinase fosforila a CHKI1, proteinas de
controle RAD17 e RAD9, bem como a proteina supressora de tumor BRCA1 (MARECHAL;
Z0OU, 2013; NCBI, 2017k; RONCO et al., 2016; SHILOH, 2001).

2.3.3.2 GADDA45A

O gene GADD45A (growth arrest and DNA damage inducible alpha) esta localizado
no cromossomo 1 na posi¢do p31.3(NCBI, 20171). E um membro de um grupo de genes cujos
niveis de transcricdo sdo aumentados apds a inducdo de parada de crescimento celular por
tratamento com agentes de danos de DNA. A proteina codificada por este gene responde a
estresses por meio da ativagdo da via p38 / JNK através da quinase MTK1 / MEKK4. A
transcri¢ao induzida por dano do DNA deste gene ¢ mediada pela p53, porém ndo exclusiva
podendo agir também, de forma independente do mecanismo da p53 através de alteragdes

epigenéticas (BARRETO et al., 2007; TAMURA et al., 2012).
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2333 H2AX

O gene H2AX (H2A histone family member X)) estd localizado no cromossomoll na
posicdo q23.3(NCBI, 2017m). Este gene codifica a histona H2A, cuja, além de sua fun¢do de
auxiliar no empacotamento do genoma, desenvolve um importante papel de sinalizacdo de
quebra de fita do DNA por meio de fosforilagdes sendo uma etapa importante para a atuagao
do mecanismo de reparo auxiliando na manuten¢do da estabilidade genomica (YUAN;
ADAMSKI; CHEN, 2010). Alguns estudos tém trazido a H2AX como um potencial
biomarcador de monitoramento de efeitos genotoxicos, sendo indicado como prognostico de

diversos tipos tumorais (MATTHAIOS et al., 2013; TURINETTO; GIACHINO, 2015).

2334 MDM2

O gene MDM2 (murine double minute 2) ¢ encontrado no cromossomo 12 na posi¢ao
q15(NCBI, 2017n). Codifica uma proteina que age de forma antagdnica ao supressor tumoral
p53. MDM2 funciona como uma ligase de ubiquitina E3 que inativa a p53.0 aumento da
expressao deste gene ¢ dado por mecanismos desconhecidos € ocorre em muitos tumores. Isto
¢ devido ao fato de que os niveis aumentados de MDM2 inativam as fung¢des apoptoticas e de
paragem do ciclo celular mesmo com a expressdo normal de p53, evento comum na génese de
muitos tipos de tumores. Foram identificadas muitas outras proteinas que interagem com
MDM?2, como por exemplo, pode se ligar a outro supressor de tumor, ARF agindo de forma

independente da p53 (IWAKUMA; LOZANO, 2003; WADE; LI; WAHL, 2013).

2335 PARP1

O gene PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1) estd localizado no cromossomo 1 na
posicdo g42.12 e codifica uma enzima relacionada que tem a capacidade de catalisar a
transferéncia de ADP-ribose para proteinas alvo.(NCBI, 20170). Esta envolvida na regulacao
de varios processos celulares importantes tais como diferenciacdo, proliferacio e
transformagdo de tumores e também na regulacdo dos eventos moleculares envolvidos na

recuperagao de células de danos no DNA (MORALES et al., 2014).
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O papel das proteinas PARP no reparo do DNA tém despertado um grande interesse
da comunidade cientifica, devido a descoberta de que certos tumores defeituosos nos
mecanismos de recombinacdo homologa, dependente do reparo do DNA mediada por PARP
para a sobrevivéncia, apresentando serem sensiveis a inibi¢ao desta proteina.

Recente demonstragdo de que os inibidores de PARP sdo agentes antitumorais ativos
em tumores com os genes BRCAL e BRCA2 mutantes A via de PARP e a sua inibigdo, assim,
oferece uma série de oportunidades para a intervengdo terapéutica contra o cancer
(MORALES et al., 2014; ROULEAU et al., 2010).

2.3.4 Expressao de genes relacionados a morte celular

As vias de suicidio intrinsecas as células, denominadas morte celular programada, sdo
cruciais para o desenvolvimento animal, a homeostase dos tecidos e a patogénese. (FUCHS;
STELLER, 2015). E tipicamente discutida como apoptose ou necrose. Sendo a apoptose
descrita como um processo ativo e programado do desarranjo celular autbnomo que evita
induzir a inflamagdo. Ja a necrose caracterizada como a morte celular passiva e acidental
resultante de perturbacdes ambientais com liberacdo descontrolada de contetido celular
inflamatorio (FINK et al., 2005).

Entretanto, diferentes tipos de morte celular t€ém sido caracterizados, tais como entosis,
catastrofe mitdtica, necroptose, piroptose, entre outros, ¢ sao definidos através de critérios
morfologicos e mecanismos bioquimicos especificos. Desta forma, para definir o tipo de
morte celular vé-se necessario estudos nao sé dos padrdes estruturais das células, como
também as rotas bioquimicas de ativacao utilizadas. Como por exemplo, deve-se levar em
consideragao que os mecanismos independentes de caspases podem interagir com caspases,
assim como substitui-las, na execu¢do de vias de sinalizagdo letal e que a autofagia ¢ um tipo
de morte celular que ocorre juntamente com vacuolizagdo autofagica, porém nao ¢ uma
caracteristica obrigatoria (KROEMER et al., 2009).

Pode-se definir, brevemente, a morte celular programada como um mecanismo
dependente de sinais geneticamente codificados que atuam dentro da célula numa sequéncia
de eventos potencialmente modificavel que levaram a morte da célula. Desta forma, tém-se
como conceitos: Apoptose definida pela acdo de um subconjunto de caspases que altera a
morfologia celular através da condensacdo nuclear e citoplasmatica e formando de fragmentos
celulares ligados a membrana ou de corpos apoptoticos de caracteristica ndo inflamatoria. A
autofagia definida pela degradacdo de componentes celulares dentro da célula geralmente com

a formagao de vactiolos autofagicos e caracteristica ndo inflamatéria. A piroptose sendo a via
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pro-inflamatoria resultante da atividade da caspase-1, que conduz a ruptura da membrana e
processamento de citocinas pro-inflamatorias, € necrose como a observagao pds-morte das
células caracterizado pela liberacdo do contetido citoplasmético no ambiente (FINK et al.,

2005).

2.3.4.1 Caspases

As caspases (Cysteine-aspartic-acid-proteases) sdo uma familia de endoproteases
envolvidas diretamente em vias que controlam a inflamacdo e a morte celular. A ativa¢do de
caspases apoptéticas resulta na inativagdo ou ativagdo de substratos e na geragdo de uma
cascata de eventos de sinalizagdo permitindo a degradacdo controlada de componentes
celulares. O controle da cascata das caspases sdo esséncias para os diversos processos
celulares envolvidos na homeostase e diferenciacdo celular. A ativagdo de caspases
inflamatorias resulta na produgdo de citocinas pro-inflamatérias € na promocao de respostas
imunes inatas a varios insultos internos e externos. A desregulacdo de caspases tem sido
vinculada a diversas doengas humanas, incluindo cancer e disturbios inflamatérios, e grandes
esfor¢os para conceber melhores terapias para estas doencas procuram entender como essas
enzimas funcionam e como eles podem ser controlados (MCILWAIN; BERGER; MAK,
2015).

As caspases podem ser divididas em trés grupos, de acordo com o seu modo de agao:
as primeiras a receberem o sinal de morte celular e ativam outras caspases chamadas de
iniciadoras, sdo as caspases 2, 8, 9 e 10. Um segundo grupo comporta aquelas chamadas de
efetoras, sdo ativadas pelas iniciadoras, estas sdo responsaveis por clivar as proteinas-chave
envolvidas no processo de degradacdo dos produtos intracelulares, compreendem as caspases
3, 6 ¢ 7. E um ultimo grupo que possui fun¢do inflamatdria, estando envolvidas na maturagdo
de citoquinas, sendo estas as caspases 1, 4, 5, 11, 12, 13 e 14 (LI; YUAN, 2008; RIEDL; SHI,
2004).

A morte celular programada, em mamiferos apresenta duas vias, a via extrinseca ou
via do receptor da morte (caspase-8) e a intrinseca ou via mitocondrial (caspase-9). De forma
sucinta, a via extrinseca ¢ desencadeada pela ativacdo de caspases associadas a via de

sinalizacdo dos receptores de morte. Os receptores da morte, como os fatores de necrose
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tumoral (rTNF), estdo localizados na superficie celular e quando estimulados transmitem ativa
a caspase-8 que d4 inicio a cascata de ativacao de morte (LI; YUAN, 2008).

Ja a via intrinseca pode ser estimulada por diferentes agentes, fisicos, quimicos ou
bioldgicos, que geralmente, ativam estimulos mitocondriais e disparara a fase de iniciacao
mediada pela Caspase-9. Durante a apoptose a permeabilidade das membranas mitocondriais
sofre diversas alteragdes, induzindo a formacgao de poros na membrana desestabilizando a sua
funcdo, que por sua vez desencadeia uma rede de processos envolvidos na morte celular (LI;
YUAN, 2008). Sendo assim, agentes que geram estresse intracelular ou extracelular como a
deprivagdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipoxia ou ativacdo de oncogenes,
entre outros, podem contribuir para a formagdo de poros na membrana mitocondrial
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007; VYSSOKIKH; BRDICZKA, 2003). Desta
forma, o controle da atividade das caspases apresenta ser bons alvos moleculares para fins

terapéuticos (MCILWAIN; BERGER; MAK, 2015).

2.34.2 BIRCS

O gene BIRCS (baculoviral IAP repeat containing 5) esta localizado no cromossomo
12 na posi¢do q25.3 (NCBI, 2017p). Este gene ¢ pertencente a familia de survivinas, ou seja,
de genes inibidores de apoptose (IAP), que codificam proteinas reguladoras negativas que
impedem a morte celular apoptdtica. A expressio do gene BIRC5 ¢ controlada por
mecanismos de transcri¢do, splicing alternativo e extensas modificagdes pds-transcricionais e
a proteina BIRCS tem como alvo, inibir as capases 3 e 7. Em nivel transcricional, a survivina
pode ser regulada pela -catenina, pelos fatores de transcri¢do Spl, Stat3, HIF-1a e pelo p53
que pode reprimir de maneira transcricional sua expressao (CHEN et al., 2016).

Polimorfismos do gene da survivina t€ém sido correlacionados a agressividade do
tumor bem como a expectativa de vida dos doentes com cancer. A expressdo diferencial de
survivina em células cancerosas em comparagao com tecidos normais e seu papel no estimulo
de varias de vias celulares o torna um potencial alvo terapéutico para o desenvolvimentos de

drogas (JAISWAL; GOEL; MITTAL, 2015).

2.34.3 BECN1
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O gene BECN1 (Beclin 1) esta localizado no cromossomo 17 posigdo q21.31 e
codifica uma proteina que regula a autofagia (NCBI, 2017q). A proteina codificada ¢ um
componente do complexo fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) que medeia processos de trafico
de vesiculas. Interage com varios cofatores para regular a proteina Vps-34 da quinase lipidica
e promove a formagdo de Beclin 1-Vps34- Vpsl5, e o subsequente recrutamento de proteinas
Atg adicionais que orquestram a formacao de autofagosomas, induzindo assim a autofagia.
Em contraste, o0 dominio BH3 de Beclin 1 esta ligado a, e inibido por BCL-2 ou Bcl-XL. Esta
interacdo pode ser interrompida pela fosforilagdo de BCL-2 e Beclin 1, ou ubiquitinagao da
Beclin 1. Excepcionalmente, a caspase mediada por clivagem de Beclin 1 promove o link
entre apoptose e autofagia (KANG et al., 2011; SINHA; LEVINE, 2008).

Além disso, Beclin 1 esta implicado em numerosos processos bioldgicos, incluindo
adaptacdo ao estresse, desenvolvimento, endocitose, citocinese, imunidade, tumorigénese,
envelhecimento e morte celular, o que torna um alvo potencialmente valioso para varias

terapias, incluindo o tratamento antitumoral (WIRAWAN et al., 2012).

2344 PUMA

O gene BBC3 (BCL2 binding component 3) ou PUMA esta localizado no cromossomo
19 na posi¢ao q13.32. Este gene codifica um membro da familia BCL-2 de proteinas, sendo
pertencente a subclasse pro-apoptotica BH3-only. Este gene codifica duas proteinas contendo
o dominio BH3 (PUMA-a ¢ PUMA-B) que sdo induzidas nas células apos a ativagdo de p53.
PUMA-o e PUMA-B atuam de forma semelhantes. Eles se ligam a BCL-2, localizam as
mitocondrias para induzir a liberacdo do citocromo c, e ativam a rapida indu¢do da morte
celular programada (NAKANO et al., 2001).

E um importante mediador de apoptose dependente e independente de p53 induzida
por uma grande variedade de estimulos, incluindo estresse genotdxico, expressdo de
oncogenes, toxinas, estresse oxidativo, retirada de fator de crescimento/citocinas e infecgao.
Ele serve como uma molécula de sinalizagdo proximal cuja expressao ¢ regulada por fatores
de transcrigdo em resposta a esses estimulos. Embora a expressdo elevada de PUMA
provoque uma maior sensibilizacdo das células tumorais a quimio e radioterapia, a inibi¢do da
expressdo de PUMA pode ser util para reduzir a morte celular excessiva associada a lesdes

teciduais e doencas degenerativas. Desta forma, o PUMA age como um sensor de estimulos
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de morte celular e um alvo de drogas promissor para a terapia do cancer e danos nos tecidos

(YU; ZHANG, 2008).
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2.4  Linhagem HaCat

A epiderme, como ¢ chamado o epitélio da pele, ¢ um tipo de revestimento escamoso
estratificado composto pela compressdo de camadas de células mortas complexadas com
lipidios, proteinas e filamentos de queratina, que forma uma importante barreira entre omeio
interno € o meio externo do organismo, que, além de evitar a perda de agua, protege o
organismo de danos fisicos quimicos e agentes de infecciosos.

Os queratinocitos sdo o principal tipo celular constituinte da epiderme, que consiste
em 85% das células da epiderme, é responsavel pela produgdo da barreira de protegao fisica e
quimica e secretam os filamentos de queratina, seguido das células de Langerhans, de 5-8%
do total de células da epiderme, responsdveis pela parte barreira imunoldgica local e,
posteriormente, os melanocitos, com 5% do total da populacdo, responsaveis pela
pigmentacao e prote¢ao contra danos solares (TSCHARNER; JENSEN, 1997).

HaCat (Figura 3) ¢ a primeira linhagem de célula epidermal humana imortal, resiste a
mais de 140 passagens sem entrar em senescéncia, proveniente de uma transformacdo
espontanea de células histologicamente normais associadas a uma série de alteragdes
cromossomicas. Sendo assim, ¢ caracterizada por apresentar um padrdo morfologico similar
ao de queratindcito normal, porém com caridtipo aneuploide. Foi obtida por meio de uma
biopsia da pele de um homem caucasiano de 62 anos de idade e posteriormente isolada

(BOUKAMP et al., 1988).

Figura 3: Células HaCat (200 X). Imagem obtida através do microscopio optico EVOS™ FL
Auto Cell Imaging System (TermoFisher Sientific
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Desde sua caracterizagdo, a HaCat vem sendo alvo de muitos estudos, nos quais tem
sido utilizada como modelo em testes da area imunoldgica (GIBBS, 2009), metabolomica
(CARROLA et al., 2016) e modelo para estudos de andlises citotoxicas e farmacéuticos
visando evitar o uso de animais para estes fins (NATSCH; EMTER, 2015). Além disso, ¢ um
excelente modelo celular para estudos com o selénio, uma vez que esta linhagem demonstra
ter alta afinidade na captagdo deste composto (GANYC; SELF, 2008). Com as estimativas de
projecdes futuras indicando uma maior incidéncia de cancer na populagdo mundial, vé-se
necessario a descoberta de novos compostos e desenvolvimento de drogas com maior eficacia
e seletividade e que consequentemente diminua os efeitos colaterais, proporcionando o
tratamento menos agressivo ¢ dando uma maior qualidade de vida ao individuo.

Sendo o selénio um composto indicado como um potencial agente terapéutico contra o
cancer devido principalmente a sua agdo antioxidante, torna-se necessario os estudos com
uma analise mais direcionadas a células humanas ndo-tumorais, assim neste estudo utilizou-se
a linhagem de queratindcitos espontaneamente imortalizados - HaCat, amplamente utilizado
como modelo in vitro, para melhor compreender os efeitos intracelulares do tratamento com

selenito de sd6dio em células ndo tumorais.
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3. OBJETIVOS

Investigar a resposta celular de uma linhagem nao-tumoral (HaCat) ao tratamento com
selenito de sodio evidenciando os efeitos citotdxicos, antiproliferativos e na expressdo génica,
contribuindo para o entendimento do mecanismo de acdo e o papel desse micronutriente na

carcinogénese.

3.1. Objetivos Especificos

e Analisar o potencial citotéxico do selenito de sddio nas concentragdes de 10 uM a 80

UM em um periodo de 24 horas de tratamento na linhagem HaCat;

e Caracterizar o perfil de indice celular da linhagem HaCat tratada com selenito de sodio

em tempo real;

e Avaliar a capacidade do selenito de sédio em induzir morte celular e danos na

membrana celular e alteragdes do ciclo celular em células HaCat;

e Averiguar o potencial genotoxico do selenito de sddio em células HaCat;

e Estabelecer o efeito do selenito de s6dio na expressdo dos principais genes envolvidos
no ciclo celular (CCNA 1, CCNB 1, CCNB 2, CCND 1, CHK 1, CHK 2, mTOR, p53 ¢
p21, c-MYC), danos ao DNA (ATM, ATR, GADD 45A, H2AX, MDM 2 e PARP 1),
estresse oxidativo (CAT B, GPX 1 e SOD 1), e morte celular (CASP 3, CASP 7, CASP 8§,
CASP 9, BIRC 5, BECN 1 ¢ PUMA).
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Resumo

O selenito de so6dio € um composto que tem sido utilizado como suplemento alimentar
devido a sua a¢do antioxidante, tendo despertado a aten¢do da comunidade cientifica por se
revelar um potencial coadjuvante no tratamento do cancer em testes com células tumorais. A
fim de compreender os mecanismos moleculares envolvidos na exposi¢do de células nao
tumorais ao selenito de soédio, o presente estudo investigou os efeitos citotoxicos e
antiproliferativos do selenito de sodio e seus efeitos na modulagdo da expressdo génica nas
principais vias de morte celular, ciclo celular, estresse oxidativo e dano e reparo do DNA na
linhagem de células ndo-tumoral de queratindcitos (HaCat). Nossos testes, demonstram que o
tratamento com selenito de sodio apresentou citotoxicidade a partir da concentragao de 10uM,
simultaneamente a alteragdes morfologicas das células (granulacdes citoplasmaticas), porém
ndo apresentou efeito genotoxico. O selenito foi indutor de dano na membrana, morte e de
parada de ciclo nas células. O tratamento induziu alteragdes nos niveis de mRNA para os
genes MTOR, ATR (redugdao) e PUMA (aumento). Entretanto, ndo houve modulacdo na
expressdo de caspases bem como dos genes PARP 1, BIRC 5, BECN 1 e ¢c-MYC, indicando
que o selenito de sodio causa apoptose PUMA-dependente em células HaCat. Contudo, os
genes analisados, relacionados ao estresse oxidativo e dano e reparo do DNA e no ciclo
celular, ndo apresentaram alteracdo significativa. Nossos resultados, evidenciam o efeito
citotoxico do tratamento de selenito de sddio em células HaCat, alterando o padrio de
expressdo génica, a morfologia e a proliferagdo celular em concentragdes que sdo semelhantes

a testes em linhagens células tumorais, indicando a possibilidade de efeitos colaterais
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indesejaveis se usado como alternativa agente terap€utico nas concentracdes a partir de
10uM.

Palavras-chave: Citotoxicidade, antiproliferacio, mecanismo de acdo, HaCaT

INTRODUCAO

Diversos estudos na literatura demonstra a essencial importancia do selénio para o
funcionamento ideal das células, vinculado, sobretudo, a sua ac¢ao antioxidante. Tais estudos
revelam que a deficiéncia desse micronutriente esta diretamente relacionada no
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, canceres, cirrose, diabete entre outros (AL-
BADER et al., 1998; LOSCALZO, 2014; REDDI; BOLLINENI, 2001). Pesquisas tém
demostrado acdo antifungica do selénio como cosméticos capilares (CASTANEDA et al.,
2007), na acdo antirretroviral (BAUM et al., 2013), na prevencdo contra o Alzheimer
(LAKSHMI; SUDHAKAR; PRAKASH, 2015), a importancia na fertilidade masculina
(HAWKES; TUREK, 2001) e, principalmente, acdo protetora contra o cancer (HUAWEI,
2009; YANG et al., 2009; YOON; KIM; CHUNG, 2001).

A forma inorganica do selénio, selenito de sddio, ¢ amplamente utilizada em suplementos
alimentar como fonte de selénio para o corpo humano, e ¢ alvo de diversos experimentos com
células de linhagem tumoral, que evidenciam o potencial do selenito de s6dio como promissor
quimioterapico contra o cancer devido a sua atividade antioxidante (BENDICH, 2000),
quimiopreventiva (STOICA; PENTECOST; MARTIN, 2000; ZHAO et al., 2009), citotoxica
(CUI et al., 2015) ¢ a sua agdo anti-metastatica in vitro (YOON; KIM; CHUNG, 2001; ZHU;
GONG; FRENKEL, 1998). No entanto, estudos sobre seu efeito citotdoxico e genotéxico em
células ndo-tumorais ainda sdo escassos.

Yoon e colaboradores (2001) relataram a agdo antimetastatica do selenito em células
HT1080, onde o selenito [3uM] inibiu a interacdo matriz-célula, regulou a atividade de
proteases associadas a invasdo, além de regular os fatores de transcrigdo AP-1 e NF- kB
(YOON; KIM; CHUNG, 2001). Em um outro estudo, Yang et al. (2009) relataram a
possibilidade de o selenito de sodio ter acdo seletiva, onde avaliaram o potencial terapéutico
do selénio, injetando as formas de seléniometionina e selenito de sddio em tumores induzidos
por células tumorais SW480 injetadas em ratos e tratados por 21 dias; foi observado que tanto
o seleniometionina [2 mg/kg/dia] quanto o selenito de sodio [0,1 mg/kg/dia] inibiram o

crescimento tumoral in vivo, no qual foi relatado ainda indugdo de apoptose nas células
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SW480 e inibigao da expressao do gene BCL-XL e aumento na expressao dos genes BAX,
BAD e BIM além da ativagdo da Caspase-9. Zhao et al (2009) em um estudo com células de
cancer de prostata (LNCap e PC3), relataram a acdo do selenito de s6dio [3uM] como potente
indutor de apoptose e através da técnica de Western blot, nas células tratadas com 1,5 uM de
selenito de sodio, houve inibigdo da AKT bem como induziu apoptose e parada de ciclo em
G2/M. Tais estudos mostram que o selenito de sodio pode atuar tanto antes quanto depois do
dano celular. Entretanto, Macfarquhar et al. (2010) realizaram um levantamento avaliando
casos de envenenamento nos Estados Unidos da América, no qual foram analisados 201 casos
em 10 estados, sendo, a suplementacdo exacerbada de selénio, a causa de tal enfermidade
caracterizando como um significante risco a saude publica ressaltando a necessidade de uma
maior regulacdo da liberagdo deste composto para o consumo humano.

Em um estudo experimental com humanos, afim de avaliar o efeito da dieta suplementada
com selenio, Vinceti et al. (2013) demonstraram que a suplementagdo nao reduziu o risco de
desenvolver cancer, podendo at¢ mesmo aumentar o risco de desenvolver alguns canceres
sitio-especificos como, por exemplo, neoplasias de pele. Este estudo evidencia o potencial
toxico do selénio ligado a suplementacdo alimentar. Guo et al. (2015) analisou o efeito do
selenito de sddio em linhagens de células tumorais de mama (MCF7 ¢ MDA-MB-231) em
comparag¢ao com a linhagem de células ndo tumorais de epitélio de mama humana (HMEC) e
notou que baixas doses de selenito de sodio induziu o estresse oxidativo, inibiu o crescimento
celular e induziu apoptose somente nas linhagens tumorais testadas.

A compreensdo dos efeitos do selenito de sdédio em genes envolvidos na apoptose e
progressao do ciclo celular em células ndo tumorais, pode fornecer importantes informagdes
sobre os processos prejudiciais ou benéficos para a homeostase celular. Desta forma, utilizou-
se a linhagem celular ndo-tumoral de queratonocitos - HaCat, linhagem modelo em estudos
toxicoldgicos, para o estudo dos possiveis efeitos citotoxicos e antiproliferativos do selenito
de soédio correlacionando com alteragdes da expressao génica envolvidas na morte, ciclo

celular, estresse oxidativo e danos ao material genético.
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MATERIAIS E METODOS

Linhagem Celular e Condi¢oes de Cultura

Foi utilizada a linhagem nao-tumoral HaCat (linhagem celular proveniente de
queratindcitos saudaveis transformados) obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro, livres
de micoplasma. As células foram cultivadas em monocamada em frascos para cultura de 25
cm? com 5 mL de meio DMEM (Gibco, n°12800-017) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF) (Gibco, n°12657-029) e 0,1% de penicilina/estreptomicina (Gibco) e mantidas em
estufa a 37°C a 5 % de CO, (Apéndice-Figura 4), com o tempo de ciclo celular aproximado

de 24 horas.

Agentes Quimicos

Para uso na cultura de células, o selenito de sddio (Na2SeO3, Sigma, CAS: 10102-18-
8) foi diluido em DMEM. Para o ensaio de cometa, foi utilizado a Doxorrubicina (CAS
25316-40-9, Adriblastina® - Pharmacia) na concentragdo de 1puM como controle de indutor
de dano no DNA. Utilizou-se camptotecina (N° de cat. C9911; CAS: 7689-03-4, Sigma
Aldrich®) na concentragdo de 0,5 uM no como controle positivo para a analise do indice

celular em tempo real e 1 pM como controle positivo para os demais testes.

Ensaio de Citotoxicidade - MTT

Para a avaliagao da viabilidade celular através do estado de metabolizagao celular, foi
utilizado o ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
Difeniltetrazolio - (CAS 298931; Sigma Aldrich®)) descrito por Mosmann (1983) com
adaptacdes. Foram utilizadas placas de 96 pocos e semeadas 5x10° células em cada pocgo.
Apo0s 24 horas de estabilizacao, os pocos foram tratados com meio contendo selenito de sodio
nas concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 uM por 24 horas. Passado o periodo de
tratamento, removeu-se o meio de cultura e as células foram incubadas com 100 pL. meio de

cultura celular sem soro bovino fetal com a solugdo de MTT a 0,5 mg/mL. Ap6s 4 horas de
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incubacdo a 37°C. O sobrenadante foi removido e os cristais de formazan formados em cada
poco foram diluidos em 100 pL de DMSO (Dimetilsulfoxido) para leitura em
espectrofotometro (TP Reader - Thermo Plate) ao comprimento de onda de 540 nm
(Apéndice-Figura 5). Os dados foram apresentados com percentuais de viabilidade celular que
foram obtidos através do seguinte célculo: [ (Absorbancia Média de Tratamento * 100) /
(Absorbancia Média de Controle) ]. O padrao morfoldgico das células foi acompanhado
através de imagens obtidas com o microscopio EVOS™ FL Auto Cell Imaging System
(Termo Fisher Sientific). Os experimentos foram realizados em trés repeticdes e o0s

tratamentos em seis replicata (pogos).

Analise Celular em Tempo Real (RTCA)

Para a avaliag¢do da cinética de proliferacdo celular, foi utilizado o leitor xCELLigence
RTCA — Real Time Cell Analyzer — ROCHE equipado com uma E-Plate de 96 pogos. Esta
placa possui microeletrodos posicionados ao fundo dos pogos que possibilita a detec¢do do
indice celular através da impedancia elétrica causada pelo acimulo de células em cada pogo,
os quais foram convertidos em curva de proliferacio celular (ABASSI et al.,, 2009a)
sucedendo-se o seguinte protocolo recomendado pelo fabricante: Foi realizado o background
com 50puL de meio de cultura, posteriormente foi acrescentado 100uL. de meio de cultura
suplementado com 10% de SBF contendo 5x10° células e encubadas por 24 horas para
estabilizacdo. Passado o periodo de estabilizagdo, retirou-se S0uL de meio dos pogos e foi
adicionado 100pL de meio com os tratamentos de SS [5,10, 20 e 40uM], finalizando o
volume final de 200 pL por pogo. A proliferacdo celular foi monitorada em tempo real em
intervalos de 30 min durante por 72 horas ap6s o inicio dos tratamentos. Foi realizado um
experimento contendo dezesseis replicatas para cada tratamento. Esquema representativo no

Apéndice-Figura 6.

Avaliacio de genotoxicidade

Foi realizado o ensaio do cometa (GLEI; SCHNEIDER; SCHLORMANN, 2016)

com a finalidade de analisar o efeito genotdxico de trés concentragdes citotoxicas avaliadas,
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ou seja, detectar se as concentragdes de 10, 20 e 40 uM de selenito de sddio causam danos ao
DNA.

Para o experimento 3x 10° células foram semeadas em tubos de 10 cm? e apés 24h de
estabilizagdo foram tratadas, sendo um controle negativo, contendo apenas meio de cultura;
trés concentragdes supracitadas de selenito de sédio e um controle positivo com o agente
indutor de danos no DNA (doxorrubicina 1uM). As células foram tratadas e encubadas pelo
periodo de trés horas, tempo estipulado para poder identificar os possiveis danos iniciais afim
de evitar falsos negativos por possivel agdo do mecanismo de reparo como descrito por
Hartmann e Speit (1997). Apds o tempo de tratamento, foi descartado o meio de cultura,
adicionado 300 pL de tripsina a 0,1% e encubadas a 37° C por 10min, logo em seguida, foi
adicionado meio de cultura para neutralizacdo da tripsina e solubilizacdo das células,
posteriormente foram centrifugadas (5 mim/1000 rpm) e ressuspendidas em meio de cultura,
diluidas em agarose de baixo ponto de fusdo (LMP 0,5%) e distribuidas em laminas pré-
gelatinizadas (agarose ponto de fusdo normal 1,5%) de 10 a 20 min a 4°C em seguida, retira-
se a laminula. As células foram lizadas (1 mL de Triton X-100, 10mL de DMSO e 89mL de
solugdo de lise estoque, pH 10,0 — solucdo estoque: 146,1g de NaCl 2,5 M, 37,2g de EDTA
100mM, 1,2g de Tris 10mM, ~8,0g de NaOH so6lido, 890mL de H,O destilada) por 60 min a
4°C e, posteriormente, submetidas a eletroforese (25V, 300mA) por 20 minutos em cuba
horizontal de condigdes alcalinas - tampao 1X pH > 13,0 (30 mL de NaOH 10N, 5 mL de
EDTA 200 mM e H,O destilada q.s.p. 1000 mL a 4°C). Ao término da eletroforese, as
laminas foram neutralizadas em tampdo pH 7,5 (48,5g de Tris 0,4 M e H,O destilada q.s.p.
1000 mL) em 3 ciclos de 5 min, secas, fixadas em alcool absoluto por 10 min e armazenadas
até avaliagdo. As laminas foram coradas com brometo de etideo (20 pg/ml) no momento da
analise. As imagens foram obtidas através do Microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging
System (Thermo Fisher) com aumento de 200X e analisadas utilizando o programa
CometScore. versdo 1.5 (TriTek-Corp, USA) 2004.

Os dados obtidos foram analisados a partir da % de DNA presente na cauda do
cometa como recomendado por (GLEI; SCHNEIDER; SCHLORMANN, 2016) sendo

realizadas em 3 repeti¢des experimentais e 2 réplicas/experimento (Apéndice-Figura 7).

Analise por Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo foi utilizada para analisar a morte e o ciclo celular, a integridade
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de membrana ¢ estimar a concentracao celular. Para esta analise, foi utilizado o citometro de
fluxo Guava easyCyte (Merck Millipore). Nos experimentos 3x 10° células foram semeadas
em tubos de 10 cm? e apds 24h de estabilizagdo receberam os tratamentos. Os tratamentos
consistiram em: selenito de sddio na concentracdo de 10 pM, controle negativo e um positivo
com a camptotecina a 1uM diluida em meio pelo periodo de 24h. Ao final dos tratamentos, as
células foram colhidas utilizando tripsina 0,1% (500 pL), centrifugadas a 1000 rpm para
remog¢ao do meio de cultura e restos de tratamento, ressuspendidas em 500 pL de PBS do qual
foi distribuido 100 pL nos tubos correspondentes para andlise de morte celular, integridade de
membrana e contagem Foram analisados 5 mil eventos por tratamento, em 3 repeticdes

experimentais (Apéndice- Figura 8).

Morte celular

Para a avaliacdo de morte celular, apds os respectivos tratamentos, utilizou-se o PE
annexin V apoptosis detection kit I (BD Pharmingen; cat 559763) segundo as indicagdes do
fabricante. O kit utiliza marcagao com anexina V que tem alta afinidade pela fosfatidilserina e
7-AAD substancia intercalante de DNA, capaz de classificar os eventos em viaveis (sem
nenhuma marcag¢do), apoptose inicial (marcados somente com anexina V), apoptose tardia (

marcados com anexina V e 7-AAD) e necrose ( marcados somente com 7-AAD).

Integridade de membrana

Para a avaliagdo da integridade de membrana, apds os respectivos tratamentos,
utilizou-se a marcacgdo de lodeto de Propideo — PI (BD Pharmigen; cat: 51-66211E) que, por
sua vez, adentra nas células com membrana danificada sendo entdo identificado pelo

citdmetro.

Concentracio celular

Para a andlise da concentracao celular, apos os respectivos tratamentos, a suspencao

celular foi acrescida de 100 uL. de Tampao PBS e analisada a concentragao de células/pL em
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3 repeti¢des experimentais. A diminui¢ao da concentragdo celular dos tratamentos em relagao

ao controle negativo, pode ser um indicativo da toxicidade dos tratamentos.
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Analise do ciclo celular

Para a andlise do ciclo celular, as células tratadas foram colhidas, centrifugadas a 1000
rpm por 5 min, ressuspendidas em 200 pL de PBS e incubadas com 5 pL de RNase (229
pg/mL, CAT: 12091-021) por 30 min a 37 © C. Posteriormente, 50 pL dessa suspencdo foi
incubada por 30 min com 200 pL. Guava Cell Cycle Reagent (CAT. 4500-0220) no escuro.
Neste ensaio os eventos foram separados de acordo com a intensidade de fluorescéncia
emitida pelo iodeto de propideo. Sendo assim o conteido de DNA das células coradas com
iodeto de propideo pode ser distribuido em porcentagem nas diferentes fases do ciclo (G1, S e

G2/M)

Analise de Expressiao Génica

A andlise de expressdo génica foi realizada a partir da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR) onde foi possivel estimar alteragdes na expressao
relativa de genes relacionados aos mecanismos acdo do selenito de sodio.

As células foram semeadas em tubos de 10 cm? e, apos 24h de estabilizagao, as células
foram tratadas com 10, 20 e 40 uM de selenito de sodio (diluido em DMEM 10% SBF) por
12h. Apesar disso, apenas no tratamento de 10 uM foi possivel obter a quantidade de RNA
necessaria para as analises. Desta maneira, esta concentracdo foi escolhida para os posteriores
testes. Para a extragdo do RNA, utilizou-se o0 RNeasy® Mini Kit Qiagen (Cat. N° 74106)
seguido com as instru¢cdes do fabricante. A quantificacdo do RNA total foi realizada em
espectrofotometro (BioDrop uLite). A razdo (A260/280nm) obtida no espectrofotdmetro, foi
utilizada para avaliagdo da pureza do RNA com valores de referéncia entre 1,8 — 2,1 e sua
integridade foi averiguada por gel de agarose 0,8 % com hipoclorito. Foram realizadas trés
repeticdes experimentais.

A sintese de cDNA foi realizada em termociclador T100™ (Thermal Cycler BIO-
RAD). Para tal, 500 ng de RNA foi diluido em 8 pL de H,O DEPC, 4 uL de oligo dT (20
pmd/mL) e 4 uL de dNTPs (2,5 mM) e mantidas por 15 minutos a 60° C, finalizado com
choque térmico em gelo. Em seguida, adicionou-se 4 uLL de um Mix contendo 1,3 puL de agua
DEPC, 2 pL de Tampao 10X, 0,6 pL de MgCl, (50 mM), 0,05 pL de RNAout (2 U)
(Invitrogen, Life Technologies) 0,05 pL de enzima trasncriptase reversa (M-MLV -
Invitrogen, Life Technologies) (10 U) por amostra e mantidas durante 50 minutos a 37°C, 15

minutos a 70°C e deixadas a 10°C.
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Para a reacao de RT-qPCR, foi utilizado o composto fluorescente (5 pL) Plantinum
SYBR Green qPCR Supermix-UDG (BioRad), além de 0,5 pL (10pmol) de cada par de
oligonucleotideos e 5 pL de cDNA (50ng/uL) de cada amostra. As reagdes de qPCR foram
realizadas nas seguintes condi¢des: 50°C por 2 minutos, 95°C por 5 minutos e 40 ciclos de
[95°C/15 segundos, 60°C/ 15 segundos, 72°C/20 segundos] no aparelho LichtCycle Nano™ -
Roche. A analise da curva de Melting foi realizada no final de cada reagao com temperatura
de 55°C A 95°C a cada 0,5 graus por 20 segundos. As reagdes RT foram realizadas em
triplicata. Os dados foram normalizados com os valores de expressdo do gene RPL-13A (gene
que codifica proteina ribossomal L13, caracterizado como Housekeping), os quais foram
amplificados em conjunto. As analises dos valores relativos de expressao génica através do
método AACt descrito por Livak e Schmittgen, (2001. S6 foram considerados significativos
fatores acima de 2 (+/-).

Diferentes genes estdo envolvidos na resposta da célula a um agente quimico, no
presente trabalho, foram selecionados para a analise os genes: morte celular: CASP 3 e CASP
7-ambos envolvidos na fase iniciadora da apoptose agindo na via intrinseca e extrinseca,
nessa ordem -, PUMA, CASP 8 e CASP 9- genes de fase efetora e BECN 1 gene envolvido na
autofagia; de defesa contra o estresse oxidativo CAT B, GPX 1 e SOD 1; envolvidos no ciclo
celular: CCNA 1, CCNB 1, CCNB 2, CCND 1, ¢c-MYC,- diretamente relacionado a progressao
do ciclo; CHK 1, CHK 2, p53 e p21- relacionados aos pontos de checagem do ciclo, BIRC 5-
gene anti-apoptotico; e de resposta a danos ao DNA que provocam a parada de ciclo ATM,
ATR, GADD 45A, H2AX, MDM2, mTOR,e PARP 1. Esquema representativo no apéndice-
Figura 9

Analises Estatisticas

Os dados obtidos pelo ensaio de citotoxicidade (MTT), ensaio de cinética de
proliferacao celular em tempo real e os resultados obtidos em citometria de fluxo estes foram
comparadas por ANOVA seguida de Dunnett (p < 0,05) e, para a andlise da relagdo
dependéncia no ensaio de citotoxicidade, foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05), através do

programa GraphPad Prism 5. Pata a analise dos RT-qPCR foi utilizado o programa REST.
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RESULTADOS

Ensaio de citotoxicidade — MTT

Por meio do Ensaio do MTT foi possivel observar que o selenito de sodio foi
citotoxico em todas as concentracdes analisadas [10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ¢ 80uM] no
periodo de 24 horas, porém ndo de forma dose-dependente (Figura 10). O critério de seleg@o
das concentragdes foi baseado em concentragdes similares, realizadas em testes com outras
linhagens celulares de acordo com a literatura. O valor minimo encontrado de viabilidade
celular, foi de 63,04% na maior concentracdo testada [80uM]. Houve alteragdes na
morfologia celular seguindo o gradiente de concentragdo, com o aparecimento de granulos no
interior das células, at¢ 40uM, a partir do qual, se manteve morfologia semelhante para as

demais concentragoes (Figura 11).

Figura 10. Valores da viabilidade celular da linhagem HaCat tratada nas concentracdes de 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80uM de selenito de s6dio no periodo de 24h. As barras representam
as médias + desvio padrdo obtidos em trés experimentos independentes. Diferenga estatistica

p< 0,05 (*) em relacdo ao controle negativo.
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Figura 11: Imagens das células HaCat ap6s 24h de tratamento com Selenito de sodio a 10, 20

e 40 uM. Microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher) com aumento
de 200X.
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Indice celular em tempo real (RTCA)

Através da Anélise Celular em Tempo Real (RTCA) pdde-se notar a interferéncia do
tratamento com o selenito de s6dio na curva de proliferagao celular da HaCat. Com base nos
resultados do MTT, decidiu-se utilizar quatro concentragdes com fator 2x a partir de SuM. Os
tratamentos com 5,10, 20 e 40uM de selenito de sodio resultaram na perturbag¢do do padrao da
curva de indice celular quando comparadas com o controle. A curva do controle negativo
comega a entrar em platd por volta das 48h de andlise (Figura 12). As duas maiores
concentragdes [20 e 40 uM], nas primeiras horas (<12h) apds o tratamento j& apresentam uma
reducdo do indice celular, sendo este valor inclusive menor do que o controle positivo
(camptotecina 0,5uM) a partir do qual, apresentaram seguidos aumentos de indice celular.

Foi realizada uma analise das curvas nos pontos correspondentes a 12, 24 e 48h para
estabelecer o momento em que as curvas apresentam diferencas estatisticas em comparagao
ao controle negativo. Em 12h de andlise, os tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao controle. Em 24h de andlise, os tratamentos de 20, 40uM e o
controle positivo apresentaram significancia estatistica, indicado pela redu¢do do indice
celular, enquanto o tratamento com 5uM foi significativamente maior que o controle
negativo, indicado pelo aumento no indice celular. Em 48h de andlise, os tratamentos de 10,
20 e 40uM de selenito de sddio, bem como o controle positivo apresentaram reducao
significativa do indice celular em relagdo ao controle negativo, enquanto o tratamento com
5uM nado apresentou diferenga significativa (Figura 12).

Apds o término da andlise de RTCA, foram fotografados os pogos para fins
comparativos com as curvas. Notou-se que as imagens coincidem com o indice celular

apresentado na Figura 12 gerado pelo programa (Apéndice-Figura 14).
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Figura 12. Curva de Proliferacdo Celular da linhagem HaCat, tratada com selenito de sodio

nas concentragdes de 5, 10, 20 e 40uM e controle positivo tratado com camptotecina (CPT) a

0,5uM. Diferenca estatistica p< 0,05 (*) em rela¢do ao controle negativo.
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Ensaio do Cometa

A Figura 15 representa os dados obtidos através da analise do cometa (Apéndice-
Figura 16) apds os tratamentos com selenito de sédio nos parametros de % DNA in tail e Tail
Moment, gerados pelo programa CometScoreo. Observou-se que, em ambos parametros
analisados, o tratamento nas concentracdes de 10, 20 e 40uM ndo apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao controle, ou seja, ndo induziu quebra de fita do DNA quando
comparado com o controle, indicando que o selenito de sédio ndao foi genotdxico nas

concentracgoes testadas.

Figura 15. Média dos valores de %DNA in tail linhagem HaCat tratada nas concentragdes de
10, 20 e 40uM de selenito de sddio no periodo de 3h. As barras representam o desvio. Nao

apresentaram diferengas significativas em relagao ao controle.
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Por meio da andlise de apoptose por citometria de fluxo, foi possivel observar que o

selenito de s6dio induziu a morte em todas as trés concentragdes citotoxicas analisadas [10, 20

e 40uM] quando comparadas com o controle, apresentando significativa reducdo de

viabilidade. Dentre os tratamentos, a concentracdo de 10uM, apresentou o maior indice de

conforme a concentracgdo testada (Figural?7).

células em apoptose tardia e necrose enquanto a concentra¢gdo de 20uM apresentou o maior
indice de células em apoptose inicial. J& o tratamento com 40uM apresentou valores
semelhantes entre os indices de células em apoptose inicial e tardia. Esse resultado demonstra

que o tratamento com selenito de sédio apresenta um padrdo de morte celular variavel

Figura 17. Valores da viabilidade celular da linhagem HaCat tratada nas concentragdes de 10,

20 e 40uM de selenito de s6dio no periodo de 24h através da citometria de fluxo. A) As

barras representam as médias + desvio padrao. Diferenga estatistica p< 0,05(*). B) graficos
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Analise da integridade de membrana por citometria de fluxo

A andlise da integridade de celular revelou que o selenito de sodio apresenta ser um
eficiente indutor de dano de membrana nas trés concentracdes citotoxicas analisadas [10, 20 e
40uM] (Figura 18). A concentragdo de 10uM apresentou a maior porcentagem de células com
a membrana ndo integra (52,13%), j4 a concentragcdo de 40uM apresentou o menor indice de

células com a membrana danificada entre os tratamentos (39,28%).

Figura 18. Valores da integridade da membrana celular da linhagem HaCat tratada nas
concentragdes de 10, 20 e 40uM de selenito de sédio no periodo de 24h. As barras
representam as médias + desvio padrdo obtidos em trés experimentos independentes.

Diferenga estatistica p< 0,05(*).
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Concentracio celular por citometria de fluxo

Através da andlise da concentracdo celular, obtido pela citometria de fluxo, pode-se
notar que, o tratamento com 10 uM de selenito de sédio apresentou uma redugao de 25,8% de
células quando comparada ao controle. As concentracdes de 20uM e 40uM apresentaram
reducao de 45,26% e 62,17%, respectivamente. Essa ultima concentracdo mostrou uma
reducdo levemente superior que a do controle camptotecina [1uM], a qual, apresentou uma
reducdo de 60,45% do nimero de células comparado ao controle (Figura 19). Pode-se
observar ainda, que a concentragdo celular ¢ inversamente proporcional a concentracdo do
selenito de sodio testada, revelando uma resposta dose-dependente das células quando

expostas a este composto.

Figura 19. Valores médios da concentragdo celular da linhagem HaCat referente aos
tratamentos de 10, 20 e 40uM de selenito de sodio no periodo de 24h. As barras representam

as médias + desvio padrio obtidos em trés experimentos independentes. Diferenga estatistica

p=< 0,05 (*).
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Analise de ciclo celular por citometria de fluxo

Através da andlise do ciclo celular por meio da citometria de fluxo, pode-se notar que
o tratamento com 10uM de selenito de so6dio apresentou um padrio de interferéncia no ciclo
celular similar ao controle positivo camptotecina [luM] onde ambos tratamentos
apresentaram aumento em G1, quando comparados com o controle negativo. J& o tratamento
com 20uM de selenito de sédio, apresentou mais células em na fase S enquanto o tratamento
com 40uM de selenito de sddio ndo apresentou diferenca significativa em nenhuma das fases

do ciclo celular analisadas (Figura 20).

Figura 20. Valores médios da distribui¢do do ciclo celular por citometria de fluxo da
linhagem HaCat referente aos tratamentos de 10, 20 e 40uM de selenito de sddio no periodo
de 24h. A) Barras das médias + desvio padrdo. Diferenca estatistica p< 0,05 (*). B)
Representacao dos histogramas. Graficos representativos de uma repetigdo cujo resultado foi

similar aos demais.
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Expressdo Génica

Para a andlise da modulagdo da expressdao génica mediante o tratamento com selenito
de sodio, foi realizado um teste da produ¢do de mRNA nas células tratadas com as
concentragdes de 10 e 20 uM de selenito de soédio por 12h (Tabela 3). Entretanto, apenas no
tratamento de 10 uM foi possivel obter a quantidade de RNA total (<150ng/ uL) suficiente
para as andlises apds um periodo de tratamento de 12h, visto que concentracdo de 20 uM
apresentou niveis de mRNA 2,6 vezes menor que o controle, sugerindo que o selenito de
sodio ¢ um potente inibidor de expressdo génica em concentragdes acima de 10 uM em
células HaCat. Desta forma, a concentracdo de 10 uM foi selecionada para as posteriores
analises.

A Figura 21 mostra os valores obtidos dos 27 genes analisados, dos quais apenas trés
genes tiveram alteragdes significativas na expressdao relativa. O gene mTor, diretamente
relacionado ao ciclo celular, apresentou uma redugdo na expressao génica de 2,162 vezes
quando comparado as células sem tratamento e os genes PUMA e ATR, sinalizadores de
morte celular e dano no DNA, respectivamente, apresentaram aumento na expressao de 2,227
e reducdo na expressdo génica de 2,119, na dada sequéncia. Nao houve alteragao significativa

nos principais genes analisados envolvidos no estresse oxidativo em relacao ao controle.

Tabela 3. Valores médios dos dados obtidos pela quantificagdo de RNA total por

espectrofotometria
Tratamento ug/uL Razao (260/230) Razio (260/280)
Controle 200,57 1,39 2,07
10uM 240,73 1,2 2,06

20uM 76,82 0,76 2,07
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Figura 21. Expressao relativa dos genes envolvidos em: A) ciclo celular (CCNA 1, CCNB 1, CCNB 2, CCND 1, CHK 1, CHK 2, mTOR, p53 e p21,
c-MYC); B) danos ao DNA (ATM, ATR, GADD 45A, H2AX, MDM 2 e PARP 1); C) estresse oxidativo (CAT B, GPX 1 e SOD 1); e D) morte celular
(CASP 3, CASP 7, CASP 8, CASP 9, BIRC 5, BECN 1 e PUMA) na linhagem HaCat tratadas 10uM de selenito de sédio em um periodo de 12h. O

gene RPL-13A como gene constitutivo. Diferencga estatistica p< 0,05(*) em relagdo ao constitutivo. Razao de corte > 2 (#)
(A) (B) (C) (D)
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DISCUSSAO

Diversos estudos tém demonstrado a fundamental importdncia da compreensao dos
mecanismos de acdo dos micronutrientes no metabolismo celular, principalmente no que se
refere ao seu uso terapéutico para a satide humana. Trabalhos in vitro, com selenito de sodio,
tétm demonstrado tanto os seus efeitos protetores quanto antitumorais (STOICA;
PENTECOST; MARTIN, 2000; ZHAO et al., 2009). Desta forma, tais trabalhos trazem este
composto como um potencial agente contra o cancer, fatos que tém estimulado a sua
utiliza¢do na suplementacgao alimentar

Nossos dados, obtidos pelo teste do MTT revelaram que, o selenito de soédio foi
citotoxico nas cé€lulas HaCaT mostrando perda de viabilidade celular em todas as
concentragdes analisadas, além de alterar o padrdo morfolégico, no qual as células
apresentaram-se mais largas, achatadas e com a presenca de granulagdes citoplasmaticas
(Apéndice-Figuras 13 e 14). As alteragdes no padrdo morfoldgico dessas células também ¢
evidenciado pelo trabalho de Bandura et al. (2005) que, em seu estudo comparativo do efeito
das formas inorganicas do selénio em linhagem primdria de queratindcitos e melandcitos,
mostrou que o tratamento com selenito de sddio a 10uM, caracteriza essa modificacio
morfoldgica como padrao morfologico “ ovo frito” sendo justificado pelo efeito modulador do
selenito de sddio na polimerizagdo dos filamentos de actina. Além disso, o selénio na forma
de selenito também pode se ligar a a-tubulina e B-tubulina por meio de pontes dissulfeto, cuja
formac¢do induz uma grande alteragao conformacional da proteina podendo haver inibigdao de
50% da formagdo de microtubulos in vitro na concentragdo de 10 uM (LEYNADIER et al.,
1991). Da mesma forma, nossos dados por citometria de fluxo mostram que este composto foi
indutor de dano na membrana e de morte celular, efeitos que contribuem para a redugdo na
viabilidade celular.

Quando analisado se o selenito de sodio interferia no indice celular em tempo real, nos
revela que o seu efeito sobre a célula mesmo depois de trés dias de tratamento. Ao termino
das 72h de tratamento, a placa foi visualizada no microscopio, afim de observar a morfologia
das células e pode-se notar as alteracdes semelhantes com as obtidas na placa de MTT, sendo
representadas na Figura 14 do apéndice. Abassi e colaboradores em 2009 descrevem o indice
celular como sendo uma analise dependente de trés parametros celulares: o numero de células,
morfologia e adesdo. Foi observado no presente trabalho que o tratamento com selenito de
sodio distinguiu a morfologia celular do controle (Figuras 13 e 14), sendo um fator que deve

ser levado em consideragdo para a analise do indice celular, sendo assim, ndo sendo muito
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apropriado a utilizagdo do termo “ andlise de proliferagdo celular” para os dados obtidos pelo
RTCA.

Alteracdes na proliferacao celular pode ser verificadas, também, pela e citometria de
fluxo no qual o selenito de sodio apresentou potencial em parada de ciclo em Gl na
concentra¢gdo de 10 uM e parada na fase S na concentracdo de 20 uM. Os genes relacionados
a passagem de ciclo celular (CCNA1, CCNB1, CCNB2, CCND1 ¢ CDKN1A) bem como os de
ponto de checagem (P21, P53, CHEK1, CHEK2 ¢ c-MYC) nao foram modulados de forma
diferente do controle. Desta forma, torna-se necessario mais estudos para compreender esse
mecanismo que modula o ciclo celular em fases diferentes como o aumento da concentracao
do composto. Entretanto, esses efeitos podem estar correlacionados com inibi¢ao da expressao
do gene mTor, visto que, tal gene, estd diretamente relacionado com progressao do ciclo
celular. A literatura nos revela a importancia da inibi¢do deste gene em células tumorais no
tratamento contra o cancer, devido a sua agdo direta no crescimento celular, proliferacao,
metabolismo e até mesmo angiogénese (BALDO et al., 2008; ZHOU; LUO; HUANG, 2010).

Nossos dados da andlise de morte celular por citometria de fluxo, mostraram o
potencial indutor de morte do selenito de sddio em todas as concentragdes analisadas,
corroborando com os diversos estudos em diferentes tipos celulares. Este fato, justifica a
dificuldade de obtengcdo de mRNA nas concentragdes de 20 e 40 uM. Em cancer de prostata o
selenito de sodio induz apoptose pela geracdo de superoxido mediada pela via mitocondrial
(XIANG; ZHAO; ZHONG, 2009), assim como em carcinoma nasofaringeal o selenito de
sodio demonstrou inducdo de apoptose mediada pela mitocondria através da via intrinseca das
caspases (CUI et al., 2015) e em melanocitos (BANDURA et al., 2005). Porém, em nossas as
analises de expressdao dos genes relacionados ao estresse oxidativo (CAT B, GPX 1 e SOD 1)
mostraram que o selenito nao tem potencial modulador destas vias nas células HaCaT.

A andlise da expressdo génica dos principais genes envolvidos na ativagdo da morte
celular por apoptose e autofagia, revelou o selenito de so6dio como modulador da expressdo do
gene PUMA, indicando que este composto pode estar ativando uma via alternativa de morte
celular ndo precisando alterar a expressao do genes das caspases. Yu e Zhang, 2008 em seus
estudos, apontam o PUMA com um importante indutor de apoptose com ou sem a indugdo
pela p53 podendo ser induzido por vdrios inibidores de quinases. Efeito observado pelo
tratamento com estauroporina, que ¢ um inibidor de pan-quinases ativando apoptose PUMA-
dependente.

Nao foi observado dano no material genético induzido pelo tratamento nas

concentragdes de 10, 20 e 40 uM através do ensaio do cometa, porém nossos dados de
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expressdo génica, revelaram a inibicdo do gene ATR, podendo ser um indicativo de que o
selenito de sodio possa estimular a instabilidade gendmica em células ndo-tumorais, visto que
a expressao de tal gene ¢ fundamental para o funcionamento das principais vias de reparo da
célula.

Nossos dados mostram que este composto, nas concentragdes analisadas [10-40uM],
ndo apresentou perfil genotoxico. Tal resposta corrobora com estudos que avaliaram o
selenito de s6dio em concentracdes variadas de 0,1 -10uM e demonstram o efeito protetor
antigenotoxico deste composto em células sanguineas (CEMELI et al., 2003; GEYIKOGLU;
TURKEZ, 2006). Entretanto, Shen; Song e Pence (2001) demonstram a capacidade do
selenito de s6dio como agente genotoxico em células de linhagem primaria de queratindcitos
humanos em altas doses [126,6 uM] provenientes de suplementacdo, genotoxicidade
ocasionada pela saturagdo intracelular de selenito, ter efeito pro-oxidante resultante de sua
metabolizacdo, que induz a formacao de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) um potente

aduto de DNA.

Figura 26. Esquema representativo da ac¢do do selenito de sodio em células HaCat. A
literatura indica que entrada do composto ¢ dada por transporte facilitado (GANYC; SELF,
2008), e ao entrar na cé€lula ele pode: interferir na polimerizagao dos filamentos de tubulina
(LEYNADIER et al., 1991), e de actina (BANDURA et al., 2005), em altas concentragdes
pode ter acdo pro-oxidante induzindo a formagdo de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG)
(SHEN; SONG; PENCE, 2001). Nossos dados mostraram que, o selenito de sédio, atua
induzindo danos na membrana plasmatica, estimula a formagao de granulos citoplasmaticos,
incita a instabilidade gendmica suprimindo a expressao dos genes envolvidos no ciclo celular
(mMTOR) e dano no DNA (ATR), e potencializa a expressdao do gene PUMA, sendo um

indicativo de provocar morte celular p53-independente.
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Desta forma, o presente estudo demonstrou, que o selenito de sédio apresentou um
efeito toxico, modulando a expressdao de genes envolvidos no ciclo celular (NTOR), dano no
DNA (ATR) e morte celular (PUMA), bem como alterou a morfologia celular e induziu parada
de ciclo nas células ndo-tumorais HaCaT em concentragdes que sdo semelhantes a testes em
linhagens tumorais, sendo indicativo de possiveis efeitos colaterais indesejaveis, se usado

como alternativa agente terapéutico em concentracdes a partir de 10 uM (Figura 26).

CONCLUSAO GERAL

O presente estudo demonstrou que a exposi¢do da linhagem de células ndo tumorais —
HaCat ao selenito de sdédio altera o padrdo morfologico, estimulando a formagdo de
granulagdes citoplasmaticas, porém ndo apresentou efeito genotéoxico. Bem como, apresentou
ser indutor de dano na membrana, morte ¢ de parada de ciclo celular, alterando também a
expressdo de genes pro-apoptdticos bem como de gene envolvido na progressdo do ciclo
celular.

O potencial citotoxico do selenito de sodio, € possivelmente causado pela repressdo do
gene mTOR, o que poderia estar impedindo a progressao do ciclo celular que, em conjunto ao
aumento dos niveis de RNAm do gene PUMA, pode ser um indicativo de indugdo de
apoptose p53-independente.

Os dados de cinética celular em tempo real revelam que o selenito de sodio interfere no
indice celular de queratinocitos por, pelo menos, 72h. Os diferentes efeitos do selenito de
sodio na morfologia, viabilidade e crescimento em diferentes concentracdes em linhagens
celulares ndo tumorais, indicam a necessidade de maiores estudos, para melhor compreender
os efeitos intracelulares do tratamento e assim apresentar a melhor alternativa para o uso do

selenito de s6dio como agente terapéutico sem efeitos colaterais indesejaveis.
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6. APENDICE

Figura 4: Esquema da condicao de cultura das linhagens celulares

W

‘f\\\.‘.\\

Meio de cultura ( D-MEM, 10% SBF) + Células Estufa 8 37°C 6:3.0 de CO:

Figura 5: Esquema da metodologia realizada no ensaio de citotoxicidade-MTT.

34 B 9 M H 2

J - =

=2 tees
= )

= Contagem e 2juste da ottt ettt Ity

Dissociepdo dee céiulas concenkagio cehudar
através da tripsina Semear a5 céulasioga
com 100wl de meio de cultura
24 horas

IoTmmMooO®m>

123456789 ni12
A
B
Ledtura em espectofotbmetro c 000
{comgeirnanic de: onda de 540nam) E 000 —onf—
5
F 565 8] 4 horas
G SEOE
hatalalals’alsla’ale’a's

Refira-se iodo o condelids e adiciona-
se a solvente (100pL de DMSO)



90

Figura 6: Esquema da metodologia realizada no ensaio de cinética de proliferagdo celular.
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Figura 7: Esquema da metodologia realizada no teste do cometa.

! _ ml

r .
— () fmn }
6 — g v~ of — |
4 ¢ &/
Apobs 3h =1 ._;_ : [ —]
Tratamento Colheita | —— _ —e=i | |
Centrifugagdo por 5min.  piluidas em agarose LMP 0,5% —

1000 RPM e distribuidas em laminas pré gelatinizadas \

I

10-20 min. a 4

o

Lise, 60 min.a4°C

Relirada da laminula

AN :! r-|[:|f]

=] - N N=1=]=]

(BERgRAIA I

[|] Lil]
|!--‘ 1.»‘ |L L‘ l.--I L | e

Eletroforese

Secagem Fixagdo .
’ Neutralizagdo pH 13, 25V, 300mA / 20min

Andlise

&

Coloragio e visualizagio

N\~



Figura 8: Esquema da metodologia realizada na anélise por citometria de fluxo.

S o
| |

o O[

- ML

J
o Conlagem e ajuste da
Dissociacdo das células concentragio celular
alravés da fripsina Células semeadas

Tratamento

Colheita

92



93

Figura 9: Esquema da metodologia realizada nanalise da expressao génica
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Figura 13. Imagens das células HaCat apds 24h de tratamento com selenito de sodio nas
concentragdes de 10uM, 20uM e 40uM. Microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging System

(Thermo Fisher) com aumento de 200X
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Figura 14. Imagens das c¢lulas HaCat ap6s 72h de tratamento com selenito de sodio a 10, 20 e 40uM na placa de RTCA. Microscopio EVOS® FL
Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher) com aumento de 200X
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Figura 16. Imagem representativa analisadas pelo programa CometScore. versdo 1.5 (TriTek-
Corp, USA) 2004, capturadas através do Microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging System

(Thermo Fisher) com aumento de 200X.

Figura 22. Média dos valores de %DNA in tail linhagem HaCat tratada nas concentragdes de
10, 20 e 40uM de elenito de so6dio no periodo de 3h. As barras representam o desvio.
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Figura 23. Valores da integridade da membrana celular da linhagem HaCat tratada nas
concentragdes de 10, 20 e 40uM de selenito de sodio e camptotecina [1 pM] com controle +
no periodo de 24h. As barras representam as médias = desvio padrao obtidos em trés

experimentos independentes. Diferenca estatistica p< 0,05(*).
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Figura 25. Valores médios da distribui¢ao do ciclo celular por citometria de fluxo da linhagem HaCat referente aos tratamentos de 10, 20 ¢ 40uM

de selenito de sddio e camptotecina [I uM] no periodo de 24h. A) Barras das médias + desvio padrao. Diferenca estatistica p< 0,05 (*). B)

Representacao dos histogramas. Graficos representativos de uma repeti¢do cujo resultado foi similar aos demais.
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Tabela 1: Lista dos primers utilizados para a analise da expressdo génica e suas respectivas

sequéncias

Gene Sequéncia

RPL13A Forward CCT GGA GGA GAA GAG GAA AGA GA
Reverse TTG AGG ACCTCT GTGTATTTGTCA A

PUMA Forward GTA AGATAC TGT ATATGC GCT G
Reverse TTT TCC ACT GTT CCAATCTG

CCNA2 Forward GACCCT GCATTT GGCTGT G
Reverse ACA AAC TCT GCT ACT TCT GG

CCNB1 Forward AGA GCA TCT AAG ATT GGA GAG
Reverse CCA TGT CAT AGT CCA ACA TAG

CCNB2 Forward ATT TTT ACA GGT TCA GCC AG
Reverse ATCTCCTCATACTTG GAAGC

CCND1 Forward GCC TCT AAG ATG AAG GAG AC
Reverse CCATTITGCAGCAGCTC

CDKN1A Forward CAG CAT GACAGATTT CTA CC
Reverse CAG GGT ATG TACATG AGG AG

TP53 Forward TAC CAC CAT CCACTACAACT
Reverse GAC AGG CACAAACACGCAC

CHEK1 Forward GGT GAA TAT AGT GCT GCT ATG TTG ACA
Reverse TTG GAT AAA CAG GGA AGT GAA CAC

CHEK2 Forward CCC AAG GCT CCT CCT CACA
Reverse AGT GAG AGG ACT GGCTGG AGTT

mTOR Forward GGA GGA GAA ATT TGA TCA GG
Reverse GGG CAA CAA ATT AAG GAT TG

CASP7 Forward AAG CCA TGG AGA AGA AAATG
Reverse CCT GAA TGA AGA AGA GTT TGG

CASP8 Forward CTA CAG GGT CAT GCT CTATC
Reverse ATTTGG AGATIT CCT CTT GC

CASP9 Forward CTCTACTTT CCCAGG TTT
Reverse TTT CAC CGA AAC AGC ATT

PARP1 Forward AAA AGG AGG TGG AAA AGA TG
Reverse GCT AAG AAC AACTCCTGA AG

BIRC5 Forward CAT CTCTAC ATT CAAGAACTG G
Reverse CCT TGA AGC AGA AGA AAC AC

CASP3 Forward AAC TGG ACA GTA ACA TGG AG
Reverse TTG CTG GCA AAG TAG AAA AG

BECN 1 Forward CAG TAT CAG AGA GAATAC AGT G
Reverse TGG AAG GTT GCA TTA AAG AC

Catalase B Forward CAT CGC CAC ATG AAT GGA TA

Reverse CCA ACT GGG ATG AGA GGG TA



GPX1 Forward CTCCCCTTACAGTGCTTGTTCG
Reverse CGATGTCAATGGTCTGGAAG
SOD1 Forward CTA GCG ACT TAT GGC GAC
Reverse GAATGT TTATTG GGC GATC
c-MYC Forward TGA GGA GGA ACA AGA AGA TG
Reverse ATCCAG ACTCTGACCTITTG
ATM Forward ACC ATT GTA GAG GTCCTT C
Reverse GTCTCATTAAGACACCGTTCAG
ATR Forward CCT TCA GATTTC CCT TGA ATAC
Reverse GCA GTT CAT GTT TTG ATG AG
GADD45A Forward TCA GCG CACGAT CACTGT C
Reverse CCAGCAGGCACAACACCAC
MDM2 Forward CCT TAG CTG ACT ATT GGA AAT G
Reverse TGTTGAGTTTTCCAGTTT GG
H2AFX Forward AAT CCA AGC ACCTAG ATA CC
Reverse CAG AAT TCC AGT TCA GAA GC

Primers adquiridos na Sigma

Tabela 2. Ensaio de citotoxicidade:

Selenito de sodio 24 horas Absorbancia 550um % do controle
Controle 1,04
10uM 0,89%* 85,78%%*
20uM 0,79%* 76,18%*
30uM 0,81* 77,43%*
40uM 0,80* 76,58%8
50uM 0,68%* 64,92%*
60uM 0,74%* 71,19%*
70uM 0,68* 65,55%*
80uM 0,66* 63,04%*
Camptotecina 0,44* 42,10%*

P<0,05 *

Desvio
0,015
0,029
0,016
0,040
0,028
0,060
0,056
0,068
0,072
0,076
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Resultados detalhados do RT-PCR

Tabela 4. Resultados detalhados do RT-PCR em tempo real dos genes analisados. Calculado
de acordo com o método AACt descrito por Livak e Schmittgen, 2001 e significancia

calculada pelo Rest

Gene Delta Ct AACt Fold-change Significancia
Controle ATM 23,456 7,423 0,286 0,820173
Tratado ATM 24,251 7,709
Controle ATR 24,32556 8,274 1,083 0,472 2,119
Tratado ATR 25,87767 9,357
Controle BECN 21,884 5,851 -0,056 1,039579
Tratado BECN 22,337 5,795
Controle BIRC5 19,904 3,871 0,76 0,590496
Tratado BIRC5 21,173 4,631
Controle Caspase 7 24,185 8,152 0,078 0,94737
Tratado Caspase 7 24,772 8,23
Controle Caspase 8 24,924 8,891 -0,056 1,039579
Tratado Caspase 8 25,377 8,835
Controle Caspase 9 28,488 12,455 -0,203 1,151089
Tratado Caspase 9 28,794 12,252
Controle Caspase 3 22,391 6,358 0,174 0,886382
Tratado Caspase 3 23,074 6,532
Controle Catalase B 20,421 4,388 0,362 0,778085
Tratado Catalase B 21,292 4,75
Controle CCNA1 22,244 6,211 -0,714 1,640346
Tratado CCNA1l 22,039 5,497
Controle CCNB1 19,771 3,738 -0,125 1,090508
Tratado CCNB1 20,155 3,613
Controle CCNB2 20,618 4,585 -0,176 1,129747
Tratado CCNB2 20,951 4,409
Controle CCND1 24,233 8,2 -0,465 1,380317
Tratado CCND1 24,277 7,735
Controle Chk1 22,946 6,913 0,042 0,971307
Tratado Chk1 23,497 6,955
Controle Chk2 23,432 7,399 0,386 0,765248
Tratado Chk?2 24,327 7,785
Controle c-MYC 20,467 4,434 -0,213 1,159275
Tratado c-MYC 20,76278 4,221
Controle GADD 45A 23,119 7,067 -0,983 1,977
Tratado GADD 45A 22,605 6,084
Controle GPX1 23,276 7,225 0,002 0,999
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18,98
20,296

7,227
2,471
2,976
9,637

10,297

10,402

11,514
5,697
5,596

3,72
4,277
4,776
5,387

12,77367
11,61856
0

0

2,947
3,754

0,505

0,66

1,112

-0,101

0,557

0,611

-1,155

0,807

0,70466

0,632878

0,463

1,072517

0,679714

0,654743

2,227015

0,571569

2,162
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Repeticao 1

(260/230)  (260/280)

Tratado GPX1
Controle H2AX
Tratado H2AX
Controle MDM2
Tratado MDM2
Controle mTor
Tratado mTor
Controle P21
Tratado P21
Controle P53
Tratado P53
Controle PARP-1
Tratado PARP-1
Controle PUMA
Tratado PUMA
Controle RPL-13A
Tratado RPL-13A
Controle SOD1
Tratado SOD1
Tabela 5.
Tratamento
ug/ul
Controle 169,8
10uM 196,2
20uM 50,74

Razao Razio | pg/uL

2,06 2,06 204,5
1,08 2,06 301,6
0,65 2,08 69,62

Repeticao 2

Razao

(260/230) (260/280)

1,04
1,11
0,59

Razao

2,07
2,07
2,07

pg/pL

2274
224.4
110,1

Repeticio 3
Razdo Razdo

(260/230)  (260/280)

1,07 2,07
1,4 2,05
1,04 2,07



