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LENS, Hannah Hamada Mendonca. Resposta oxidativa e viabilidade da célula de
carcinoma papilifero de tireoide, K1, apds tratamento indireto com plasma fisico
frio. 2020. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

O carcinoma de tireoide € considerado o tipo mais comum de cancer enddcrino e uma
das neoplasias que mais cresce em numero de diagndésticos. A incidéncia aumenta a
cada ano, sendo o carcinoma papilifero de tireoide (CPT) o tipo mais prevalente. A
K1, diferentemente de outras linhagens, possui uma mutacdo em BRAF (V600E), que
representa grande parte dos casos de CPT, e proteina p53 ativa, culminando numa
linhagem Unica de carcinoma tireoidiano. A linhagem de células de CPT- K1, € uma
das linhagens que possui o0 menor numero de estudos que discutem sua interacao
com espécies reativas (ER), pouco sabendo-se sobre ela nesse cenario. O efeito
dasER em células tumorais pode desempenhar papel tanto pré6 quanto anti-tumoral,
justificando a necessidade de investigar o comportamento de carcinomas frente as
espécies reativas. Este trabalho teve como objetivo compreender os efeitos
dotratamento indireto com plasma frio atmosférico de argdnio, um gerador de ER
mistas, na K1. Este plasma fisico € um potente produtor de ER, principalmente
peréxido de hidrogénio e espécies reativas de nitrogénio (ERN). Foi avaliado o
comportamento da K1 com a terapia indireta com plasma e com cada uma dessas
espécies por meio da caracterizacdo tanto da viabilidade quanto do balanco redox das
células de CPT. Os tempos de irradiacao (30, 60 e 120 segundos) com o plasma frio
atmosférico, afetaram a K1 de forma a diminuir sua viabilidade, principalmente o
tempo de 120 segundos (p<0,0001), e aumentar o estresse sofrido de forma
significativa (p<0,0001) em todos os tempos. Os resultados também mostraram que
apenas altas concentracdes de peréxido de hidrogénio (1800uM) e nitroprussiato de
sédio (doador de ERN) (400uM), foram capazes de afetar a célula K1 isoladamente,
mostrando diminui¢des significativas (p<0,05) nos parametros de viabilidade, tanto
proliferativo quanto metabdlico, e de estresse oxidativo sofrido pelas células (p<0,05).
E possivel concluir, portanto, que a linhagem K1 sofre diminuicdo da viabilidade
celular e aumento do estresse oxidativo com o tratamento indireto com plasma frio,
principalmente no tempo de irradiacdo maior (120 segundos), conferindo ao plasma
fisico frio uma nova possibilidade terapéutica. O peroxido de hidrogénio e as ERN
também afetam a célula, isoladamente, principalmente em altas concentracées.

Palavras-chave: CPT. Tireoide. Espécies reativas. Peroxido de hidrogénio. Plasma
fisico frio.
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papillary carcinoma cell K1, after indirect treatment with cold physical plasma.
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ABSTRACT

Thyroid carcinoma is considered the most common type of endocrine cancer and one
of the fastest growing neoplasms in number of diagnoses. The incidence increases
each year, with papillary thyroid carcinoma (PTC) being the most prevalent type. K1,
unlike other lineage, has a BRAF mutation (V600E), which represents most cases of
PTC, and active p53 protein, culminating in a single lineage of thyroid carcinoma. The
PTC-K1 cell line is one of the lines that has the least number of studies that discuss its
interaction with reactive species (RS), little is known about it in this scenario. The effect
of RS on tumor cells can play both a pro and anti-tumor role, justifying the need to
investigate the behavior of carcinomas against reactive species. This work aimed to
understand the effects of indirect treatment with atmospheric cold argon plasma, a
mixed RS generator, on K1. This physical plasma is a potent producer of RS, mainly
hydrogen peroxide and reactive nitrogen species (RNS). The behavior of K1 with
indirect plasma therapy and with each of these species was evaluated by
characterizing both the viability and the redox balance of PTC cells. The irradiation
times (30, 60 and 120 seconds) with atmospheric cold plasma, affected K1 in order to
decrease its viability, especially the time of 120 seconds (p <0,0001), and significantly
increase the stress suffered (p <0,0001) at all times. The results also showed that only
high concentrations of hydrogen peroxide (1800uM) and sodium nitroprusside (RNA
donor) (400uM), were able to affect the K1 cell alone, showing significant decreases
(p <0,05) in the parameters of viability, both proliferative and metabolic, and oxidative
stress suffered by cells (p <0,05). It is possible to conclude, therefore, that the K1
lineage suffers a decrease in cell viability and an increase in oxidative stress with
indirect treatment with cold plasma, especially in the longer irradiation time (120
seconds), giving cold physical plasma a new therapeutic possibility. Hydrogen
peroxide and RNA also affect the cell, in isolation, mainly in high concentrations.

Keywords: PTC. Thyroid. Reactive species. Hydrogen peroxide. Cold physical
plasma.
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1 INTRODUCAO

A tireoide estd localizada no pescoco, abaixo da laringe e
anteriormente a traqueia, e € constituida por dois lobos (direito e esquerdo)
conectados por uma massa de tecido, chamada de istimo, altamente vascularizada,
sendo a principal glandula do sistema endocrino, responsavel pela producdo de
horménios (principalmente T3- triiodotironina e T4- tetraiodotironina). A tireoide é
formada por unidades esféricas chamadas de foliculos, compostos por células
chamadas foliculares, que circundam uma massa coloidal, onde 0 T3 e 0 T4, e a
tiroglobulina- uma glicoproteina iodada- sdo sintetizados. Entre os foliculos, existem
estruturas chamas de células parafoliculares, ou células C, as quais produzem
calcitonina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). A tireoide auxilia na manutencédo da
homeostase do organismo, modulando diversos processos, como 0 metabolismo e o
uso do calcio (MOHEBATI; SHAHA, 2012).

Segundo a Associacdo Americana de Tireoide (American Thyroid
Association- ATA), doengas como cancer de tireoide, hipertireoidismo,
hipotireoidismo, tireoidites autoimunes, bécio e nodulos, figuram como as mais
comuns relacionadas a tireoide, sendo o carcinoma a principal doencga nesse cenario,
devido ao numero de casos diagnosticados (que aumentam década po década); as
alteracbes que provoca na qualidade de vida dos pacientes, e aos efeitos que
desencadeia, visto que ndo apenas a estrutura da glandula é alterada, mas sua

funcionalidade também, afetando diversos outros sistemas.
1.1 CARCINOMA DE TIREOIDE

Dentre as neoplasias que atingem o sistema enddcrino, o cancer de
tireoide € destaque, sendo o mais incidente (SAPUPPO et al.,, 2018). O céancer
tireoidiano afeta principalmente a populacéo feminina, sendo raro em pacientes abaixo
de 18 anos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019), e prevalente naqueles entre 30 a 75
anos (VIANNA et al., 2012). Segundo a estimativa mais recente do INCA (2020), esta
neoplasia ocupa o 5° lugar no ranking de neoplasias malignas que mais atingem a
populacao feminina no Brasil, principalmente nas regides Sudeste e Nordeste (figura
1).
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Prostata 65.840 29.2% Homens Mulheres  Mama feminina 66.280 29,7%
Célon e reto 20.520 9,1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, bronquio e pulmédo 17.760 7.9% Colo do utero 16.590 74%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e puimao ~ 12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% |__Glandula tireoide 11.950 54% |

Esbfago 8.690 3.9% Estémago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 34% Ovério 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do Utero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nameros arredondados para maltiplos de 10
INCA 2020

Figura 1: Incidéncia de neoplasias malignas de acordo com o sexo, no Brasil (hdo incluso
carcinoma de pele ndo melanoma). INCA 2020.

Os carcinomas de tireoide podem ser identificados em quatro tipos,
no geral: papilifero, folicular, medular e anaplasico (TUTTLE et al., 2014), sendo que
desta classificacdo generalista, existem subtipos de cada categoria, e/ou outros tipos
menos incidentes (BALOCH; LIVOLSI, 2018). A divisdo baseia-se nas diferencas de
morfologia tecidual, nas mutacdes que carregam e no nivel de diferenciagcdo em que
se encontram (KUMAR, 2010). 94% dos carcinomas de tireoide sao provenientes de
células foliculares do epitélio glandular e possuem lesdes bem definidas, sendo
considerados, portanto, bem diferenciados, ou seja, possuem maior similaridade com
o tecido original (PELLEGRITI et al., 2013). Esses carcinomas respondem bem a
tratamentos mais ou menos agressivos, de acordo com o comportamento, quadro
clinico, evolucédo da doenca, etc. As terapias com iodo radioativo e /ou radioterapia,
sao utilizados apos a cirurgia de forma adjuvante a remocao de parte ou de toda a
glandula, as chamadas tireoidectomias parcial ou total, com retirada dos linfonodos
regionais, como forma de diminuir as chances de recidiva (KUMAR, 2010).

Os tumores indiferenciados (anaplasico e pouco diferenciado), por
outro lado, sdo caracterizados por epitélio indiferenciado com anaplasia intensa e
perda de funcdo (MOLINARO et al., 2017). Geralmente, ndo respondem bem aos
tratamentos, e mesmo apos tireoidectomia total, as chances de recidiva sdo altas
(MALETTA et al., 2019). Outras doengas associadas, como tireoidites autoimunes,
sao considerados fatores que influenciam o progndéstico e desenvolvimento da doenca
(LIANG et al., 2017); para alguns autores, essa associacdo pode contribuir para
progndésticos melhores, curso da doenca menos agressivo, aumento da sobrevida e

melhor resposta aos tratamentos; enquanto outros autores consideram que a
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presenca de doencas autoimunes associadas seja fator de risco para a piora do
quadro, acompanhado de pior progndstico, persisténcia do carcinoma, menor taxa de
sobrevida e aumento da mortalidade especifica (PAPARODIS et al., 2014).

S&o considerados fatores de risco para desenvolvimento de
neoplasias tireoidianas: o contato continuo com radiacéo ionizante (RI), a deficiéncia
ou alta ingestéo de iodo, e histérico familiar de cancer na tireoide associado a genes
hereditarios (KITAHARA; SOSA, 2016). O diagnéstico citologico de nddulos
tireoidianos, é feito por meio de puncéo aspirativa com agulha fina (PAAF); entretanto,
15 a 20% dos achados sao inconclusivos (NA et al., 2017), seguido normalmente do
procedimento de retirada total ou parcial da tireoide. O diagnostico de carcinoma de
tireoide vem sofrendo inovagbes bem sucedidas, principalmente na é&rea de
marcadores bioldgicos, como a identificacdo de marcadores de superficie celular
(ANGELL et al., 2014; Ll et al., 2014), de fatores no microambiente tumoral que atuam
como promotores tumorais, como o ATP extracelular (BERTONI et al., 2018), a
especificidade de anticorpos presentes no microambiente tumoral quando assoaciado
a doencas autoimunes (LUPOLI et al., 2015; YU et al., 2016), entre outros marcadores
que contribuem para esclarecer prognosticos e diagnosticos. Estes fatores estéo
diretamente ligados ao aumento na incidéncia de casos confirmados na ultima década
(CHMIELIK et al., 2018), sendo que o carcinoma de tireoide é considerado um dos
anicos carcinomas que vem sofrendo aumento no ndmero de diagnésticos (INCA,
2012).

Atualmente, além da retirada da glandula tireoide total ou parcial, o
tratamento para carcinoma de tireoide pode incluir o esvaziamento cervical, ou seja,
a resseccao de nodulos linfaticos adjacentes afetados pelo tumor (LAMARTINA et al.,
2017). O poOs-operatorio € caracterizado pela supressado hormonal, onde ha reposi¢cao
de hormonio tireoidiano em dose um pouco maior que a hecessaria, com o intuito de
diminuir a producéo, pela hipofise, do TSH, inibindo a proliferacdo celular tumoral
tireoidiana que € induzida pelo horménio hipofisario (INCA, 2017). O tratamento com
iodo radioativo, quando indicado, s6 ocorre ap0ds a cirurgia de tireoidectomia total; sua
administracdo diminui as recorréncias, metastase e recidivas, configurando uma
terapia importante para a sobrevida e cura de pacientes em determinados casos
(GOLDSMITH, 2017). O iodo radioativo atua em carcinomas bem diferenciados, visto
gue eles mantém a expressao de um transportador importante de iodo, o NIS, proteina

essa que é expressa na membrana das células foliculares e desempenha a funcdo de
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internalizar o iodo adquirido pelo organismo; por isso carcinomas indiferenciados
necessitam de outras terapias, visto que nao expressam NIS.

Segundo Goldsmith (2017), o lodo Radioativo, 131 I, foi isolado em
1937, e a partir de 1942, diversos médicos e pesquisadores comecaram a utiliza-lo
como tratamento para carcinomas de tireoide. Entretanto, com o advento da 22 Guerra
Mundial, o uso de compostos radioativos tonara-se restrito e controlado, e por esta
razdo, as publicacbes e pesquisas s6 foram autorizadas apos o término da Guerra
(1946), assim como o estabelecimento de legislacbes especificas para manipulacées
de compostos radioativos. As principais observacdes do uso de 131 | foram o acumulo
na regidao da tireoide; os efeitos na funcionalidade da glandula, principalmente em
pacientes com hipertireoidismo; a persisténcia da captagdo do lodo, mesmo apos
tireoidectomias realizadas em pacientes com cancer de tireoide, fato esse decorrente
da captacoes por remanescentes de tecido tireoidiano, massas neoplasicas
metastaticas, ou recorrentes; a relacdo dos niveis de TSH e o tratamento com lodo
Radioativo; e por fim, o uso de lodo Radioativo como fator de “atordoamento” nos
carcinomas, combinando seu uso na imagem, com uso terapéutico.

O lodo radioativo traz efeitos colaterais custosos ao paciente, e por
esta razdo, a administracdo da terapia ainda tem muitas dificuldades. Os efeitos
colaterais vao desde ageusia e vomitos, até infertilidade e canceres secundérios (LEE,
2010). Ja existem evidéncias, ainda, de que células de carcinoma papilifero de
tireoide, apesar de serem afetadas pelo 131 |, ainda assim, ndo respondem ao
aumento da dose administrada (STASIOLEK et al., 2017). Tendo em vista os efeitos
colaterais provocados pelo tratamento com 131 I, e que o0 objetivo da administracéo
do iodo radioativo é evitar o desenvolvimento de metastase, diminuir a recorréncia e
recidivas (GOLDSMITH, 2017), outros tratamentos que possam atuar como
adjuvantes, ou que dispensem o0 uso do iodo radioativo, sdo de interesse para
proporcionar melhores condicdes aos pacientes e maiores chances de cura e

sobrevida, principalmente visando a qualidade de vida e evitando danos colaterais.

1.1.1 Carcinoma Papilifero de Tireoide

O tipo mais incidente de carcinoma tireoidiano é o papilifero,
representando cerca de 80% dos casos diagnosticados (BONGIOVANNI et al., 2017).
Seu epitélio é caracterizado por células foliculares, organizadas em forma de papilas,
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similares a morfologia das papilas gustativas da lingua, provendo a origem do nome
(KUMAR, 2010). Possuem crescimento lento, porém com recorréncia considerada alta
(30%). Segundo a ATA, os fatores que podem contribuir para a recorréncia sao:
invasdo vascular, multifocalidade, nimero e tamanho de linfonodos cervicais com
metastase e invasao capsular.

Apesar de ndo apresentar fenétipo agressivo, o carcinoma papilifero
de tireoide (CPT) responde relativamente bem aos tratamentos, em comparacéo aos
outros tipos (GILLANDERS; O'NEILL, 2018). O CPT também possui subclassificacao,
com nomeacdes diferenciadas, (como por exemplo: carcinoma papilifero de tireoide
variante folicular, variante encapsulada folicular e oncoética), as quais representam
subtipos com morfologia distinta do carcinoma papilifero classico (LLOYD et al., 2017),
e que possuem variagdes nas respostas aos tratamentos. Segundo Nath e Erickson
(2018), alguns subtipos destacam-se como mais preocupantes, por apresentarem
fendtipo agressivo e de dificil tratamento, diferentemente do papilifero classico, como:
Hobnail, Tall Cell, Columnar, e Solid.

O carcinoma papilifero de tireoide classico pode ser dividido ainda em
dois tipos, considerando as mutacfes que carrega e morfologia que apresenta. Os
grupos séao: BRAF-like, consideravelmente mais comum que o outro grupo, o0 RAS-
like (CARIA et al., 2019). Essas vias mutadas sdo comuns nesse tipo de carcinoma, e
a classificacdo associa a morfologia da arquitetura tecidual com a presenca dessas
mutacdes; o tipo BRAF possui mutacdo no gene BRAF e RET, e arquitetura papilar;
enguanto o tipo RAS possui mutacdo na via de mesmo nome, e arquitetura folicular,
semelhante ao tecido normal da tireoide (GIORDANO, 2016).

As principais mutagdes que caracterizam o CPT em geral, sé&o:
pontuais, translocacéo e inversdo (KATOH et al., 2015). A via mais afetada, neste
carcinoma de tireoide, € a via MAPK (mitogen-activated protein kinase), a qual, em
condicdes fisiologicas, € responsavel por modular a diferenciacdo, o crescimento, a
sobrevivéncia celular e a apoptose (TANG; LEE, 2010), incluindo principalmente os
proto-oncogenes da familia RAS, BRAF, RET (RET/PTC) 1le 3, NTRK1 (que assim
como RET, é normalmente restrita a células neurais, mas quando mutada, passa a
ser expressa has células tireoidianas) e TERT, classicos para CPT (HSIAO;
NIKIFOROV, 2019)

Os genes RAS e BRAF, estao envolvidos no controle da via MAPK e

na regulacdo da capacidade proliferativa e de diferenciacdo, respectivamente
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(ZLOBIN; BLOODWORTH; OSIPO, 2019). Quando RAS ¢ afetado por mutacdes, leva
a ativacao intermitente da via MAPK e a perda do controle do ciclo celular, resultando
na proliferacdo descontrolada das células foliculares (PUZZIELO et al., 2016). A
alteracdo mais comum no gene BRAF neste caso, € constituida pela transverséo de
Timina para Adenina (T1799A) no éxon 15, resultando na substituicdo do aminoacido
Valina pelo Glutamato (V600E), levando ao surgimento do gendétipo BRAFV600E
(FRASCA et al., 2008), resultando por fim, no descontrole da diferenciagéo celular e
capacidade proliferativa das células na tireoide.

A linhagem K1 é uma linhagem de carcinoma papilifero de tireoide,
descrita e utilizada pela primeira vez por Wyllie e colaboradores (1995), a linhagem
celular humana de carcinoma papilifero de tireoide K1, possui mutagéo heterozigotica
no gene BRAF (V600), representando uma linhagem especifica para estudos em
carcinomas papiliferos do tipo BRAF. As informacfes citogenéticas sobre a nova
linhagem, entretanto, s6 foram caracterizadas mais tarde, por Ribeiro e colaboradores
(2008), os quais mostraram que a K1 se assemelha com outra linhagem de carcinoma
papilifero, a GLAG-66, uma linhagem proveniente de tumor metastatico de CPT. Os
autores afirmaram que levando em conta o cenario citogenético, a K1 € na verdade
uma subpopulacédo tetraploide da GLAG-66. Essa linhagem é semelhante aos
carcinomas papiliferos com mutacéo heterozigética em PISKCA, além de BRAF, que
possuem p53 ativa normal e polimorfismos no gene EGRF (MEIRELES et al., 2007).
E uma linhagem considerada bem diferenciada, pois ainda retém a diferenciacdo das
células foliculares da tireoide, como a sintese de tiroglobulina.

Pelas mutacbes e caracteristicas que abarca, a linhagem K1
representa uma ferramenta valiosa no estudo de caracteristicas de carcinomas
papiliferos de tireoide, principalmente no que se refere ao estudo de linhagens com
mutacdo em BRAF, provenientes de tumor primario com invasao, e com p53 normal
ativa, e no estudo de terapias. Os carcinomas bem diferenciados de tireoide
representam uma minoria excepecional de carcinomas, que aparentemente nao
requerem mutacio em p53, de forma a inativa-la (MEIRELES et al., 2007). E mais
frequente que células com mutacdo em RET/PTC ndo possuam mutacédo em p53, que
as do tipo BRAF, as quais geralmente apresentam alteragdes nessa proteina (ITO et
al., 1992). A linhagem K1 torna-se uma linhagem valiosa no estudo de carcinomas
bem diferenciados, com mutacdo em BRAF e p53 normal, podendo também ser

extrapolada para o estudo do comportamento e efetividade de tratamentos em
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populacdes metastaticas, como visto a seguir.

Em relacdo a outras linhagens de CPT, a K1 exibe um perfil
metabdlico alterado, conferindo adaptacdo metabdlica crucial para o desenvolvimento
das células (TRONCI et al.,, 2019). Sua alta taxa de crescimento, proliferacéo e
sobrevivénvia estao associadas a uma mutacao que induz a maior sinalizacao de uma
via, chamada Whnt/Bcatenina, via essencial para desenvolvimento de diversos outros
tumores (YANG et al., 2017). A capacidade de evadir dos mecanismos de apoptose
da célula, também é descrita nos carcinomas papiliferos de tireoide, que em alguns
casos, mesmo possuindo p53 normal, ainda exibem perfil antiapoptoético
descontrolado. Em 2011, Lavra e colaboradores, identificaram que apesar da
linhagem K1 possuir p53 normal, a proteina antiapoptética Galectina-3, estava
superexpressa (contrariando a ja estabelecida relacao: p53 normal leva a inibicdo da
Galectina-3). Essa habilidade dos carcinomas papiliferos em evadir da apoptose pode
ser explicada pela falta de ativacdo da p53, que apesar de normal, pode ndo ser
ativada pela HIPK2, proteina quinase que no caso da linhagem K1 esta diminuida, e
a qual é necessaria para ativar a p53 e levar a apoptose das células.

1.2 ESPECIES REATIVAS E TIREOIDE

Os radicais livres foram identificados pela primeira vez em 1924, porém
somente mais tarde é que se constatou seu papel em mecanismos fisiologicos e
inclusive no desenvolvimento de doencas (MOSLEN, 1994). Eles referem-se a &tomos,
moléculas ou ions com elétrons desemparelhados na ultima camada de valéncia,
altamente instaveis e reativos com outras moléculas, e que apresentam meia vida curta
(HALLIWELL, 2001). Atualmente, existe um conceito mais abrangente que inclui 0s
radicais livres e que considera outras moléculas reativas, que ndo possuem as
caracteristicas eletronicas do radical e geralmente possuem maior tempo de vida média,
as chamadas espécies reativas; elas podem ser derivadas de oxigénio, nitrogénio e
enxofre, 0s quais originaram trés classes: (1) espécies reativas de oxigénio (ERO), (2)
espécies reativas de nitrogénio (ERN) e (3) espécies reativas de enxofre (ERE) (VALKO
et al., 2007).

Alguns exemplos de radicais livres sdo: radical superéxido (O2"),
oxigénio singlet (*O2), radical hidroxila (*OH), peroxinitrito (ONOO") (FERREIRA;

MATSUBARA, 1997). Muitas vezes, os radicais livres, quando reagem com eles
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mesmos ou com outras moléculas podem dar origem a outros radicais que propagam
efeitos em cadeia, como o radical hidroxil e sua relacdo com a lipoperoxidacdo de
membrana, gerando radical peroxil (GASCHLER; STOCKWELL, 2017). As espécies
reativas, por sua vez, podem ser exemplificadas pelo: peréxido de hidrogénio (H202) que
possui vida longa (acima de 102 segundos), e atua como base para a producéo do
radical de O2 mais reativo, o radical hidroxil (SIES, 2017) e o oxido nitrico (NO), indutor
de vasodilatagdo de veias e artérias, e que ao reagir com radical superoxido, forma o
radical livre, peroxinitrito (RADI, 2018). Apesar de n&o serem considerados radicais
livres, as espécies reativas podem apresentar risco as células, assim como os radicais,
caso estejam em excesso ou em outras situacdes de desequilibrio, podendo, inclusive,
apresentar toxicidade ao meio/sistema (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Por esta
razao, € necessario que seja mantido o balanco redox da célula, conceito que envolve a
manutencao do equilibrio celular e a adaptacdo a novas condi¢cdes de estresse. Esse
conceito inclui compostos e moléculas que reagem com as espécies reativas,
neutralizando-as ou controlando-as, os chamados antioxidantes (HALLIWEEL, 2011).

Um dos conceitos mais popularmente envolvidos com espécies reativas
€ 0 de estresse oxidativo, definido em traducado livre, como o “desequilibrio entre
espécies reativas e antioxidantes, numa escala total’. Atualmente, a literatura descreve
gue o estresse oxidativo tem um papel adaptativo importante frente a novas condicdes,
sejam elas estressantes ou apenas diferentes do cenério anterior, 0 estado homeostatico
(ao qual o sistema ja estava adaptado). As espécies reativas geradas, neste caso,
agiriam como moduladoras de processos adaptativos. A capacidade de adaptacao de
uma célula a um novo cenério, buscando um novo estado de equilibrio, envolveria
modulacdo da producao e da interacédo de diversas vias de sinalizacao redox sensiveis,
sem necessariamente alterar o balanco global da producéo e atuacdo de espécies
reativas e de antioxidantes, o que representaria um aumento de baixo a moderado, de
algumas das moléculas mencionadas. Levando em consideragdo esses preceitos, €
importante entdo que se acrescente a definicdo original de estresse oxidativo, a
“interrupcdo ou desequilibrio na sinalizacdo redox sensivel, assim como em seu
controle” (JONES, 2006).

As espécies reativas e 0 estresse oxidativo estdo envolvidos em
multiplas fun¢cBes no organismo de mamiferos, como: a participacdo no processo
inflamatario, principalmente durante a acao de leucdcitos; o envolvimento na adesao

celular, na embriogénese, na diferenciacao celular, no reparo, na cicatrizacao, apoptose
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e até mesmo na expressao génica (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). A ativacao de vias
de sinalizacdo, também esta na lista de funcdes dessas espécies reativas, direcionando
a resposta especifica da via ativada (MARTINDALE; HOLBROOK, 2002). As espécies
reativas também tém papel essencial na producéo de horménio tireoidianos, a exemplo
do peroxido de hidrogénio (OHYE; SUGAWARA, 2010).

Por outro lado, altas quantidades de espécies reativas, produzidas sem
controle, e/ou resultantes de mutacbes, e/ou de alteracbes em vias celulares
importantes, e/ou diminuicdo da producédo de antioxidantes, desencadeiam uma série de
eventos que podem levar ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares (INCALZA
et al., 2018), neurolégicas (ELFAWY; DAS, 2019), diabetes (ASMAT; ISMAIL, 2016), e
até neoplasias (TOYOKUNI, 2016). Nesses casos, 0 estresse oxidativo produzido tem
consequéncias negativas ao organismo. Os efeitos da RI, por exemplo, um dos fatores
de risco para desenvolvimento de carcinoma de tireoide, baseia-se no estresse oxidativo
induzido pela radiacdo, o qual € responsavel pelos rearranjos cromossémicos
encontrados em carcinomas papiliferos de tireoide (AMEZIANE-EL-HASSAN et al.,
2010). Evidéncias também mostram que niveis intracelulares de espécie reativas de
oxigénio, podem levar a ativacao de vias como MAPK, e PI3K/Akt (NOGUEIRA; HAY,
2013), que séo descritas como as principais vias alteradas no carcinoma papilifero de
tireoide.

Na tireoide, uma das espécies reativas de oxigénio, o perdxido de
hidrogénio, € gerado nas proprias células, para a producdo de hormoénios, e possuli
importante papel na conversdo do substrato iodo para as formas pré-hormonais
(CARVALHO; DUPUY, 2017). Devido a presenca robusta dessa espécie reativa, a
tireoide dispde de mecanismos antioxidantes abundantes em suas células, e por este
motivo suporta niveis celulares maiores da espécie reativa em sua estrutura (OHYE;
SUGAWARA, 2010). Entretanto existem evidéncias de que a producdo de peroxido
pelas familias de NADPH-oxidases (NOX e DUOX) pode sair do controle e gerar excesso
de perdxido de hidrogénio, que desempennha papel carcinogénico. Este cenério foi
identificado principalmente em CPT (SZANTO; PUSZTASZERI; MAVROMATI, 2019).
Nas células tireoidianas, a producdo de perdxido de hidrogénio e a regulacdo da
producdo de hormdnios dependem de algumas proteinas como a DUOX2, e seu fator
de ativacdo DUOXAZ2, e proteinas da familia NOX, principalmente a NOX4 (CARVALHO;
DUPUY, 2013). Essas proteinas tém papel de oxidases, e a NOX4 é referenciada como

fonte de ERO intracelular na tireoide humana. A literatura mostra que o estresse
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oxidativo em CPT esta relacionado também a atividade de NOX4, a qual é encontrada
em niveis aumentados em carcinomas diferenciados de tireoide, sob influéncia do TSH
(WEYEMI et al., 2010).

As espécies reativas e 0 estresse oxidativo relacionam-se de diversas
formas no cenario do desenvolvimento do carcinoma papilifero de tireoide, entre elas,
evidencia-se o papel do estrogeno, destaque para E2, que ja € identificado em muitas
pesquisas como pro-oxidante (YAGER, 2000; TIAN et al., 2016). O E2 (17p-estradiol),
€ um potente estimulante de células da tireoide, tanto malignas, quanto benignas,
vinculado a vias como MAPK e PI3K (STEPNIAK et al., 2018), e quando aumentado,
promove, portanto, a proliferacdo e até metastase de células tumorais (DERWAHL,;
NICULA, 2014). Essa associagao entre CPT, ERO e E2, vem explicar a maior incidéncia
de carcinoma tireoidiano na populagéo feminina.

E também em células de CPT que s&@o encontradas alteracoes
referentes as defesas antioxidantes, como: diminuicdo de xantina oxidase, glutationa
peroxidase, superoxido dismutase-Cu e superdxido dismutase-Zn; enquanto, foram
observados aumentos em superéxido dismutase-Mn e nos niveis de MDA (MONO et al.,
1997). Em 2019, Tronci e colaboradores identificaram que a linhagem K1, apresenta
NAD* e NADP* em niveis elevados, assim como os niveis médios de GCL, enzima
envolvida na sintese da glutationa, conferindo a célula, adaptac6es redox importantes e
defesa antioxidante das células tumorais. E importante lembrar que a literatura mostra
gue alguns antioxidantes agem a favor das células tumorais, conferindo um mecanismo
de protecao as proprias células neoplasicas, como é o caso do GSH (KOU et al., 2019).

As espécies reativas também sdo consideradas ferramentas
importantes para instituir novas terapias, pois apresentam versatilidade quanto a acao
em vias de sinalizacéo, ativacéo de genes, e estao intimamente ligados com homeostase
celular. O efeito terapéutico de espécies reativas e do estressse oxidativo é relatado
principalmente no uso de certos quimioterapicos (YANG et al., 2018), na radioterapia
(ZHANG; MARTIN, 2014), e na imunoterapia (ZOU et al., 2017), que podem aumentar o
nivel intracelular de ERO ou podem ser os proprios doadores dessas ER. A inducdo da
producédo de ER no geral, pode contribuir para ativacdo de mecanismos como apoptose,
autofagia, necroptose e ferroptose, e pode inciar outros, como despolarizagéo
mitocondrial, leséo de DNA, altera¢des metabdlicas e diminuicdo da defesa antioxidante
por exemplo (ZOU et al., 2017). Atualmente sabe-se que muitas dessas terapias tambéem

afetam células normais, principalmente as quimioterapias, podendo levar a danos em
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tecidos saudaveis, provocar efeitos colaterais, prejudicando o bem-estar fisico e psiquico
dos pacientes em tratamento, e podendo também levar a danos severos que podem
afetar a sobrevida, como por exemplo, a indugcdo da caquexia (RYAN et al., 2019).
Apesar de promissor, ainda ndo existe um modo de especificar a atuagdo desses
tratamentos indutores de ER, levando-se em conta tanto as células saudaveis quanto as
tumorais. Esta terapia ja provou ser eficaz em diversos tipos de canceres, e portanto é
de interesse encontrar terapias que utilizem dessas ER em tecidos tumorais
seletivamente, sem provocar danos as saudaveis, trazendo maior eficiéncia e

seguranca.

1.3 PLAsMA

O plasma é o quarto estado fisico da matéria, um gas que recebe
energia suficiente para excitar os elétrons externos e promover sua ionizacao (BURM,
2012), sua denominacdo pode aparecer apenas como plasma, ou mais especifico
como plasma fisico que se refere justamente ao quarto estado fisico da matéria e ndo
a outras substancias de mesmo nome (exemplo: plasma sanguineo). Apesar da
semelhanca entre o estado plasmético e o estado gasoso, ha uma diferenca crucial:
a conformacdo atdbmica em que as particulas se encontram, visto que no gas, os
atomos permanecem integros, enquanto que no plasma, a energia € suficiente para
dissociar os elétrons dos atomos ou moléculas (NANDKUMAR, 2014). O plasma fisico
é formado por um conjunto de atomos livres, elétrons e ions, em uma distribuicdo na
qual o numero de particulas positivas e negativas € praticamente igual, esse conjunto
denso de atomos possuem comportamento coletivo e é eletricamente condutor
(FRIDMAN et al., 2008).

Para a formacdo desse estado da matéria, um gas precisa ser
aguecido térmica ou eletricamente, de forma que haja no rompimento das moléculas
gue compdem essa matéria gasosa, formando os atomos livres que perdem e ganham
elétrons de forma dindmica (KEIDAR et al., 2013). Esse processo gerador de plasma
fisico pode ser natural, ocorrendo de forma espontanea nas condi¢cdes necessarias
para tal, e que resulta em fendmenos como relampagos e auroras boreais, e até
nebulosas e a corona solar, por exemplo; ou pode ser artificial, produzido em
laborat6rio (térmico ou frio/atmosférico) ou em usinas (ALVES; PEREIRA; RIBEIRO,
2019).
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O processo que leva a formacdo do plasma artificial nuclear, &
realizado em usinas e reatores, nos quais, através da fusdo termonuclear controlada,
e produz este determinado tipo (MERLINO; GOREE, 2004). Ja o plasma produzido
artificialmente em laboratorio, se da por meio de aparelhos que modificam uma fonte
de gas ou o ar atmosférico, os quais levam a excitagcdo dos elétrons, e a uma
consequente formacdo de energia que pode ser térmica ou ndo (REUTER,;
WOEDTKE; WELTMANN, 2018). O plasma térmico € altamente reativo e produz calor;
todas as suas moléculas estdo em equilibrio termodinamico entre si, possuindo a
mesma energia e temperatura, resultando num plasma que reage com outras matérias
de forma expansiva (BOGAERTS et al., 2002).

O plasma fisico frio ou atmosférico ndo dispbe de equilibrio
termodinamico, resultando em temperaturas diferentes para cada particula, entretanto
€ gracas a estrutura do equipamento gerador que a temperatura do plasma em si
permanece abaixo dos 40°C (FRIDMAN et al., 2008). Devido as suas caracteristicas
térmicas, este plasma € amplamente utilizado no ambito medicinal, principalmente na
area dermatolégica (BERNHARDT et al., 2019), odontoldgica, de diagndsticos, onde
respectivamente, contribui para cicatrizacao de feridas (BEKESCHUS et al., 2016),
procedimentos cirdrgicos (KEIDAR et al., 2013), de reparacdo dentaria (ISBARY ey
al., 2014), e em endoscopias (ROBERT et al., 2013); ja na pesquisa experimental, o

plasma destaca-se em tratamentos experimentais para tumores, onde foi possivel
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observar certa capacidade de seletividade, principalmente no que diz respeito a
atuacdo distinta em células tumorais e em células saudaveis e normais; 0s
mecanismos envolvidos nessa seletividade, entretanto, ainda ndo compreendidos
completamente (BEKESCHUS et al., 2019). Este plasma pode ser sintetizado de duas
formas: através do uso de equipamentos com descargas de barreira dielétrica (DBD)
gue geram plasma com o ar atmosférico; ou através de equipamentos jet pen plasma,
que se utilizam da ionizacdo de gases nobres ou inertes, misturando-se aos
componentes do ar atmosférico, para gerar o plasma (PRIVAT-MALDONADO et al.,
2019).

A jet pen plasm, um equipamento préprio para ionizacdo de gases
como Argonio, Hélio e Nitrogénio, induz a fissdo homolitica de moléculas do gas, um
processo que leva a formacédo de radicais livres, altamente instaveis (LEDUC et al.,
2009); aléem deles, ions positivos, negativos, particulas neutras e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, de meia vida longa, também sdo produzidos a medida que as
moléculas ionizadas do gas reagem com as do ar (JO et al., 2015; BEKESCHUS et
al., 2016). E este plasma frio sintetizado pelas jet pen plasm que figura como novidade
no tratamento de carcinomas, por ser considerado uma terapia menos invasiva,
especifica, que nao danifica o tecido adjacente, nem provoca necrose em células
saudaveis (WANG et al., 2013).

O objetivo deste plasma como terapia nao é desnaturar o tecido, mas
operar abaixo do limiar de dano térmico e induzir resposta ou modificacdo
guimicamente especificas, focando principalmente no efeito das espécies reativas e
radicais livres gerados pelo plasma e nas alteragcfes provocadas por elas nas células
tumorais (BEKESCHUS et al., 2013). As rea¢fes quimicas podem ser promovidas
ajustando a pressao, a composicao do gas e a poténcia (BISCOP et al., 2019). O uso
de gases nobres sdo preferiveis nos aparelhos como a kiNPen jet plasma, pois
contribuem para otimiza¢éo das condi¢des do plasma fisico, como fluxo, estabilizacao
da velocidade, constancia, difusdo e producdo de espécies reativas, como apontado
por Reuter; Woedtke & Weltmann (2018), que também apontaram o gas argénio como
fonte da fase gasosa, ao lado do gas hélio. O gas Argbnio ja é bem estabelecido para
outros procedimentos aplicados na biomedicina. Ele ja é utilizado em humanos, e
segundo Chen e colaboradores (2016) apresentou os melhores resultados quando
comparado aos outros gases, no ambito de terapia para modelos neoplasico.

Com equipamentos indutores de plasma frio, como a kiNPen jet
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plasma, é possivel irradiar amostras de diferentes formas, levando a reacdes e efeitos
distintos dependendo do procedimento. Segundo Keidar e colaboradores (2013)
existem, no geral, trés tipos de irradiacédo, que consideram o mecanismo gerador e 0
de aplicacao do plasma atmosférico frio: diretos, indiretos e hibridos. Em pesquisas
do ambito terapéutico, 0s ensaios experimentais utilizam-se principalmente da
irradiacdo direta ou da indireta. O tipo de irradiacao direta utiliza-se do tecido vivo
como parte do sistema de formacdo e conducdo do plasma; € necessario que a
corrente de conducao obedeca a um range especifico para evitar efeitos térmicos ou
estimulacao elétrica do tecido, como os musculos, por exemplo, neste caso a amostra
€ diretamente irradiada com o plasma, seja ela um tecido ou uma linhagem celular
(KEIDAR, 2015). Na irradiacdo direta, os efeitos observados sao provocados
diretamente pelos componentes do plasma, como radicais livres e espécies reativas
tanto de meia vida curta quanto as de vida longa (VON WOEDTKE et al., 2019).

Na irradiacao indireta ha um sistema de geracdo de plasma frio, em
aparelhos como jet pen plasma, que incidem sobre um liquido (KEIDAR, 2013). Este
meio aquoso, com o qual o tecido ou as células serdo tratados com o plasma, pode
ser, por exemplo, a salina ou meio de cultura. Neste caso, os efeitos observados sédo
provenientes: das espécies reativas de vida longa, que permanecem no meio apos a
irradiacéo; e dos produtos da interagdo dos compostos presentes no plasma com 0s
do meio de cultura (BISCOP et al., 2019). E por meio da irradiacéo indireta que se
analisa os efeitos produzidos pelas espécies reativas de longa vida, as Unicas
presentes nos liquidos irradiados (KURAKE et al.,, 2016; TANAKA et al., 2018). A
irradiacdo indireta também aumenta o alcance da terapia com plasma frio, pois o
liquido pode ir onde a irradiacdo direta € impossibilitada (PEREIRA et al., 2019).
Nesses casos, a composicdo do liquido pode interferir no que € produzido, como a
composicao do meio de cultura por exemplo, porém ja se sabe que o peréxido de
hidrogénio e espécies reativas de nitrogénio estdo presentes e permanecem nos
liquidos irradiados (BISCOP et al., 2019).
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A eliminacdo de células tumorais sem afetar as células normais,
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mesmo a longo prazo, em pesquisas in vitro, € uma conquista importante do
tratamento com plasma, mesmo que ainda ndo completamente compreendida,
(KAUSHIK et al., 2015). Considerando que o mecanismo pelo qual o plasma frio/
atmosférico age seja a inducdo de um desbalanco redox, levando a morte celular,
alguns autores consideram que a dindmica desta inducao em células tumorais se dé
mais facilmente que em células normais, visto que as primeiras ja estdo sob uma
condicdo muito estressante, o que as deixaria vulneraveis a terapia (BISCOP et al.,
2019). Entretanto, outros autores gquestionam essa hipétese, visto que diversos
tumores jA demonstraram que possuem altos niveis de antioxidantes, como fator
essencial para sobrevivéncia (CAIRNS et al., 2011). Outras hipéteses também foram
propostas, todas com base na acdo de espécies reativas e produtos de interagdo com
meio de cultura, mas a especificidade da terapia com plasma, no cancer, ainda nao é
certa. Os efeitos em células tumorais, tanto em modelos in vitro, quanto em modelos
in vivo de diversos tumores, ja o classificam como potencial tratamento para canceres,
mostrando efeitos tanto na viabilidade, quanto no tamanho do tumor (KEIDAR et al.,
2013).

Considerando que os principais produtos da irradiagcdo com plasma,
seja direta ou indireta, sdo as espécies reativas e os radicais livres, devemos
considera-los como os responsaveis pelos efeitos provocados pelos sistemas

sintetizadores de plasma, como as jet pen plasm. Diversos trabalhos mostram efeitos
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como: 0 aumento no dano a membrana das células tumorais, devido a lipoperoxidacao
por exemplo, desencadeada por espécies reativas que reagem com 0s acidos graxos
da membrana (TANAKA et al., 2015; FURUTA et al., 2017); dano e modificacdes no
DNA e proteinas também s&o reportados por diversos trabalhos (ADHIKARI &
PTASINSKA, 2016; RAY et al., 2017; KURITA et al., 2020); e alteracdes em vias de
sinalizacdo, nas quais radicais livres e espécies reativas desempenham papéis
modulatérios (TANAKA et al., 2014; PASQUAL-MELO et al., 2018). Outros efeitos séao
relatados, como maior dano mitocondrial e inducédo de apoptose em células tumorais
por meio da ativacdo da proteina p53, e de alteracdes em Bax e Bcl-2 (KIM et al.,
2010; SAADATI et al., 2018), ou através dos efeitos produzidos pelo peroxido de
hidrogénio, levando as células tumorais ndo sé a apoptose, como também induzem a
quebra de dupla fita do DNA (MA et al., 2017). A diminuicdo da migracdo de células
tumorais (RECEK et al., 2015; PRANDA et al., 2020), diminuicdo do tamanho do tumor
(JUDEE et al., 2016) e efetividade anti-tumoral em carcinomas dificeis de tratar como
os osteosarcomas (CANAL et al., 2017), incrementam os alvos terapéuticos que a
terapia com plasma pode atuar. Como apontado por Tanaka e colaboradores (2018),
o plasma direto fica restrito ao uso em superficies, como a pele e outros tecidos duros,
atingindo até cerca de 3 ou 4 camadas de células, entretanto para outros tipos de
canceres, principalmente aqueles profundos, que ultrapassam esse limite de
camadas, ou estdo em locais de risco e/ou dificil acesso, o uso do plasma indireto
representa uma importante e eficaz ferramenta, capaz de percorrer outros locais do

corpo.
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2 JUSTIFICATIVA

O carcinoma papilifero de tireoide compreende cerca de 80% dos
casos de carcinoma de tireoide, uma das neoplasias que mais cresce em numero de
diagnésticos no mundo. O entendimento dos efeitos de espécies reativas (ER) sobre
a viabilidade, proliferacdo e estado redox das células tumorais da tireoide auxilia na
compreensao de diferentes respostas, quando submetidas a diferentes cenérios,
envolvendo o estresse oxidativo. E partindo desse ponto, que terapias baseadas na
inducdo de estresse oxidativo em células tumorais podem tornar-se acessiveis para
carcinomas papiliferos de tireoide, atuando como terapias Unicas, ou mesmo como
adjuvantes.

O tratamento com plasma fisico frio, um potente produtor de ER, que
vem sendo estudado no tratamento de varios tipos de tumores, apresenta vantagens
como: possibilidade de aplicacdo diretamente no tecido, quando de facil acesso,
irradiando radicais livres, de vida curta e espécies reativas de vida curta e longa; em
locais de maior dificuldade a terapia também € possivel por meio da irradiacéo indireta,
igualmente eficiente indutora de ER, principalmente de longa vida, tanto de oxigénio
quanto de nitrogénio. A literatura jA demonstra que a terapia com plasma fisico frio
afeta células tumorais, podendo induzi-las a perda de viabilidade, a degradacao de
DNA e até a morte celular, como a apoptose. Em especial, essa terapia tem mostrado
efeitos preferencialmente no tecido tumoral, pouco afetando ou nédo afetando o tecido
normal.

Em CPT, apenas uma linhagem foi investigada no ambito da terapia
com plasma fisico frio, a BCPAP, mostrando a caréncia de estudos com esse potencial
instrumento terapéutico em CPT. A linhagem K1 de carcinoma papilifero de tireoide
esta entre as linhagens de carcinoma tireoidiano com menor niamero de pesquisas
gue discutem sua interacdo com ER. Dessa forma, a utilizacdo da K1 para estudar o
efeito do tratamento com plasma fisico frio ndo apenas auxiliard na compreenséo do
comportamento de CPT frente a exposicao a diferentes ER, como também servira

como base para a investigacao de novas estratégias terapéutico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Compreender os efeitos da irradiacéo indireta com plasma fisico frio

sobre o balanco redox e a viabilidade de células K1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Comparar alteracdes no balanco redox das células K1, induzidas pelo
tratamento com plasma frio atmosférico com argbnio em diferentes tempos de

irradiacdo, e se estas alteracdes influenciam a viabilidade celular;

3.2.2 Estabelecer os efeitos de espécies reativas especificas de longa vida
produzidas pelo tratamento indireto com plasma frio atmosférico com argénio, sobre

as células K1, compreendendo os efeitos de cada uma delas.
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4 ARTIGO

RESPOSTA OXIDATIVA E VIABILIDADE DA CELULA DE CARCINOMA
PAPILIFERO DE TIREOIDE K1, APOS TRATAMENTO INDIRETO COM PLASMA
FISICO FRIO

OXIDATIVE RESPONSE AND VIABILITY OF THE THYROID
PAPILLARY CARCINOMA CELL K1, AFTER INDIRECT TREATMENT WITH COLD
PHYSICAL PLASMA
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ABSTRACT

Thyroid carcinoma is considered the most common type of endocrine cancer and one of the
fastest growing neoplasms in number of diagnoses. The incidence increases each year, with
papillary thyroid carcinoma (PTC) being the most prevalent type. K1, unlike other lineage, has
a BRAF mutation (V600E), which represents most cases of PTC, and active p53 protein,
culminating in a single lineage of thyroid carcinoma. The PTC-K1 cell line is one of the lines
that has the least number of studies that discuss its interaction with reactive species (RS), little
is known about it in this scenario. The effect of RS on tumor cells can play both a pro and anti-
tumor role, justifying the need to investigate the behavior of carcinomas against reactive
species. This work aimed to understand the effects of indirect treatment with atmospheric cold
argon plasma, a mixed RS generator, on K1. This physical plasma is a potent producer of RS,
mainly hydrogen peroxide and reactive nitrogen species (RNS). The behavior of K1 with
indirect plasma therapy and with each of these species was evaluated by characterizing both the
viability and the redox balance of PTC cells. The irradiation times (30, 60 and 120 seconds)
with atmospheric cold plasma, affected K1 in order to decrease its viability, especially the time
of 120 seconds (p <0,0001), and significantly increase the stress suffered (p <0,0001) at all
times. The results also showed that only high concentrations of hydrogen peroxide (1800uM)
and sodium nitroprusside (RNA donor) (400uM), were able to affect the K1 cell alone, showing
significant decreases (p <0,05) in the parameters of viability, both proliferative and metabolic,
and oxidative stress suffered by cells (p <0,05). It is possible to conclude, therefore, that the K1
lineage suffers a decrease in cell viability and an increase in oxidative stress with indirect
treatment with cold plasma, especially in the longer irradiation time (120 seconds), giving cold
physical plasma a new therapeutic possibility. Hydrogen peroxide and RNA also affect the cell,
in isolation, mainly in high concentrations.

Key-words: PTC. Thyroid. Reactive species. Hydrogen peroxide. Cold physical plasma.
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INTRODUCTION

Among the neoplasms that affect the endocrine system, we can highlight
thyroid cancer (SAPUPPO et al., 2018). There are four types of thyroid carcinoma, which can
be divided mainly according to morphological aspects: papillary, follicular, medullary
and anaplastic (TUTTLE et al., 2014). The most incident type is the papillary, covering about
80% of diagnosed cases (BONGIOVANNI et al., 2017). Its epithelium is characterized by
follicular cells, organized in the form of papillae, similar to the morphology of the tongue's taste
buds (KUMAR, 2010), have slow growth, but with recurrence considered high
(30%). According to the American Thyroid Association (ATA), the factors that can contribute
to the recurrence are: vascular invasion, multifocality, number and size of cervical lymph nodes
with metastasis and capsular invasion.

The K1 is a lineage of papillary thyroid carcinoma, described and used for the
first time by Wyllie and collaborators  (1995), the human lineage
of papillary thyroid carcinoma K1 has a heterozygous mutation in the BRAF gene (V600),
representing a specific lineage for studies in papillary carcinomas of the BRAF
type. Cytogenetics information about the new lineage, however, were only characterized later,
by Ribeiro and collaborators (2008), who showed that K1 resembles another lineage
of papillary carcinoma, the GLAG-66, a lineage that comes from PTC’s metastatic tumor. The
authors stated that considering the cytogenetic scenario, K1 is actually a tetraploid
subpopulation of GLAG-66. This lineage is similar to papillary carcinomas with heterozygous
mutation in PI3BKCA, in addition to BRAF, which have normal active p53 and polymorphisms
in the EGRF gene (MEIRELES et al., 2007). It is a lineage considered to be well differentiated,
as it still retains the differentiation of thyroid follicular cells, such as thyroglobulin synthesis.

The presence of an exacerbated amount of reactive species has been described
in various tumors (OBRADOR et al., 2019; CARINI et al., 2017; THOM et al., 2017; HECHT
et al., 2016). But in addition, these increased levels of reactive oxygen species (ROS) would be
also the source of damage, either to the cell or to the tissue; considering that this perspective
also applies to tumor cells, the reactive species (RS) are considered important tools for
instituting new therapies against tumor, because they have versatility in terms of action in
signaling pathways, gene activation and are closely linked with cellular homeostasis. The
therapeutic effect of reactive species, and oxidative stress, is mainly reported in the use of certain
chemotherapeutic agents (YANG et al., 2018), in radiotherapy (ZHANG; MARTIN, 2014) and in
immunotherapy (ZOU et al., 2017), that can increase the intracellular level of ROS or can be the
donors of those RS themselves.

Reactive species, such as oxygen and nitrogen species (ROS; RNS), are part
of the composition of cold plasma, a proposal for tumor therapies. Plasma is the fourth physical
state of matter, a gas that receives enough energy to excite external electrons and promote their
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ionization (BURM, 2012). Physical plasma is formed by a set of free atoms, electrons and ions,
in a distribution in which the number of positive and negative particles is practically equal, this
dense set of atoms has a collective behavior and is electrically conductive (FRIDMAN et al.,
2008). Cold or atmospheric physical plasma does not have a thermodynamic balance, resulting
in different temperatures for each particle, however it is thanks to the structure of the generating
equipment that the temperature of the plasma itself remains below 40 ° C (FRIDMAN et al.,
2008). Due to its thermal characteristics, this plasma is widely used in the experimental field as
tumor therapy. The jet pen plasm, equipment for ionizing gases such as Argon, Helium and
Nitrogen, induces the homolytic fission of gas molecules, which leads to the formation of highly
unstable free radicals, such as ROS and RNS of long and half-life, positive and ions negatives
and neutral particles (JO et al., 2015; BEKESCHUS et al., 2016). The irradiation can be done
directly or indirectly; in indirect irradiation, there is a system for generating cold plasma, in
devices such as the plasma jet pen, which radiates a liquid (KEIDAR, 2013). This aqueous
medium can be, for example, saline or culture medium (BISCOP et al., 2019).

The use of cold physical plasma in the area of cancer treatment, involves the
action of these mixed reactive species and the changes in the redox balance induced by them.
Itis considered a less invasive, specific therapy, which does not damage the adjacent tissue, nor
causes necrosis in healthy cells (WANG et al., 2013). In indirect treatment, the cold physical
plasma can be irradiated in the culture medium and thereby produce, in addition to RS, other
molecules that are in contact with the cell. The main responsible for the cytotoxic and genotoxic
effects of cancer treatments with indirect cold physical plasma, in vitro, are hydrogen peroxide,
nitrite and nitrate (produced from NO) (GRISETI; MERBAHI; GOLZIO, 2020). Cold physical
plasma is rated as a new therapy for tumors, showing effects such as decreased incidence of
metastases, tumor size, cell migration speed and induction of apoptosis in tumor cells (KEIDAR
etal., 2011).

Both in the effect on the redox balance and the therapeutic use of reactive
species, as is the case with cold physical plasma, the K1 lineage needs studies, even though it
represents a group as important as PTC, and possessing its important characteristics, which
contribute to investigate the most incident type of thyroid carcinoma in the oxidative stress
scene. In this work, therefore, we sought to verify the changes in the redox balance of K1 cells,
induced by treatment with atmospheric cold plasma with argon at different irradiation times,
whether these changes influence cell viability and the effects of long-lived reactive species,
produced in indirect treatment with atmospheric cold plasma with argon, in K1 cells, alluding
to the long-term effects of plasma in papillary thyroid carcinoma cells.
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METHODOLOGY
CELL CULTURE

The cell lineage of papillary thyroid carcinoma used was K1
(ECACC ® 92030501). The cells were cultured in DMEM medium supplemented with Ham's
F12:MCDB 105, 2mM Glutamine and 10% Bovine Fetal Serum (BFS), following the
manufacturer's instructions, and kept at 37°C in a humidified incubator containing 5% of CO2
(Sanyo CO:2 Incubator ; Sanyo, Kitanagoya, Aichi). The K1 is an adherent lineage and
therefore, its cultivation took place in small cell culture bottles (25 cm2).

EXPERIMENTAL SKETCH

The treatments to which the K1 lineage was submitted were: a) irradiation
with cold plasma; b) hydrogen peroxide; c) sodium nitroprusside (SNP). For each of these
treatments, a concentration curve or irradiation time were made to establish which would be the
best to be worked on in the following tests. The control for all treatments was performed with
the administration of only normal K1 culture medium.

Cold plasma irradiation

The plasma generating equipment used for irradiation was kINPen ¢ IND
(Neoplas), with argon gas as a pure gas phase for the production of cold plasma, which was set
to 3.0 sIm (standart liters per minut), the specific dosage used by the gas, which is sufficient for
plasma production by the KINPen ©IND device (BISCOP et al., 2019; WEISS et al., 2019;
BUNDSHERER et al., 2013). The distance from the pen tip of the device, when turned off, to
the sample support surface, is 35 mm, and when turned on, the distance from the end of the
irradiated plasma to the surface of the plate is 23.3 mm, according to the scheme below.

OFF | ON

OFF J . sim ' ¥
ﬁ AU 4

Figure 1: lllustrative image of the surface x plasma distances.

— 35mm — 23.3mm
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The treatment with irradiated plasma was performed indirectly, where only
the K1 lineage culture medium (DMEM; Hams F12; MCDB) came into contact with the
plasma. The culture medium was irradiated at different times with plasma, where each well was
in contact with the plasma for a specific time. The stipulated times were: 30 seconds (30s), 60
seconds (60s) and 120 seconds (120s), which have already been shown to be effective in other
types of plasma-treated cancers (WEISS et al., 2019; BEKESHUS et al., 2019; CHEN et al.,
2016).

Figure 2: Irradiation of the well with culture medium.

In each well, 1.4 ml of culture medium was placed for irradiation, and after
the procedure, only 1 ml of this volume is used for the treatment in question. In another plate,
the cells were cultured at a concentration of 2 x 10°; after 24h, the medium was removed and
replaced with irradiated culture medium (1ml). For each time (30s, 60s and 120s), triplicates of
the treatment were performed. The control consists of a normal culture medium, without being

irradiated.

Hydrogen peroxide

The main products of irradiation in culture medium with plasma are long-
lived reactive species, such as hydrogen peroxide. For the treatment with hydrogen peroxide, a
concentration curve was performed with the peroxide diluted in culture medium for 24 hours,
in order to observe the cell viability behavior in face of the increasing stress induced by the
reactive species. From the results obtained in viability parameters, a concentration was
established at which the cell reached approximately the 1C50, to carry out the oxidative and

antioxidant parameter tests.
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The viability tests were performed on plates of 24 wells. After mounting the
plate, in which the cells were in the concentration: 2 x 10°, it was expected that 80% of
confluence would be reached in the well to perform the treatment with hydrogen peroxide,
which is diluted in culture medium in the well to achieve the desired concentration. MTT
and Trypan Blue tests were performed after 24 hours.

For the tests of oxidant and antioxidant parameters, the treatment was
carried out in culture bottles, in which the cells were in the concentration of 1 x 10° grown in 5
ml of culture medium. The concentration of hydrogen peroxide selected was 1800uM, diluted
in 5ml. The cells were under treatment for 24 hours, and after that period, they
were trypsinized from the bottle, inactivated with culture medium and centrifuged at 600G, for
5 minutes, at 24°C; the supernatant was discarded and the remaining pellet
was resuspended with PBS; the cells were counted in a Neubauer chamber and corrected to 1 x
105 in PBS, to undergo the process of cell lysis .

Sodium Nitroprusside

For the treatment with sodium nitroprusside (SNP), a concentration curve
was performed, with culture medium with SNP in the experimental concentrations, for 24 hours,
in order to observe the cell viability behavior in face of the increasing stress induced by the
reactive nitrogen species donor. From the results obtained in viability parameters, the highest
concentration was established, with which a certain influence on cell viability was observed, to
carry out tests of oxidative and antioxidant parameters.

Feasibility tests were performed on 24 well plates. After the assembly of the
plate, in which the cells were in the concentration: 2 x 10°, it was expected that 80% of
confluence would be reached in the well to carry out the treatment with SNP, which is diluted
in culture medium in the well to achieve the desired concentration. MTT
and Trypan Blue tests were performed after 24 hours.

For the tests of oxidant and antioxidant parameters, the treatment was
carried out in culture bottles, in which the cells were at a concentration of 1 x 10%, grown in 5
ml of culture medium. The SNP concentration selected was 400uM, diluted in 5ml. The cells
were under treatment for 24 hours, and after that period, they were trypsinized from the bottle,
inactivated with culture medium and centrifuged at 600G, for 5 minutes, at 24°C; the

supernatant was discarded and the remaining pellet was resuspended with PBS; the cells were
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counted in a Neubauer chamber and corrected to 1 x 10° in PBS, to undergo the process

of cell lysis .

CELL VIABILITY

In order to establish the best concentrations of treatments and the best
irradiation time, as well as to verify the influence of treatments on cell viability, proliferation

parameters, % of non-viable cells and mitochondrial activity- by menas of MTT- were used.

Cell count - Trypan Blue

The trypan exclusion test (0.05%), described by Tolnai (1975), uses Neubauer
chamber counting. The cells will be classified as viable (without staining) and not viable (blue
staining) to determine the percentage of viable cells, and concomitantly the proportion of non-
viable cells.

K1 cells were trypsinized from their bottles, counted in a Neubauer chamber,
and corrected to a concentration of 2 x 10°. In a 24-well plate was added 500ul of the cell
solution in the previous concentration. After treatment, the cells were removed from the wells
and placed in eppendorfs, being centrifuged soon after. The formed pellet was resuspended with
200ul of medium. The cells were counted through the Neubauer chamber, 1:1

with Trypan Blue (0.05%), in total number and number of non-viable cells (blue ones).

MTT

The MTT assay ([3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide]) described by Mosmann (1983) has the principle of evaluating the mitochondrial
metabolic activity of cells based on the ability of the viable cells in converting the compound
“2- (3,5-diphenyltetrazol-2-ium-2-yl) -4,5-dimethyl-1,3-thiazole bromide”- MTT (Sigma-
AldrichTM, St. Louis, MO, USA) in formazan, a purple colored crystal.

The K1 cells were trypsinized from their bottles, counted in a Neubauer
chamber, and corrected to a concentration of 2 x 10°. In a 24-well plate was added 500pl of cell
solution in the previous concentration. After the treatment, the MTT is incubated with the cells
and, after 40 minutes, DMSO was placed, for the formazan to solubilize and enable reading by

spectrophotometry at 570 nm.
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CELL LYSIS

For the following tests (Chemiluminescence and TRAP), the cells must
be lysed, as mentioned previously. The cell lysis process was carried out by freezing with
nitrogen and thawing with a water bath at 30-37°C. This process was repeated for 3 cycles,
therefore, cell lysis occurred through the thermal shock suffered by aliquoted cells in
cryotubes at 1 x 10°. At the end of the 3 cycles, the cells were centrifuged at 1000G for 5

minutes at 4°C. After all preparation, the samples were ready for use.

MEASUREMENT OF TERT-BUTYL HYDROPEROXIDE-INITIATEDANT CHEMILUMINESCENSE

This assay, described by Gonzalez-Flecha, Llesuy and Boveris, (1991),
contributes to the analysis of the effect of reactive species on cells, verifying whether there is
induction of damage to the membrane, as would occur in the case of lipoperoxidation. This
analysis is based on the induction of lipoperoxidation by tert-butyl hydroperoxide, that
when incubated with the cell, forms peroxyl radical, which interacts with membrane lipids,
inducing and propagating the oxidative event. The detection of lipoperoxidation through the
emission of photons by a chemical system, characterizes the stress suffered in the treated cell,
showing whether it has higher or lower levels of lipoperoxidation, which may vary according
to the effects of the free radicals present, or the antioxidant potential presented in the sample.

For the technique, were used: solution of tert-butyl hydroperoxide (6mM),
monobasic phosphate buffer (10mM), solution of Hemine (ImM) and cell suspension
(concentration of 1x10° cells). The readings were performed in a luminometer (GloMax® 20/20
Luminometer- Promega), for 20 minutes (1 reading per second). The test was carried out in an
environment at 30°C and with Glycine buffer at 37°C.

TOTAL RADICAL ANTIOXIDANT POTENTIAL (TRAP)

The evaluation of the total antioxidant capacity (TRAP- Total radical
antioxidant potential) was determined as described by Repetto et al. (1996) adapted to cells.
This technique evaluates the levels of total antioxidants in a sample, especially soluble
antioxidants. The ABAP [2,2-azo-bis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride], a system
that generates an alkoxyl radical by thermal decomposition, produces photons that are amplified

by luminol and measured in a luminometer. The addition of antioxidants inhibits the emission
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for a determined time. The results obtained from the samples refer to the quantity and capacity
of the present antioxidants in delaying the effects of ABAP; these are compared to a known
antioxidant, Trolox , a vitamin E analogue.

For this test were used: Glycine buffer (0.1M) pH 8.6; ABAP solution
(200mM); Luminol solution (215uM); Trolox solution (0.025mM) and cell suspension
(concentration of 1x10° cells). The readings were performed in a luminometer (GloMax® 20/20
Luminometer- Promega), 5 readings per second. The result is expressed in uM of Trolox. For

the standard, readings of ABAP and Trolox are taken without samples.

STATISTIC

All analyzes were performed in triplicates. Statistical analysis were made using
the GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA), Microsoft Office Excel
2007 and OriginLab software 8.0. The normality test used was D' Agostin & Pearson. For
parametric  data, (0=0.05), the analysis of variance was One-Way ANOVA,
with Tukey's test as post-hoc, multiple comparisons, and the results were expressed as mean +
standard error of the mean (SEM). For nonparametric data, (0=0.1), the analysis of variance
was Kruskal-Wallis, with Dunn’s test as post-hoc, multiple comparisons, and the results were
expressed as minimum and maximum in box-plot. For the lipoperoxidation curves, Two-Way
ANOVA was used as analysis of variance with Tukey's test as post-hoc and the results were

expressed with only the mean. Differences were considered statistically signi
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RESULTS

CELL VIABILITY

Proliferation and percentage of non-viable cells

The Tripan blue assay provides two parameters: proliferation and proportion
of unviable cells. This test was carried out in all groups: control (K1), K1 + irradiation with
cold plasma, K1 + hydrogen peroxide and K1 + sodium nitroprusside. As shown in figures 1A
and 1B, plasma irradiation, a system that generates reactive species, affected the levels of cell
proliferation and % of non-viable cells.

The hydrogen peroxide in highest concentrations, significantly decreases the
level of cell proliferation in relation to the control, as observed in figure 1C, and increased the
percentage of non-viable cells, as showed in figure 1D. The SNP on the other hand, showed
dose-response both in proliferation as in the proportion of non-viable cells, as seen in figure 1E
and figure 1F.

Metabolic activity

The MTT assay on the other hand, showed another parameter of viability, the
metabolic activity in relation to the control. In all experimental groups (irradiation with plasma,

hydrogen peroxide and SNP), there was a dose-dependent decrease in metabolic activity.

ASSESSMENT OF OXIDATIVE STRESS

The curves of the chemiluminescence test with tert-butyl hydroperoxide (CL),
showed an increase in the readings of relative luminescence units (RLU) in all irradiation times
when compared to the control, however, the pattern of the curves was higher in the times of
irradiation 30 and 60 seconds (figure 3A). For the CL of hydrogen peroxide and sodium
nitroprusside, only one concentration of each treatment was used: 1800uM and 400uM
respectively, their curves were plotted together to visualize the general effect of the treatments
considering the lineage K1 (figure 3B).
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EVALUATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY

The evaluation of the total antioxidant capacity (TRAP) of the cells, shows
the amount of total antioxidants present in the samples, both the natural production of the cells
themselves, as in the treated cells. The results obtained with plasma irradiation (figure 4A) show
increasing of the lecture at the highest irradiation time, 120 seconds. The data obtained with the
TRAP assay for the treatments with hydrogen peroxide (1800uM) and SNP (400uM) (figure
4B) showed that the SNP induced a significant decrease in the total antioxidant capacity of the
K1 lineage (p<0.005)
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DISCUSSION

Plasma is the fourth physical state of matter, a gas that receives enough energy
to excite external electrons and promote their ionization (BURM, 2012). For a gas to reach this
state of matter, it needs to be heated thermally or electrically (KEIDAR et al., 2013). The
purpose of cold physical plasma as therapy is not to denature the tissue, but to induce a
chemically specific response or modification, without thermally affecting the sample, focusing
mainly on the effect of reactive species and free radicals generated by the plasma and the
changes caused by them in tumor cells (BEKESCHUS et al., 2013). Through the action of the
reactive species it produces, cold physical plasma is able to decrease the viability of tumor cells,
and even induce death by apoptosis, presenting little/no toxicity or influence on normal cells,
as already shown (AMINRAYAJEZEH et al., 2019; LIEDTKE et al., 2018; GANDHIRAJAN
etal., 2018; METELMANN et al., 2018; ROWE lll et al., 2018; KARKI et al., 2017).

With cold plasma inducing equipment, such as kiNPen jet plasma, it is
possible to irradiate samples in two different ways: direct and indirect (KEIDAR et al., 2015).
In indirect irradiation, there is a cold plasma generation system in devices such as plasma jet
pen, which focus on a liquid (KEIDAR, 2013). It is through indirect irradiation that the effects
produced by long-lived reactive species, the only ones present in irradiated liquids, are analyzed
(KURAKE et al., 2016; TANAKA et al., 2018). Indirect irradiation also increases the extent of
cold plasma therapy, as the liquid can go where for direct irradiation is impossible to (PEREIRA
etal., 2019).

The relationship between thyroid carcinoma and in vitro research with cold
physical plasma is still in the beginning, so the number of studies is still very low and not all
types of thyroid carcinomas are mentioned. The types of lineage most used in the researches
are anaplastic and medullary carcinomas, with types of cold plasma such as atmospheric
pressurized for example, leading to the induction of apoptosis, decreased viability and changes
in the redox balance of tumor cells (KAUSHIK et al., 2014; LEE et al., 2014). With PTC
lineage, the literature just show two studies: one showing the inhibition of metastasis and
invasion using pressurized cold plasma, attested in TPC-1 and BHP 10-3 cells, two PTC’s
lineages (CHAN et al., 2014), and another research showed in 2019, that a cold plasma
treatment with argon was able to increase the rates of apoptosis in PTC cells- BCPAP, by
immunogenic cell death, representing a pioneering research for the cold plasmas with argon
treatment in PTCs which have mutation in BRAF and p53 (YOON et al., 2019). All irradiations
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carried out in these studies were direct. Therefore, it is possible to observe that the PTC lineage
is not as investigated, despite representing 80% of diagnosed thyroid carcinomas.

The K1 is a lineage of papillary thyroid carcinoma with a BRAF mutation but
no TP53 mutation, and comes from a metastatic tumor. This lineage was never investigated
with cold physical plasma (SAISELET et al., 2012; RIBEIRO et al., 2008; MEIRELES et al.,
2007). The preliminary results with other lineages showed the potential of plasma to affect
viability, induce death and redox imbalance in thyroid carcinoma cells. In this study, K1 was
used to investigate the effects of cold physical plasma and its products on PTC lineage using
indirect irradiation. The results showed that cellular viability was affected all the times plasma
irradiation was used, in a dose-dependent manner, and mainly by high concentrations of
hydrogen peroxide and SNP. The chemiluminescence test showed that all treatments
significantly affected the oxidative stress suffered by K1, but cold physical plasma (mainly in
30 and 60 seconds) and hydrogen peroxide affected this level of stress more significantly,
showing that in the indirect treatment with cold argon plasma, there is a predominant role of

hydrogen peroxide when in high concentrations, in stress induction in tumor cells.

Experimental Group Viability Oxidative Stress Antioxidant Capacity
Cold physical plasma | Proliferation; W T 120's
(30s, 60s, 120s) unviable cells; MTT.
Hydrogen Peroxide ¢Pro|iferation; Y X
unviable cells; MTT
NPS Proliferation;
¥proliferaon v }
unviable cells; MTT

Tablel: Summary of the results obtained in the treatments with K1 in parameters, such as: viability
(Trypan Blue counting, MTT), oxidative stress (CL) and antioxidant capacity (TRAP).

The pattern observed in the viability tests, corroborates with what we see in
the QL curves in the times of 30 and 60 seconds of irradiation, however, the highest time -120
seconds-, despite presenting the most potent effects in cell viability, did not show
correspondingly effect to the stress pattern induced by RS, presented in the QL test. As the time
of exposure to plasma irradiation was longer (120 seconds of exposure), the increased amount
of reactive species present should interfere more robustly; the reason for this is answered by the
TRAP test, since the production of antioxidants intensified significantly, and contained the
oxidative effects identified with the QL test. This possible adaptive response, however, was not
able to maintain the viability of the cells, which still maintains the dose-response aspect of the

treatment with atmospheric cold argon plasma in the K1 viability.
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Hydrogen peroxide is a stressor for cells in general, but thyroid tissue
supports high levels of this ROS, since they use peroxide as a substrate for hormone synthesis;
the antioxidant defense system of these cells is already naturally prepared to protect them from
the high levels to which they were exposed (OHYE; SUGAWARA, 2010), which explains the
fact that the TRAP trial hardly reported differences in control and treatment with peroxide. In
order to know the resistance of K1 to peroxide, the concentration was increased until obtaining
expressive results, finally establishing three working concentrations (1600uM, 1700uM and
1800uM). The role of hydrogen peroxide produced by cold physical plasma is essential for
inducing apoptosis and breaking the double stranded DNA as already shown by MA and
collaborators (2017). The effects that this species induces in high quantities, such as DNA
damage and induction of apoptosis (ZOU et al., 2017), also affect the K1 cell, since at
concentrations above 2000uM the cell viability was drastically affected, it concerns
proliferation and non-viable cells, showing the toxic effect of this concentration (data not
shown).

SNP, in turn, significantly affected the total antioxidant capacity, decreasing
the expression of soluble antioxidants. The nitroprusside sodium is a chemical compound, a
potent nitric oxide (NO) donor (RANADIVE et al., 2017). The SNP concentrations were chosen
as the highest concentration of treatment with cells (400uM) that induces death in the literature
(VARGA et al., 2016), and two lower ones, to establish a concentration curve. The SNP not
only affected the cell to the point of decreasing its proliferation and increasing the number of
non-viable cells, but also altered the metabolic activity, presenting dose-response in both
patterns, a fact explained by the interaction of nitric oxide in the mitochondrial respiratory
chain. NO competes for the same binding site as oxygen (O2), inhibiting the ATP production
process and consequently decreasing its production for the cell. The connection with the
cytochrome oxidase c binding site is reversible, but if NO concentrations are high, competition
with O2 will be greater (MASON et al., 2006). The metabolic activity shown by MTT was
affected because the chain of events in the mitochondria is blocked and / or the mitochondria
may have lost its conformation, as we will see below.

In the mitochondria, NO also participates in the reaction with a free radical
present in the organelle, derived from 02, the superoxide radical (O2e-), generating
peroxynitrite (ONOO-), a reactive nitrogen species, which decreases the antioxidant defense,
through the inhibition of Mn-SOD (VALDEZ et al., 2018), the TRAP assay showed this
significantly decrease in the amount of total antioxidants; this whole picture also corroborates

the result of the significant increase in oxidative stress, observed by the QL test. The presence
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of peroxynitrite in the mitochondria also generates pores in the membrane, an exit to the RNA,
and consequently Ca+2 efflux and depolarization of the membrane, losing mitochondrial
activity and conformation (PODEROSO; HELFENBERG; PODEROSO, 2019). The
concentrations of SNP used caused important changes in the cell, but not the loss of its viability
or changes in proliferation, indicating that the K1 cell is resistant to NO concentrations
considered high for other cells.

The Nitrate (NO3-) and Nitrite (NO2-), are more stable than NO and both are
produced from NO. They are present in the irradiation of indirect plasma and are responsible
for part of the cytotoxic and genotoxic effects of this therapy (GRISETI; MERHABI; GOLZIO,
2020). According to these same authors, Nitrite mainly has a synergistic effect with hydrogen
peroxide in order to induce the death of cells in greater proportions, since many studies bring
the importance of the effect of two reactive species on the inherent plasma cytotoxicity
(GIRARD et al., 2016), which corroborates the different results presented by the plasma
treatment and by the donors themselves separately. These two species can react with
components of the culture medium, or even with air, and generate by-products capable of
affecting the viability of the cell, such as peroxynitrite, or acids that contribute to lower the pH
(HNO3 e HNO2) (KURAKE et al., 2016) and a series of events that can lead to enzyme
activation, generation of new reactive species, and may lead to apoptosis.

Reactive species are not the only products of plasma irradiated in culture
medium, which is in contact with K1. Other molecules and compounds are also produced,
therefore the effects observed both in viability and in the redox balance when analyzed
separately with peroxide hydrogen and SNP, show how specifically these RS affect these
parameters, but further analysis are necessary to be able to analyze all indirect plasma products
in the observed effects on viability and redox balance of the K1 lineage under treatment with
atmospheric argon plasma.

CONCLUSION

Although scarce, the study of cold plasma with thyroid carcinoma is very
promising. This work present for the first time, the effect of indirect treatment with cold
physical plasma in the K1, a lineage from PTC which have a mutation in BRAF and TP53
normal. The K1 was affected in all parameters: mitochondrial viability, proliferation and redox
balance, at times 30, 60 and 120 seconds of indirect treatment with cold physical plasma.

Hydrogen peroxide and reactive nitrogen species are produced by cold physical plasma and
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both were able to significantly affect K1 in mitochondrial viability, proliferation and redox
balance. Cold argon physical plasma was able to decrease the viability of papillary carcinoma
tumor cells with mutation in BRAF and normal TP53, leading to redox imbalance of these cells

and mitochondrial metabolic changes as well.
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CONCLUSAO

A linhagem K1 apresentou alteracdes na viabilidade e balanco redox,
quando tratada com plasma fisico frio de argbnio indiretamente. Essa irradiacao
indireta levou a diminui¢do da viabilidade, tanto proliferativa quanto metabdlica, e ao
aumento no estresse oxidativo sofrido pela célula K1, mostrando-se efetiva em todos
os tempos de irradiacdo, principalmente no tempo irradiado de 120s, onde foi
observado o maior impacto no balango redox e diminuicdo da viabilidade das células
K1. As espécies reativas que desempenham papel importante no efeito do plasma
fisico como terapia anti-tumoral: peroxido de hidrogénio e espécies reativas de
nitrogénio, induziram alterac6es em viabilidade e balanco redox nas células K1, mas
apenas em altas concentragdes dessas espécies reativas isoladas, mostrando que
essa linhagem de CPT é resistente a elas, principalmente ao perdxido de hidrogénio.
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