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ZANETTI, Thalita Alves. Efeito protetor do selenito de sédio frente aos danos causados
pelo H,O; em células HepG2/C3A. 2016. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) estdo envolvidas em varios processos patologicos.
Esses efeitos sdo minimizados no organismo por compostos com atividade antioxidante como
o Selénio. O Selenito de Sédio (SS) ¢ uma forma inorganica de selénio e sua capacidade
protetora precisa ser melhor esclarecida. Por isso, o estudo investigou o efeito do SS contra o
peroxido de hidrogénio (H,O,) em células HepG2/C3A analisando citotoxicidade e
proliferacdo celular comparando com dados molecular (mRNAs e proteinas). O SS apresentou
atividade citoprotetora e antigenotoxica, entretanto, nao foi observado alteragdo na curva de
proliferacdo celular e na alteracdo das fases de ciclo celular (retencdo em G2/M) nos
tratamentos associados (SS+ H,0,) quando comparado com H,O,. O SS modulou o sistema
de defesa antioxidante nas células induzidas ao estresse oxidativo pelo H,O,, onde observou-
se um aumento da expressao relativa do mRNA GPX1 no tratamento associado mostrando
resposta antioxidante. Além disso, alteragdes do mRNA CAT e proteina SOD1 e PRX2 pelo
H,0,, foram minimizadas pelo tratamento associado também. Observou-se normalizagao dos
niveis do mRNA CCN2B nos tratamentos associados, entretanto, esse efeito ndo foi
evidenciado na expressdo dos outros genes controladores de ciclo celular, onde observou-se
aumento na expressdo dos mRNAs CDKN1A, CDKN1C, CDKN2B e GADDA45A nos
tratamentos com H,0O, independente de SS. Desta maneira, nossos resultados demonstram que
a protecdo do SS se deve pela modulagdo do sistema de defesa antioxidante, entretanto este
efeito ndo foi eficiente ao ponto de modular a expressdo de genes que controlam o ciclo
celular impedindo a continuidade do crescimento celular.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Ciclo celular. Antioxidante. Citoprotegao.
Antigenotoxico.



ZANETTI, Thalita Alves. Protective effect of sodium selenite against the damage caused
by H,O; in HepG2/C3A cells. 2016. 69p. Dissertation (Master’s degree in Genetics and
Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Reactive Oxygen Species (ROS) are involved in various pathological processes. These effects
are minimized in the body by compounds with antioxidant activity such as Selenium. Sodium
selenite (SS) is an inorganic form of selenium and its cytoprotective and antioxidant capacity
need to be clarified. Therefore, the study investigated the effect of SS against hydrogen
peroxide (H202) in HepG2/C3A cells analyzing cytotoxicity and cell proliferation compared
with molecular data (mRNA and protein). The SS showed antigenotoxic and cytoprotective
activity, however, was not observed change in cell proliferation curve and change of cell
cycle phases (G2/M arrest) in the associated treatments (SS+H,0O,) when compared with
H,0,. The SS modulate the antioxidant defense system in cells to oxidative stress induced by
H,0,, where there was an increase in the relative expression GPX1 mRNA in the associated
treatment showing antioxidant response. In addition, changes in the CAT mRNA and SOD1
and PRX2 protein H,O, were also minimized by the associated treatment too. There was
normalization of the levels of CCN2B mRNA in the associated treatments, however, this
effect was not observed in the expression of other cell cycle controlling genes, which increase
was observed in the expression of CDKN1A, CDKN1C, CDKN2B and GADD45A mRNAs in
treatments with H,O, independent of SS. Thus, our results show that SS protection is
provided by modulation of antioxidant defense system, however this effect was not efficient
to the point of modulating the expression of genes that control cell cycle blocking the
continuity of cell growth.

Keywords: Oxidative stress. Cell cycle. Antioxidant. Cytoprotective. Antigenotoxic.
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1. INTRODUCAO GERAL

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) estdo envolvidas em reagdes no sistema
bioldgico que podem iniciar varios processos patoldgicos como aterosclerose, hipertensao,
doengas isquémicas, doenga de Alzheimer, Parkinson, cancer e inflamagao (TIWARI, 2001).
Os efeitos das EROs no organismo variam, onde essas moléculas podem causar danos nos
lipidios, proteinas, DNA, RNA e outras biomoléculas, contribuindo para a disfun¢do de varios
sistemas celulares e posteriormente induzindo as células a morte celular (apoptose e necrose)
e bloqueio ciclo celular (HELD, 2015).

Os efeitos das EROs nas células podem ser minimizados por alguns compostos com
atividade antioxidante que muitas vezes sdo encontrados em alimentos. O elemento selénio,
um micronutriente essencial, ¢ importante na satde humana e tém demostrado potencial
antioxidante, por constituir o centro ativo de intimeras enzimas do sistema de defesa
antioxidante como Glutationa Peroxidase (GPx) (COMINETTI; COZZOLINO, 2009),
Tioredoxina Redutase (TrxR) (KOHARYOVA; KOLLAROVA, 2008) e¢ a familia de
Selenoproteinas (LIU; ROZOVSKY, 2015).

Por ser um constituinte importante de proteinas do sistema de defesa antioxidante
celular, o selénio pode minimizar o efeito citotoxico e genotoxico de muitos agentes que sao
utilizados pelo ser humano no cotidiano. A efetividade de protecdo deste micronutriente &
dependente de sua dose e forma quimica no qual o selenito de sddio tem demostrando grande
efetividade citoprotetora (ROSA et al., 2012).

O selenito de s6dio ¢ uma forma inorganica e fonte de selénio para o corpo, no
entanto, a sua capacidade citoprotetora e antigenotoxica correlacionada com avaliacdo de
expressdo génica e proteica desses efeitos ainda precisam ser esclarecidas quanto aos danos

ocasionado pelo peroxido de hidrogénio (H,0O,) em células HepG2/C3A.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Espécies reativas de Oxigénio

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdao moléculas reativas e radicais livres

derivados de oxigénio produzidas naturalmente durante o metabolismo celular através da
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cadeia transportadora de elétrons na respiracao aerdbica, por enzimas oxidorredutase ou por
fontes externas como por exemplo, poluentes, radiagdo UV ou tabagismo (HELD, 2015).

Dentre as EROs, existem os radicais livres, que por vez apresentam elétrons
desemparelhados em suas moléculas, como radical superdxido (O, ), radical hidroxil (*OH) e
0xido nitrico (NO®) e os ndo-radicais que ndo apresentam elétrons desemparelhado em sua
molécula como peroxido de hidrogénio (H,0O,), acido hipocloroso (HOCI), ozonio (O3) € o
oxigénio singleto ('0,)* (BERRA; MENCK, 2006).

Por serem instaveis eletronicamente, as EROs s3o capazes de reagir com grandes
nimeros de estrutura celulares (HELD, 2015). Por conta disso, as células possuem
mecanismo de defesa antioxidante para limitar os niveis intracelulares dessas moléculas,
entretanto, um desequilibrio entre compostos oxidantes e os mecanismos de defesa
antioxidantes podem ocasionar a geragdo excessiva destas moléculas levando as células a um
estado denominado de estresse oxidativo. Este aumento de EROs em células ou tecidos
podem fazer com que o mesmo interaja com lipidios, proteinas, DNA, RNA e outras
biomoléculas, contribuindo para a disfuncdo dos sistemas celulares e para o desenvolvimento
de inumeras doencas como aterosclerose, hipertensdo, doengas isquémicas, doenga de
Alzheimer, parkinsonismo, cancer e inflamagao (TIWARI, 2001).

O sistema de defesa antioxidante cuja funcdo esta relacionada ao impedimento da
formacdo e acdo das EROs ¢ dividido em sistema enzimético, no qual se destaca as enzimas
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidade (GPx) e catalase (CAT) e sistema nao-
enzimatico que sdo substancias com potencial antioxidante de origem endogena e dietética.
No ultimo caso, vitaminas e minerais tem se demostrado com grandes atividades
antioxidantes. Por conta disso, estudos toxicoldgicos estdo voltados a andlise desses
compostos com potencial antioxidante (EVANS; HALLIWELL, 2001).

O efeito das EROs no organismo varia conforme tempo de exposi¢do e
concentragdes desses radicais onde a resposta celular varia desde aumento de proliferagdao

celular, morte celular (apoptose e necrose) ou bloqueio ciclo celular (HELD, 2015).
2.2 Ciclo Celular e Estresso Oxidativo
A correta progressdo do ciclo celular ¢ essencial para a sobrevivéncia de um

organismo. Erros nos processos envolvidos no ciclo celular podem acarretar diversos

problemas, como o surgimento do cancer. Por conta disso, a progressdao do ciclo celular ¢
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estritamente regulada. O ciclo celular consiste de 4 fases sendo elas: gapl (G1), fase de
sintese de DNA (S), gap 2 (G2) e mitose (M) que sao regulados por mecanismos moleculares
cuja funcdo ¢ induzir ou bloquear a progressdo do ciclo conforme a condicdo em que as
células se encontram (DEPAMPHILIS et al., 2012).

Os componentes centrais do sistema de controle do ciclo celular sdo as ciclinas e as
quinases dependentes de ciclinas (CDKs, cyclin-dependent kinases). As CDKs sdo ativadas
pelas ciclinas para que ocorra a progressdo do ciclo celular e suas atividades se alteram a
medida que as células progridem no ciclo, levando a mudancas ciclicas na fosforilacdo de
proteinas que iniciam ou regulam os principais eventos do ciclo celular (DEPAMPHILIS et
al., 2012).

Fatores de crescimento ativam a sintese do fator de transcricdo Apl, no qual
promove a sintese da ciclina D. Com o aumento dos niveis desta ciclina, a mesma ativa as
CDK4/6 pela formacgao dos complexos ciclina D/CDK4/6 permitindo a entrada em Gl
(Figura 1A). Estes complexos ativam uma cascata de fosforizacdo e transcricdo de genes
necessarios para a progressao do ciclo. No final dessa fase, ocorre a ativagdo de CDK2 pela
formagao do complexo ciclina E/CDK2 permitindo a entrada na fase S (Figura 1B). Nesta
fase ocorre a duplicagdo do DNA e apds esse processo, ocorre a formacdo do complexo
ciclina A/CDK2 que causa a inativagdo de proteinas envolvidas na replicagdo do DNA
(Figura 1C). Apos isso, as células entram em G2, e o proximo complexo a se formar ¢ o
ciclina A/CDK1 que promove a entrada na mitose (Figura 1D). A mitose ¢ ainda regulada
pelo complexo ciclina B/CDK1 que promove a fosforilagdo de substratos nucleares
necessarios para a fase M (Figura 1E) (DEPAMPHILIS et al., 2012; VERBON et al., 2012;
VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).
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Figura 1. Estagios do ciclo celular. Os complexos formados em cada estagio do ciclo celular

assim como seus respectivos inibidores de quinase dependente de ciclina.
Fonte: VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003 com modificagdes.

Além disso, as atividades das CDKs sdo controladas pelas familias de inibidores de
quinases dependentes de ciclina, as CIP/KIP e a INK4. Regulados por fatores internos e
externos, esses inibidores se ligam a CDKs s6 ou ao complexo ciclina/CDK regulando a
atividade de CDKs. A familia CIP/KIP (cyclin-dependent kinases inhibitor) sdo constituidas
dos inibidores CDKN1AP*/™"! CDKN1BP?”KP! ¢ CDKN1CP" 2 ¢ inibem a atividade dos
complexos ciclina E/CDK2, ciclina A/CDK2, ciclina A/CDKI, ciclina B/CDK1 e menos
efetivamente ciclina D/CDK4/6. A familia INK4 & constituida pelo CDKN2AP!®/INK42
CDKN2BP!YINK4b o - CDRN2CP'®™K4 ¢ inibem especificadamente o complexo ciclina
D/CDK4/6 (Figura 1) (SILVA et al., 2009; VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN,
2003)

A progressdao do ciclo celular também ¢ controlada por pontos de verificagdao
(Checkpoint) que funcionam como pontos de controle de qualidade. Quando ha algum dano
nas células durante a divisdo celular, esses pontos de verificagdo ativam uma cascata de
sinalizagao bloqueando o ciclo e ativacdo de mecanismo de reparo (DEPAMPHILIS et al.,

2012). O ponto de verificagdo mais elucidado ¢ o de danos no DNA. Estes sdo posicionados
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logo antes da fase S (G1/S) ou apos a replicagdo do DNA (G2/M). Diferentes proteinas
reconhecem danos ao DNA e ativam cascatas de sinalizacao, onde a principal proteina ativada
em resposta a este tipo de dano ¢ a p53 (VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN,
2003).

Inumeros fatores (internos e externos) promovem a parada do ciclo celular. O H,0,,
o principal gerador de estresse oxidativo em ensaios in vitro, por exemplo promoveu a parada
do ciclo celular em diferentes linhagens e por diferentes mecanismos. Barnouin et al (2002)
observaram o bloqueio de fibroblastos de ratos nas fases G1 e G2 tratadas com 250 a 500 pM
de H;0,. Os autores mostraram também que o bloqueio foi ocasionado pela repressdao da
proteina ciclinas D1 e D3, redugdo da atividade dos complexos Ciclina D/CDK4, Ciclina
A/CDK2, Ciclina E/CDK2 e Ciclina B/CDK2 e pelo aumento de p21 (independente de p53).
A diminui¢do da ciclina B1 e parada celular em G2/M também foi evidenciada em linhagem
de osteoblastos derivada de ratos (MC3T3-El) tratados com 200 uM de H,O, (LI et al.,
2009).

Seomun et al (2005) observaram a retencao de epitélio de cornea humana (HLE B-3)
tratadas com H,O, (200 uM) em G2/M mediada pelo aumento da proteina p21 (via JNK e
ERK1/2). No entanto, ndo foi observado a modulacdo de outras proteinas relacionado ao ciclo
celular, como ciclina A, D1 e E, p27 e p57.

Células de musculo liso vascular (VSMC) ficaram retidas em G1 quando tratadas
com 100 uM de H,0,. A parada do ciclo celular nesta fase foi devido ao bloqueio da
atividade de CDK2, diminui¢do dos niveis transcricionais de ciclina A e aumento da
expressao génica e proteicas de p21 (dependente de p53) (DESHPANDE et al., 2002).

Xie et al (2001) mostraram que o H,O, pode ativar a fosforilagdo e ativagdo da
proteina p53 (via ATM/ATR). A ativagdo dessa proteina, pode diminuir a expressao dos
genes ciclina Bl e B2 levando a célula a retengio em G2/M (QUAAS; MULLER;
ENGELAND, 2013; KRAUSE et al., 2000).

2.3 Selénio: Principais caracteristicas

O elemento Selénio (5"%) foi descoberto pelo sueco J. J. Berzelius em 1817. Este
por vez, nomeou-o para homenagear a deusa grega da lua, Selena (selénio, do grego oehnvn,
lua). Pertencente ao grupo 16 (calcogénios) da tabela periddica, ele pode ser encontrado em

formas inorganicas com os selenetos (-2), selénio elementar (0), selenito (+4) e selenato (+6)
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ou forma organicas, cujo os mais conhecidos sdo a selenocisteina (SeCys) e selenometionina

(SeMet) (Figura 2) (MEHDI et al., 2013; SAZUKI; OGRA, 2002, apud. SUZUKI, 2005).

~~
H;C ~S¢e on OH
H,N
NH, 0

Selenometionina Selenocisteina
0

|S|e OH — S¢—OH
<N | |

OH OH
(0]
Selenito Selenato

Figura 2. Estruturas das principais formas organicas e inorganicas de Selénio.
Fonte: Baseado em MEHDI et al., 2013; SUZUKI, 2005.

Este micronutriente ¢ importante para a saude humana e esta distribuido em toda a
crosta terrestre, onde os valores no solo podem variar de tragos a niveis altos tornando-se
toxicos. Os niveis de selénio no solo refletem a sua presenga nos alimentos e posteriormente
na populagdo humana (HARTIKAINEN, 2005). De forma geral, dentre os principais
alimentos que possuem selénio em sua composicdo, a castanha-do-brasil e o rim bovino sdo
considerados as melhores fontes. Entretanto outros alimentos também sdo fonte deste
micronutriente como carne bovina, ovos, peixes, frango, leites e seus derivados e os vegetais
considerados “acumuladores de selénio”, como alho, mostarda, brocolis, couve-de-bruxelas,
rabanete, couve-flor, repolho, cebola, cebolinha e também alguns cogumelos (NAVARRO-
ALARCON; VIQUE, 2008). Nos mamiferos, o selénio ¢ absorvido e metabolizado em
diferentes vias sendo excretado (urina, pele ou respiragdo) ou incorporado em cadeias
polipeptidicas (Figura 3) (KUMAR; PRIYADARSINI, 2014; PAPP; COMINETTI
COZZOLINO, 2009; HOLMGREN; KHANNA, 2007).

As formas organicas SeCys e SeMet sdo aminoacidos analogos a cisteina e
metionina, respectivamente, diferindo somente na inser¢ao de uma molécula de Selénio (Se)
no local do enxofre (S) em suas estruturas quimicas. As proteinas recebem o nome de

selenoproteina, quando possui em sua cadeia o aminoacido SeCys ou podem ser chamadas de
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proteinas contendo selénio quando possuem SeMet em sua cadeia (IWAOKA et al., 2008;
SUZUKI, 2005).

A SeMet esta presente em grande quantidade nos tecidos humanos, entretanto, os
humanos ndo possuem a capacidade de sintetizar estes compostos que ¢ introduzido no
organismo através da alimentacdo (BEUTH; MOSS, 2011). Este pode seguir diferente rotas
metabolicas, como incorporar-se em proteinas no lugar da metionina (ndo ha distingdo entre
esses dois aminoacidos), ser convertido em SeCys pela via de trans-selenagdo, ou ser lisada
para o metabolito intermediario de seleneto de hidrogénio (H,Se) (Figura 3) (SUZUKI,
2005).

A SeCys ¢ a forma do selénio mais ativa biologicamente, sendo considerado o 21°
aminoacido do coédigo genético. E incorporado & cadeia polipeptidica sob formagdo em
resposta ao cdédon UGA. Este, embora seja normalmente um codon de terminagdo, também ¢
usado como o cddon do SeCys em numerosos organismos (TURANOV et al., 2011; BOCK et
al., 1991). Para a incorporagao deste aminoacido no polipeptideo, elementos como um tRNA
especifico (IRNAPS) ¢ proteinas auxiliares sdo necessarias. Para o reconhecimento do
codon UGA como um sinal de inser¢do de SeCys, existe uma estrutura em alca na regiao 3’
do mRNA, denominada de SECIS (Seleno Cystein Insertion Sequence) que auxilia neste
processo. A SeCys da dieta ndo ¢ incorporada nas selenoproteinas, sendo reduzidas também
ao metabolito H,Se (Figura 3) (PAPP; HOLMGREN; KHANNA, 2007).

Os compostos inorganicos (selenito e selenato) sdo muito utilizados na alimentagdo e
sdo mais rapidamente transformados ao metabdlito H,Se que as formas organicas. O H,Se ¢
muito importante para a inser¢do do aminoacido SeCys na cadeia polipeptidica. Ele reage
com ATP, formando o selenofosfato (em uma reagdo catalisada pela selenofosfato sintetase) e
junto com um residuo de serina, o selenofosfato forma uma SeCys que ¢ inserida nas
selenoproteinas em resposta ao codon UGA (Figura 3) (MIRANDA, 2012; COMINETTI,
COZZOLINO, 2009; PAPP; HOLMGREN; KHANNA, 2007).
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Formas Selénio Formas
Inorganicas Dietético Organicas

| o —
Selenato de Selenito de Trapsselenaclo | caat
Sédio  |SSH/NADPH|  sédio

N B-liase
GSH/NADPH
C tRNA ser/selenofosfato 4—*

Proteinas contendo selénio

SeCys/Selenoproteina

Eliminagdo na respiragéio ou urina

Figura 3. Via metabolica do selénio.
(SeCys — selenocisteina; SeMet — selenometionina; H,Se — seleneto de hidrogénio)

Fonte: Miranda, 2012 com modificagdes.

A recomendagao de ingestao diaria (RDA) do selénio ¢ de 55 pg (0,7 umol/dia) para
homens e mulheres sendo o maximo toleravel de até 400 pg (5,1 pmol/dia) (FNB - FOOD
AND NUTRITION BOARD — USA INSTITUTE OF MEDICINE, 2000). A eficiéncia de
absor¢do do  selénio no  organismo depende de sua forma  quimica
(SeMet>MeSeCys>Selenato>Selenito) (TRIRY et al., 2013) e a avaliagio da
biodisponibilidade ¢ realizada através da atividade da Glutationa peroxidase (GPx). No corpo
humano, esse elemento estd presente em quase todas as células, sendo o rim e o figado os
6rgdos que apresentam maior capacidade de acumula-lo NAVARRO-ALARCON; LOPEZ-
MARTINEZ, 2000).

J& a deficiéncia desde micronutriente no organismo estd relacionada ao
desenvolvimento de diversas doencgas como: desordens cardiovasculares, cirrose, canceres,
diabete entre outros. Sua agdo preventiva e terapéutica contra estas patologias parece estar
fortemente ligada a sua propriedade antioxidante (LOSCALZO, 2014; REDDI; BOLLINENI,
2001; AL-BADER et al., 1998).

Em humanos, ja foram encontrados 25 genes de selenoproteina (LABUNSKYY;

HATFILD; GLADYSHEV, 2014). Apesar de muitas selenoproteinas ndo serem bem
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caracterizadas, sabe-se que a maioria possui fungdes enzimaticas com atividades cataliticas e
antioxidantes (PAPP; HOLMGREN; KHANNA, 2007).

Dentre as seleno-enzimas mais caracterizadas, destaca-se a familia glutationa
peroxidase. Esta foi uma das primeiras selenoproteinas identificadas em mamiferos e possui
maior atividade antioxidante em relagdo as outras, sendo distribuida por diferentes tecidos e
em diferentes quantidades no organismo no qual sua principal fun¢do ¢ decompor o H,O; a
agua, protegendo as células contra moléculas oxidantes (COMINETTI; COZZOLINO, 2009;
FLOHE; GUNZLER; SCHOCK, 1973).

Junto com esta familia, hd a familia da tioredoxina redutase (TrxR) que junto com
tiorredoxina (Trx) e NADPH compdem o Sistema Tioredoxina que, entre suas funcdes
conhecida estd a defesa antioxidante (BJORNSTEDT,1995 apud. ALMONDES et al., 2010;
KOHARYOVA; KOLLAROVA, 2008).

Outra importante familia sdo a Selenoproteinas, que € um grupo de diversas proteinas
que atuam na atividade antioxidante no espaco intra e extracelular, homeostase de calcio,
biossintese de fosfolipidios, regulagdao de complexos de membrana entre outros (LIU;

ROZOVSKY, 2015).

2.4 Atividades gerais do Selénio

O selénio possui inumeros beneficios para o ser humano. Nas industrias, diversas
formas desse elemento s3o utilizadas na fabricagdo de dispositivos eletronicos, células
fotovoltaicas, tambores de fotocopiadoras entre outros. Também sdo utilizados como
pigmentos (vermelho-rubi) para 6leos lubrificantes, vidros, esmaltes e nas industrias de tintas.
Além dessas utilidades, o selénio também ¢ utilizado nas areas de agricultura e pecudria
(alteragdes de deficiéncia do solo, em inseticidas e na alimentacdo de animais) e esta
envolvido na fabricacao de produtos farmacéuticos para fins humanos e veterinarios (MEHDI
etal., 2013).

Diversos estudos sdo desenvolvidos no sentido de esclarecer as possiveis fungdes
deste elemento na prevengdo e tratamento de varias doengas. Leite et al (2015) demostraram,
que o disseleneto de difenila (PhSe),, um composto organoseleno, influenciou, junto com
atividade fisica (natag@o), os niveis de citocinas pr6 e anti-inflamatorio conforme a idade de
ratos Wistar. Neste estudo, os autores concluiram que a suplementagdo deste composto teve

um efeito anti-inflamatorio em ratos de meia-idade.
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Individuos portadores do HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) tipo C em fase
inicial da doenca foram suplementados com coquetéis contendo multivitaminas, selénio ou
ambos (multivitaminas+selénio) durante 24 meses. Observou-se uma diminui¢do da
progressdo da doenca em individuos que foram suplementados com o coquetel contendo
multivitaminas e selénio. Por conta desse efeito, foi sugerido que esse micronutriente pode
retardar a necessidade da Terapia Antirretroviral (ART) que por sua vez ¢ uma terapia cara,
sendo de extrema importancia para paises com recursos limitados (BAUM et al., 2013).

A sua atividade antifungica também faz com que o selénio na forma de sulfeto de
selénio, esteja na composicdo de shampoos que sdo utilizados com coadjuvante nos
tratamentos de micoses de couro cabeludo, tal como a Tinea capitis em criangas (CHEN, et
al., 2010), caspa (SANFILIPPO; ENGLISH, 2006) e dermatite seborreica (JOHNSON;
NUNLEY, 2000).

O selénio também ¢é importante para o bom funcionamento cerebral. Ratos Wistar
induzidos a doenga de Alzheimer pelo cloreto de aluminio (AICIl;) e suplementados com
selénio mostraram melhoras comportamentais, bioquimicas e histopatologicas sugerindo que
este micronutriente ajudaria na profilaxia de doenga de Alzheimer (LAKSHMI;
SUDHAKAR; PRAKASH, 2015).

Este micronutriente também influéncia em sintomas de depressao e humor negativo
em individuos adultos. Concentrag¢des do selénio no soro sanguineo de 978 individuos foram
avaliadas e observou-se que concentracdes muito baixas ou muito elevados deste
micronutriente foram associados a sintomatologia depressiva ¢ humor negativo (CONNER;
RICHARDSON; MILLER, 2015).

A atividade anticancer também vem sendo estudada com este elemento, Yang et al
(2009) demostraram que camundongos inoculados com a linhagem carcinoma colorretal
humano (SW480), apresentaram inibi¢ao significativa do tumor quando tratados com selenito
de sodio e SeMet. Entretanto, o mecanismo de agdo do selénio para essa propriedade nao €
totalmente compreendido, sendo propostos varios mecanismos entre eles: protecao
antioxidante, modulacdo da proliferagdo de células (do ciclo celular e apoptose), inibi¢ao da
invasdo de células tumorais e inibi¢do da angiogénese (ZENG; COMBS Jr, 2008).

Behne et al (1996), avaliaram até a 4* geragao de ratos o desenvolvimento dos
testiculos em relacdo a baixa suplementacdo de selénio, no qual observaram que a deficiéncia
desse elemento ocasionou um atraso de crescimento dos testiculos, levando a atrofiagdo, em

que os tibulos seminiferos foram consideravelmente reduzidos em diametro. Esses dados
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sugerem que o selénio influéncia na morfologia e fun¢ao do desenvolvimento dos testiculos.
Hawkes e Turek (2001) avaliaram o s€émen de 11 homens saudaveis durante 120 dias. Dentre
esses dias, ocorreu a suplementacdo de selénio em diferentes doses e o plasma seminal foi
avaliado. Observaram que a fragdo de espermatozoides moveis e a concentragdo de selénio no
plasma seminal diminuiram proporcionalmente, concluindo assim que o nivel de selénio pode
influenciar na fertilidade do homem.

Entretanto, grande parte dessas propriedades descritas acima, estd relacionada
principalmente a sua atividade antioxidante visto que o selénio ¢ um constituinte de enzimas
antioxidantes da célula (BURK, 2002; RAYMAN, 2000) e o estresse oxidativo pode

desenvolver diversas doencas.

2.5 Efeito protetor do selenito de sédio

A atividade protetora do composto selénio ¢ dependente de sua dose e forma
quimica, sendo o selenito de sddio, L-selenometionina e selénio-metil-L selenocisteina
eficientes formas de selénio contra agentes causadores de danos celulares. Estudos in vitro e
in vivo demostram que as concentragdes desse elemento interferem em suas a¢des sendo que
algumas doses de selénio exercem atividade citotoxica, por producdo de radicais livres,
induzindo parada de ciclo celular e apoptose via mitocondrial enquanto que outros estudos
demonstram que exercem atividade antioxidante (LI et al., 2013; STOKEL, 2013; DRAKE,
2006).

O efeito do selenito de sodio (30 nM) e SeMet (10 uM) contra os danos causados
pela radiagdo UVA, UVC, H,0, e MMS foi demostrado em linhagem de adenocarcinoma de
prostata humana (LNCaP), no qual, o pré-tratamento por 72 horas dessas formas de selénio
exerceram citoprotec¢io e antigenotoxicidade principalmente contra a UVA (25 J/cm?®) e H,0,
(200 uM) que possui como mecanismo de agdo a formacao de EROs. Essa protecdo foi
exercida pelo aumento da sintese de GPX1 e TrxR e pelo aumento da atividade de reparagao
do DNA (reparacao de 8-0x0G). Neste trabalho, os autores concluiram que o selenito de sodio
foi 300 vezes mais eficiente na protecdo em relacdo a SeMet (ROSA et al., 2012).

A atividade antimutagénica do selenito de sodio (0,5 uM) também foi verificada na
linhagem celular V79 de Hamster exposta a azoximetano, metilmetanosulfonato (MMS) e
H,0,. Além disso, observou-se que o selenito de sédio induziu a atividade das enzimas

antioxidantes glutationa peroxidase e catalase (BRONZETTI et al., 2003).
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Abdullaev et al (2005) avaliaram o efeito do selenito de sodio (10 a 200 uM) quanto
a citotoxidade nas linhagens de células humanas CCD-18Lu, HeLa, A204 ¢ HepG2 mostrando
que esse elemento ndo teve efeitos citotdxico nas linhagens ndo tumorais, entretanto inibiu a
formacdo de colonias nas linhagens tumorais. Além disso, foi observado atividade
antimutagénica do selenito de sddio (672 pg/placa) contra o benzo[a]pireno no teste de AMES
em Salmonella typhimurium TA98

Os efeitos protetores do selenito de sodio e SeMet (1 e 2 mg/Kg) contra danos ao
DNA causado pela doxorrubicina (DXR, 90 mg/Kg) em ratos Wistar foram observados
através dos ensaios Micronucleo (MN) e Cometa. Os animais foram suplementados durante
10 dias consecutivos com as duas formas de selénio e receberam uma Unica dose
intraperitoneal de DXR. Além disso, observou-se aumento na concentragdo da glutationa no
sangue desses animais. Também se observou que os tratamentos nas mesmas doses dos
compostos selénio apresentaram um padrdo semelhante de quimioprotecao (SANTOS et al.,
2007).

Geyikoglu e Tiirkez (2005) observaram o efeito do selenito de sodio e aflatoxina Bl
em linfocitos humano (WBC) quanto a sua acdo genotoxica. Os autores observaram que
somente a aflatoxina B1 (5 e 10 uM) induziu o aumento da frequéncia de trocas de cromatides
irmas, entretanto, quando associado ambos os agentes quimicos, ocorreu a diminui¢ao deste.
Concluindo-se que o selenito de sodio (0,5 uM) ndo possuiu atividade genotoxica nestas
condi¢des e quando associado com a aflatoxina B1 exerceu um efeito antigenotoxico sobre a
acao da aflatoxina B1.

O selenito de sodio também exerceu antigenotoxicidade contra o arsénito de sédio
em ratos suigos. Os dois compostos foram administrados tanto so, associados a0 mesmo
tempo ou em tempos diferentes e somente o arsénito de soédio (2,5 mg/Kg) induziu
significativas aberragdes quando administrado s6, ja quando administrado o selenito de sodio
(5,6 mg/Kg) antes do arsénito de sdédio, ocorreu reducdo significativa de aberragdes
cromossdmicas (BISWAS; TALUKDER; SHARMA, 1999).

Wang et al (2015) também observaram agdo protetora do selenito de sédio quanto
aos danos induzido pelo arsenito de sodio nas linhagens celulares NB4 ¢ APL (linhagem
primaria). Neste estudo, observaram que concentragdes baixas de selenito de sodio (1 uM)
protegeu as células contra apoptose (via intrinseca), parada de ciclo celular, estresse

oxidativo, diferenciacdo celular, e expressdo de alguns genes apoptoticos induzidos pelo



23

arsenito de sodio (2 e 5 uM). Entretanto, dose alta de selenito de sddio (4 uM) exerceu
efeitos sinérgicos com relagao ao arsenito de sédio.

Células MCF-7 suplementadas por 3 dias com 30 nM de selenito de sodio e
posteriormente expostas a 12 J/m* UV exibiram diminuigdo significativa de MN e um
aumento na atividade enzimatica de GPX1. Também foi evidenciado uma protecdo contra a
mutagenicidade da radiagdo UV em células Big Blue, células transfectadas com vetores que

possuem genes marcadores de mutagenicidade (BALIGA et al., 2007).
3. JUSTIFICATIVA

O estresse oxidativo ¢ um dos principais mecanismos para o surgimento de doencas
que sdo consideradas como as principais causadoras de morte no mundo, tais como doencas
isquémicas, hipertensdo, canceres entre outros. Muitas vezes, o estresse oxidativo e
posteriormente o surgimento destas doengas estao ligadas ao cotidiano dos individuos como a
alimenta¢@o, ambiente e habitos como o tabagismo e consumo excessivo de alcool.

Neste contexto, muitos trabalhos sdo realizados para avaliar compostos que podem
minimizar os efeitos oxidativos, destacando-se os compostos utilizados na alimentacdo e que
possuem atividade antioxidante.

Estudos indicam que varias formas do micronutriente selénio apresentam efeitos
protetores contra agentes mutagénicos e genotdxicos devido a sua relagdo com o sistema de
defesa antioxidante das células. Neste aspecto, destaca-se a forma inorganica selenito de
sodio, que ja tem demonstrado maior efetividade de protecdo em relacao as outras formas
(WANG et al., 2015; ROSA et al., 2012; BALIGA et al., 2007). No entanto, a sua capacidade
citoprotetora e antigenotoxica correlacionada com a avaliagdo de expressdo génica e proteica
ainda necessita ser melhor compreendida.

Considerando a importancia de mais compreensao sobre os mecanismos moleculares
pelos quais este elemento atua no organismo humano e as novas metodologias disponiveis
para essa verificacdo, faz-se necessario a realizacdo dessas investigacdes para contribuir com

o possivel uso suplementar desta substancia na dieta humana.
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4. OBJETIVOS

Verificar o efeito do selenito de sodio contra os danos causados pelo peroxido de
hidrogénio (H,O,) pela avaliagdo da citotoxicidade, cinética de proliferacdo celular, fases do
ciclo celular, danos no DNA e expressdo de transcritos relacionados ao sistema de defesa
antioxidante, parada de ciclo celular e danos de DNA e expressao de proteinas relacionado ao

sistema de defesa antioxidante em células de carcinoma hepatocelular (HepG2/C3A).

4.1 Objetivo Especifico

e Avaliar, no Ensaio de Citotoxicidade (MTT), os efeitos citotoxicos do selenito de
sodio (20 e 200 nM) e o efeito citoprotetor do mesmo frente ao estresse oxidativo
ocasionado pelo peroxido de hidrogénio (300 uM) em células HepG2/C3A;

e Analisar a cinética de proliferagdo celular em tempo real de células HepG2/C3A pré-
tratadas com selenito de sodio (20 e 200 nM) e posteriormente induzidas ao estresse
oxidativo pelo perdxido de hidrogénio (300 uM), utilizando o Ensaio de Proliferacao
Celular em Tempo Real, através do aparelho RTCA xCELLigence;

e Avaliar o perfil do ciclo celular em células HepG2/C3A quando pré-tratadas com
selenito de sédio (20 e 200 nM) e posteriormente induzidas ao estresse oxidativo pelo
peroxido de hidrogénio (300 uM), através da citometria de fluxo;

e Avaliar, através do ensaio do cometa, os efeitos genotdxicos do selenito de sddio (200
nM) e o efeito antigenotdxicos do mesmo frente ao estresse oxidativo ocasionado pelo
peroxido de hidrogénio (300 uM) em células HepG2/C3A;

e Avaliar a expressdo dos genes relacionados ao sistema de defesa antioxidante, ciclo
celular e danos no DNA em células HepG2/C3A, quando pré-tratadas com selenito de
sodio (200 nM) e posteriormente induzidas ao estresse oxidativo pelo peroxido de
hidrogénio (300 uM), através do ensaio RT-qPCR;

e Avaliar a expressao proteica relacionados ao sistema de defesa antioxidante em células
HepG2/C3A, quando pré-tratadas com selenito de sodio (200 nM) e posteriormente
induzidas ao estresse oxidativo pelo peréxido de hidrogénio (300 uM), através do
sistema LUMINEX (MAGPIX);

e Verificar possiveis correlacdes entre a suplementacdo do Selenito de Sédio e peroxido

de hidrogénio.
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RESUMO

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) estdo envolvidas em varios processos patoldgicos. Os
efeitos das EROs sdo minimizados no organismo por compostos com atividade antioxidante
como o Selénio. Este micronutriente ¢ importante para a saide humana, pois ¢ um
constituinte das principais enzimas do sistema de defesa antioxidante. O Selenito de Sodio
(SS) ¢ uma forma inorganica de selénio e fonte de selénio para o corpo, entretanto sua
capacidade protetora precisa ser melhor esclarecida. Por isso, o estudo investigou o efeito do
SS contra o peroxido de hidrogénio (H>O,) em células HepG2/C3A analisando citotoxicidade
e proliferacao celular comparando com dados moleculares (expressdo de mRNAs e proteinas).
O SS apresentou atividade citoprotetora e antigenotdxica, entretanto, ndao foi observado
alteracdo na curva de proliferagdo celular e nas fases de ciclo celular (retengdo em G2/M) nos
tratamentos associados (SS+ H,0O,) quando comparado com H,O, mostrando que nestes
ensaios o SS ndo apresentou prote¢do na progressao do ciclo celular. O SS modulou o sistema
de defesa antioxidante nas células induzidas ao estresse oxidativo pelo H,O,, onde observou-
se um aumento da expressao relativa do mRNA GPX1 no tratamento associado mostrando
resposta antioxidante. Além disso, alteragdes do mRNA CAT e proteina SOD1 e PRX2 pelo
H,0,, foram minimizadas pelo tratamento associado também. Observou-se a normalizacio
dos niveis do mRNA CCN2B nos tratamentos associados, entretanto, esse efeito ndo foi
evidenciado na expressdo dos outros genes controladores de ciclo celular, onde observou-se
aumento na expressdo dos mRNAs CDKNI1A, CDKN1C, CDKN2B e GADDA45A nos
tratamentos com H,0O, independente de SS. Desta maneira, nossos resultados demonstram que
a protecdo do SS se deve pela modulagdo do sistema de defesa antioxidante, entretanto este
efeito ndo foi eficiente ao ponto de modular a expressdo de genes que controlam o ciclo
celular impedindo a continuidade do crescimento celular.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, citoproteciao, antigenotoxico.

5.1 Introducao

Espécies reativas de oxigénio (EROs) estdo envolvidas em reagdes no sistema
biologico que podem iniciar varios processos patologicos como aterosclerose, hipertensao,
doencas isquémicas, doenca de Alzheimer, Parkinson, canceres e inflamacdo (TIWARI,
2001). Os efeitos das EROs no organismo variam, onde essas moléculas podem causar danos
em lipidios, proteinas, DNA, RNA e outras biomoléculas, contribuindo para a disfuncdo de
varios sistemas celulares e posteriormente induzindo as células a morte celular (apoptose e
necrose) ou bloqueio ciclo celular (HELD, 2015).

Estudos tém demostrado que o H,O,, o principal gerador de estresse oxidativo em
ensaios in vitro, ocasiona o bloqueio do ciclo celular, através da modulag¢ao da formagdo dos
complexos ciclina/quinase dependente de ciclina (CDK) e dos inibidores de CDK que por vez
sdo os principais reguladores do ciclo celular (LI et al., 2009; SEOMUN et al., 2005;
BARNOUIN et al., 2002).
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Os efeitos das EROs nas células podem ser minimizados por alguns compostos com
atividades antioxidantes que muitas vezes sao encontrados em alimentos. O elemento selénio,
um micronutriente essencial, ¢ importante para a saide humana pois tém demostrado
potencial anti-inflamatério (LEITE et al.,, 2015), antifungico (CHEN et al., 2010;
SANFILIPPO; ENGLISH, 2006), anticincer (YANG et al., 2009) ¢ antioxidante. E
encontrado na natureza através das formas organicas, como os aminodcidos selenometionina
(SeMet) e selenocisteinas (SeCys) ou formas inorganicas, como selenito e selenato, onde as
principais fontes de suplemento desse micronutriente sdo a castanha-do-brasil e rim bovino
(NAVARRO-ALARCON; VIQUE, 2008).

Em mamiferos, esse micronutriente ¢ absorvido pelo organismo e incorporado em
cadeias polipeptidicas através das formas SeMet e SeCys (PAPP; HOLMGREN; KHANNA,
2007). As formas organicas e inorganicas de selénio quando ingeridas, sdo reduzidas a
seleneto de hidrogénio (H,Se). Este metabodlito é importante para a formacdo da SeCys que
serd inserida nas proteinas em resposta ao codon UGA (PAPP; HOLMGREN; KHANNA,
2007). Proteinas que recebem o SeCys em suas cadeias polipeptidicas sdo chamados de
selenoproteinas e atualmente ja foram encontrados 25 genes que codificam selenoproteina em
humanos (LABUNSKYY; HATFILD; GLADYSHEV, 2014), no qual destaca-se muitos
genes que codificam proteinas que compde o sistema de defesa antioxidante como a
Glutationa peroxidase (GPx) (COMINETTI; COZZOLINO, 2009), Tioredoxina redutase
(TrxR) (KOHARYOVA; KOLLAROVA, 2008) ¢ a familia de Selenoproteinas (LIU;
ROZOVSKY, 2015).

Por ser um constituinte importantes de proteinas do sistema de defesa antioxidante
celular, estudos in vitro e in vivo tem demostrado que este micronutriente pode minimizar os
efeitos citotoxicos e genotoxicos de muitos agentes que sdo utilizados no cotidiano, como
arsenito de sodio (BISWAS; TALUKDER; SHARMA, 1999), azoximetano,
metilmetanosulfonato, (BRONZETTI et al., 2003), H;O, (ZANELATTO, et al., 2013;
BRONZETTI et al., 2003), benzo[a]pireno (ABDULLAEV et al., 2005), aflatoxina B,
(GEYIKOGLU; TURKEY, 2005), radiagio UV (BALIGA et al.,, 2007), doxorrubicina
(SANTOS et al., 2007), diazinon (SHOKRZADEH et al., 2013), radiagdo ¥ (CHAURASIA et
al., 2014), di(2-etilhexil) ftalato (ERKEKOGLU et al., 2012).

Muitos trabalhos tém utilizado as linhagens de carcinoma hepatocelular como
modelo in vitro para a avaliagdo de compostos com atividade protetora contra o estresse

oxidativo (MARTIN et al., 2010; CUELLO et al., 2007). A linhagem HepG2/C3A, por
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exemplo ¢ um modelo in vitro bem estabelecidos ¢ possui fungdes especificas do figado,
como a capacidade de expressar enzimas do metabolismo de xenobidticos em niveis proximos
aos encontrados em hepatocitos primarios, sendo assim, amplamente utilizadas em estudos de
toxicologia (KELLY, 1994).

Para a avaliacdo do comportamento de culturas celulares quanto ao seu padrdo de
crescimento, estado metabolico e morte assim como identificar alvos bioldgicos, ensaio
classicos junto com técnicas moleculares sdo realizados (MIGITA, 2012). A citometria de
fluxo ¢ uma poderosa tecnologia utilizada atualmente nos estudos de drogas potencialmente
terapéuticas no qual, caracteriza populagdes de células quanto a danos no DNA, regulag¢ao do
ciclo celular, morte celular, estresse oxidativo entre outros parametros em um curto espago de
tempo. Contribuindo com esta andlise, a expressio de mRNAs e proteinas estdo entre os
métodos mais utilizado pela biologia moderna. Essas analises fornecem dados muito
poderosos, pois contribui para um melhor entendimento das vias de sinalizagdo e leva a
identificacdo de genes relevante nos processos biologicos, que por vez, sdo influenciados
pelos compostos em andlise (ELESPURU et al., 2009).

O selenito de s6dio ¢ uma forma inorganica e fonte de selénio para o corpo, o qual ja
demonstrou maior efetividade de prote¢do quando comparado com outras formas de selénio
(ROSA et al, 2012), no entanto, a sua capacidade citoprotetora e antigenotoxica
correlacionada com a avaliacdo de expressdo génica e proteica ainda necessita ser melhor
esclarecidas. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito protetor do
selenito de sodio contra os danos causados pelo H,O; na progressdo do ciclo celular e danos
no DNA correlacionando com a expressao de transcritos do sistema de defesa antioxidante
(CAT e GPX1), parada de ciclo celular (CCNB2, CDKN1A, CDKN1C, CDKN2B) e danos de
DNA (GADDA45A) e expressdao das proteinas do sistema de defesa antioxidante (Catalase,
SOD1, SOD2, PRX2, TRX1) em células de carcinoma hepatocelular (HepG2/C3A).

5.2 Materiais e Métodos
521 Delineamento Experimental
Foi utilizado como modelo in vitro a linhagem celular de carcinoma hepatocelular

humano (HepG2/C3A) obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram
mantidas em frascos para cultura de 25 cm” com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's



29

Medium. Gibco, CAT. 12800-017) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Gibco,
CAT. 12657-029) e 0,1% de penicilina/estreptomicina (Gibco). As células foram mantidas em
estufa umida com 5% de CO; a 37°C. Nestas condigdes, o ciclo celular ¢ de aproximadamente
24 horas.

As células apos semeadas foram pré-tratadas com meio contendo Selenito de Sodio
(NaxSeOs_ (SS) Sigma, CAS: 10102-18-8) nas concentragdes de 20 e/ou 200 nM por 24 horas.
Apbs o pré-tratamento, as células foram induzidas ao estresse oxidativo através da co-
incubacdo com 300 uM peroxido de hidrogénio (H,O,, Sigma, CAS: 7722-84-1) diluido em
PBS (tampado fosfato salino), por 2 horas. Posteriormente, foi removido os tratamentos,
adicionado meio fresco sem tratamento e aguardado 0, 4, 10, 22 ou 94 horas de recuperagao
celular de acordo com o ensaio realizado (Figura 1). Os controles receberam meio e/ou PBS

como tratamento. Todos os experimentos seguiram o mesmo protocolo de tratamento.

Ensaios Realizado:

A- Ensaio Cometa

B- Expressdo Génica e Proteica

C- Expressao Proteica

D- MTT, Ciclo Celular e Expressdo proteica
Tratamento com 55 E- Cinética de proliferacdo celular

—| Semear células

(20 e/ou 200 nM)

v

Tratamento com H,0, (300 uM)

—| Recuperac¢do celular

24 h
D Emm——
'7 I 1 1 1 1 |
- | | | | ||
02 6 12 24 Horas
A B C D 48 72 9EB
) Recuperacdo -

Figura 1. Representagdo dos protocolos de tratamentos e seus respectivos tempos nos
diferentes ensaios.

5.2.2 Ensaio de Citotoxicidade — MTT

Para a avaliagao da viabilidade celular através do estado de metabolizacao celular, o
ensaio colorimétrico MTT (MOSMANN, 1983) foi realizado com algumas modifica¢cdes. Em
placas de 96 pocos, 10* células foram semeadas em cada pogo. Em seguida, os pogos foram
tratados com SS e H,0O, conforme o delineamento experimental (Figura 1). Apds a
recuperagao celular, 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 brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-
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2-i1)-2,5-Difeniltetrazolio (CAS 298931; Sigma Aldrich®) (MTT) a 0,25 ug/mL por 4 horas.
Foi retirado o sobrenadante e os cristais de Formazan formados foram diluidos em 200 pL de
DMSO (Dimetilsulfoxido) para a leitura em espectrofotometro ao comprimento de onda de
540 nm. Os dados foram apresentados com percentuais de viabilidade celular que foram
obtidos através do seguinte calculo: ((Absorbancia Média de Tratamento * 100) / Absorbancia
Média de Controle). Os experimentos foram realizados em trés repeti¢des € os tratamentos em

seis replicatas (pogos) por experimento.

523 Analise da proliferacdo celular em tempo real pelo sistema

XCELLigence

Através do aparelho XCELLigence RTCA SP- Real Time Cell Analyzer (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) investigou-se o padrdo de crescimento celular
(curva de crescimento) através da leitura de impedancia elétrica captadas por sistema de
sensores de ouro presentes no fundo dos pocos da placa de leitura (E-Plate, ROCHE).
Alteragdes no status biologicos (numero de células, morfologia e adesdo celular) alteram os
valores de impedancia, os quais sio expressos em Indice Celular (IC). O teste foi realizado de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante, resumido a seguir: Em placa de 96 pocos
(E-Plate), foi realizado inicialmente o background com 50 uL de meio de cultura com os
tratamentos de SS para o aparelho identificar a menor impedéncia. Posteriormente cada pogo,
recebeu 100 puL de meio de cultura contendo 10* células e os tratamentos seguiram como o
delineamento experimental (Figura 1). A placa permaneceu na RTCA Station durante todo o
experimento para o monitoramento em tempo real, que foi realizado em intervalos de 30
minutos. O experimento foi realizado em quatro repeticdes com trés replicatas (pogos) por

tratamento.

524 Analise de Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

Através do aparelho Citdmetro de Fluxo Guava easyCyte'™ (Merck Millipore) foi
avaliado a cinética de ciclo celular. Neste ensaio o conteudo de DNA das células coradas com
iodeto de propidio foram distribuidos em porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo
(G1, S e G2/M) de acordo com a intensidade de fluorescéncia. Em placa de 6 pocos um total

de 2,67 x 10° células foram adicionadas em cada poco. Em seguida, os pogos foram tratados
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com SS e HO, (Figura 1). ApoOs a recuperacao celular, as células foram colhidas,
centrifugadas a 1000 rpm por 5 min, ressuspendidas em 200 pL de PBS e incubadas com 5 pL
de RNase (2 pg/mL, CAT: 12091-021) por 30 min a 37 ° C. Posteriormente, 50 pL dessa
suspengao foi incubada por 30 min com 200 uL Guava Cell Cycle Reagent (CAT. 4500-0220)
protegidos da luz. Apos esses procedimentos, as amostras foram analisadas pelo citometro de
fluxo utilizando o Software CellCycle com 5 mil eventos por tratamento. A avaliagdo de ciclo

celular foi realizada em trés repeti¢des experimentais.

5.25 Ensaio do Cometa

Para a avalia¢do de genotoxicidade foi utilizado o Ensaio do Cometa (COLLINS et
al., 2008). Um total de 2,67 x 10’ células foi adicionado em pogos de placas de 6 pogos. Em
seguida, os pogos foram tratados com SS e H,O, (Figura 1). Neste ensaio utilizou-se somente
a maior concentragdo de selenito de sodio (200 nM). Logo apds a co-incubagcdo com H,0, as
células foram colhidas, centrifugadas a 1000 rpm por 5 min e ressuspendidas. Em seguida,
foram suspensas em agarose de baixo ponto de fusdo (Low Melting Point — 0,5%) e
distribuidas em laminas pré-gelatinizadas com agarose comum a 1,5%. As células foram
lisadas (NaCl 2,225 M, EDTA-titriplex 89 mM e Tris 8,9 mM) por 60 min a 4 ° C e
submetidas a condi¢des alcalinas (EDTA-titriplex 1 mM e NaOH 0,3 N) por 20 minutos. As
laminas foram levadas a eletroforese que foi realizada em pH>13, 25 V, 300 mA durante 20
minutos. Apds isso, as laminas foram neutralizadas (Tris 0,4 N e pH 7,5 corrigido com HCI) e
fixadas em alcool absolutos, secadas e mantidas a 4 °C para posterior coloragdo. Para analise,
as laminas foram coradas com 100 pL de brometo de etidio (2 pg/mL) e analisadas 100
células por lamina, sendo 2 laminas por tratamentos e trés repeticdes experimentais. As
imagens foram obtidas através do Microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging System
(Thermo Fisher) com aumento de 200X. As imagens (cometas) foram analisadas no programa
CometScore”, com o intuito de avaliar os parametros: “Comet Lenght” (Tamanho total do
cometa) e "Tail Moment” (% de DNA presente na cauda multiplicado pelo tamanho da cauda

do cometa).
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5.2.6 Expressdo Génica

A RT-qPCR foi utilizada para analisar alteragdes na expressdo relativa de genes
relacionado ao sistema de defesa antioxidante, ciclo celular e danos de DNA. Um total de 7,5
x 10° células foi adicionado em frascos de cultura (25 cm?). Em seguida, os tratamentos foram
realizado e ap6s o tempo de recuperagao (Figura 1) o meio foi retirado e o RNA total foi
extraido utilizando lise por Trizol LS (cat. N° 10296010, Thermo Fisher) associado ao
RNeasy® Mini Kit (cat. N° 74106, Qiagen), seguindo as especificagdes do fabricante. O RNA
total foi estocado em freezer de -80 ° C para posterior utilizagdo. Posteriormente, uma parte
da amostra foi encaminhada para leitura em espectrofotdometro (BioDrop pLite, BioDrop)
para quantificacdo e avaliacdo da pureza de RNA total sendo a razdo (Az60/280nm) Obtida entre
1,8 e 2 e sua integridade foi verificada em gel de agarose 0,8 %. Trés repeticdes
experimentais foram realizadas. A sintese de cDNA foi realizado em termociclador T100™
Thermal Cycler BIO-RAD, onde 1000 ng de RNA foi diluido em H,O DEPC (volume de 12,4
ulL), 1 uL de oligo dT (10 pmd/mL, Invitrogen — Life Technologies) e 2 uL. de dNTPs (2,5
mM, Invitrogen — Life Technologies) e mantidas por 15 minutos a 60 ° C. Em seguida, foi
adicionado em gelo, adicionado 4 pL de 5X First Strand Buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8.3),
375 mM KCI, 15 mM MgCI2 e 100 mM, Invitrogen — Life Technologies) aguardado 2
minutos a temperatura ambiente e adicionado 0,1 pL de RNA out e 0,5 pL de enzima
transcriptase reversa (M-MLV — Invitrogen, Life Technologies) por amostra, as quais foram
mantidas por 37 © C/50°, 70 © C/15’ e a etapa final a 10 ° C.

Para PCR em tempo real foi utilizado 5 pL de Plantinum SYBER Green qPCR
Supermix-UDG (cat. N° 172-5260 Bio-Rad), 0,5 pL de cada oligonucleotideo iniciador (10
pmol) e 5 uL de cDNA de cada amostra (250 ng).

As reagoes de qPCR foram realizadas nas seguintes condigoes: 95 ° C por 5 minutos
e 45 ciclos de 95 ° C/20 segundo, 60 ° C/30 segundos, 72° C/20 segundos no aparelho
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A analise da curva de Melting foi
realizada no final de cada reagcdo com temperatura de 50 © C a 90 ° C a cada 0,5 graus por 20
segundos. Os genes utilizados estdo relacionados ao sistema de defesa antioxidante (CAT e
GPX1), ciclo celular (CCN2B, CDKN1A, CDKN1C e CDKN2B) e danos de DNA
(GADD45A) e foram comparados com a expressdao do gene normalizador ACTB (Tabela 5).

A eficiéncia dos oligonucleotideos foi calculada pelo programa LinRegPCR, versdao 2013.1.



33

5.2.7 Analise de proteina

Através do equipamento MAGPIX® System foi avaliado alteragdes nas
concentragdes de proteinas relacionada ao sistema de defesa antioxidante. O ensaio ¢ baseado
na tecnologia LUMINEX xMAP® no qual envolve a utilizagio de microesferas magnéticas
revestidas com anticorpos de captura no qual os analitos se ligam, um segundo anticorpo de
deteccao se liga ao analito formando um “sanduiche” de anticorpos e analito. Um marcador
fluorescente (Estreptavidina-Ficoeritrina (PE)) liga-se ao anticorpo de deteccdo que
posteriormente ¢ detectado pelo aparelho. As células foram processadas seguindo o protocolo
do MILLIPLEX®yap Kit Human Oxidative Stress Magnetic Bead Panel (Cat. HOXSTMAG-
18K) utilizando o programa XPONENT 4.2. Este kit consiste na andlise das proteinas catalase,
PRX2 (Peroxirredoxina 2), SOD 1 (Superoxido dismutase 1 - Cu/Zn-SOD1), SOD2
(Superoxido dismutase 2 — MnSOD) e TRX1 (Tioredoxina 1). O experimento foi realizado
em 3 tempos de recuperagdo celular (6, 12 e 24 horas), com trés repeti¢des experimentais €

duplicatas por tratamento.

5.2.8 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de MTT, RTCA e proteina foram comparados por
ANOVA seguida de Dunnet (p<0,05). O Ensaio Cometa foi analisado pelo Programa
CometScore” e a média dos valores foram comparadas por ANOVA seguida de Dunnet
(p<0,05). A analise de Ciclo Celular foi comparada por Kruskal-Wallis seguida de Dunn
(p<0.05). Essas analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism 5.

A analise dos dados de expressao génica foi realizada com o método Pairwise Fixed
Reallocation Randomization Test inserido no programa Rest 2009 (PFAFFL; HORGAN;
DEMPFLE, 2002) tendo significancia estatistica estabelecida em p<0,05. Sendo considerado
significativo com diferenga estatistica significativa pelo Rest e fator de expressdo (Fold

change-razdo) acima/a baixo de 2 vezes.

5.3 Resultados

5.31 Ensaio de citotoxicidade — MTT
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As doses e método de tratamento utilizados no presente estudo foram previamente
determinadas através do ensaio MTT. O ensaio de viabilidade celular mostrou que o SS nao
apresentou citotoxicidade nas concentragdes testadas onde os valores ficaram acima de 96 %.
A exposi¢do das células ao H,O, causou uma redu¢do significativa da viabilidade celular
(66,44 %). Nos tratamentos associados (SS+H,0,), observou-se que ambas as concentragdes
de SS aumentaram de forma significativa a viabilidade celular quando comparada com o
tratamento com o H,O,, onde as mesmas apresentaram viabilidade de 82,7 e 84,6 %

respectivamente, demostrando citoprotecao (Figura 2).
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Figura 2. Valores de viabilidade celular da linhagem HepG2/C3A apés tratamentos com
H,0, e/ou SS. (*) Estatisticamente significativo em relacdo ao controle sem tratamento,
p<0,05; (#) Estatisticamente significativo em relagao ao H,O,, p<0,05.

5.3.2 Cinetica de Proliferacao celular em tempo real (RTCA)

A avaliagdo da cinética de proliferacdo celular realizada pelo RTCA (Figura 3),
mostrou que no periodo de recuperacao celular as curvas de crescimento do tratamento com
H,0, apresentou menores Indice Celular (IC) quando comparado com o controle. Além disso,
os tratamentos com SS apresentaram um pequeno aumento do IC quando comparado com o
controle, porém ndo significativo. Esse efeito também foi evidenciado nos tratamentos de
forma associada (SS+H,0,) quando comparados com o tratamento somente com o H,O.

Apo6s 48 horas de recuperagdo celular observou-se que o IC do tratamento com o
H,0, manteve-se basicamente o mesmo até o final do experimento. Esse padrao de curva de
crescimento celular também foi observado nos tratamentos associados (SS+H,0;) até o fim

do experimento.
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Curva de Proliferag@o Celular — Recuperagéo Celular
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Figura 3. Curva de Proliferacdo Celular da linhagem HepG2/C3A, ap6s tratamento com H,O;
e/ou SS. A seta no grafico refere-se a normaliza¢ao dos dados apds o tratamento com H,Os.

5.3.3 Analise de ciclo celular por citometria de fluxo

Na andlise de ciclo celular, observou-se que os tratamentos somente com SS
mantiveram a distribui¢do normal do ciclo celular, pois ndo diferiram do controle. Entretanto,
foi observado uma redugdo significativa na fase G1 e um aumento na fase G2/M em todos os

tratamentos com o H,0,, independente do pré-tratamento com o SS (Figura 4).
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Figura 4. Analise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo (PI). A)
Distribuigdo da populagdao de células HepG2/C3A nas fases do ciclo (G1, S e G2/M)
tratadas com SS e H,0»; (*) p<0,05, comparado ao grupo controle por ANOVA seguida de
Dunnett. B) Representacdo dos histogramas apresentado pelo programa GuavaSoft 2.7. Na
imagem evidencia-se as populagdes Gl (rosa), S (verde) e G2/M (azul). Graficos
representativos de uma repeti¢ao cujo resultado foi similar com os demais.
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5.34 Ensaio do Cometa

A Figura 5 apresenta os resultados da avaliacdo dos cometas apds os tratamentos
com SS e/ou H,O, através os parametros do Comet Length (a) e Tail Moment (b), ambos
analisados pelo programa CometScore®. Observou-se que em ambos pardmetros analisados, o
tratamento com SS nao induziu a formag¢do de cometas quando comparado com o controle.
Um aumento significativo desses parametros foi evidenciado no tratamento com H,O,.
Entretanto uma diminui¢do destes parametros foi observada nos tratamentos associados
(H20,+SS) quando comparado com o tratamento somente com H,O, demostrando assim, um

efeito antigenotoxico.
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Figura 5. Valores médios de Comet Length (a) e Tail Moment (b) em células HepG2/C3A
tratadas com H,0, e/ou SS. (*) Estatisticamente significativo em relagdo ao controle, p<0,05;
(#) Estatisticamente significativo em relacao ao H,O,, p<0,05.

535 Expressdo Génica

A Figura 6 apresentam os resultados da expressao relativa por RT-qPCR para os
genes de sistema de defesa antioxidante (CAT e GPX1), ciclo celular (CCNB2, CDKNI1A,
CDKN1C ¢ CDKN2B) e de danos de DNA (GADD45A). Analisando os valores relativos de
expressdo normalizados com o gene de referéncia ACTB, observou-se que o gene GPX1 teve
sua expressao aumentada de forma significativa nos grupos tratados com SS+H,0, (2,7 X).

Diferente resposta foi observada para a expressao relativa do gene CAT, onde observou
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diminuiu significativa no tratamento com H,O, (-2,0 X). Por outro lado, a diminui¢ao da
expressao deste gene nao foi significativa nos tratamentos associados.

Efeito semelhante foi encontrado na expressao do gene de ciclo celular CCNB2, onde
verificou-se diminui¢do significativa dos transcritos no tratamento com H,O, (-2,2 X)
entretanto, essa diminui¢ao nao foi evidenciada no tratamento de forma associada também.

Observou-se que o tratamento com H,O, aumentou de forma significativa a
expressao dos genes de ciclo celular CDKN1A (6,0 X), CDKN1C (2,3 X) e CDKN2B (2,0 X)
e danos de DNA GADDA45A (4,0 X). Entretanto, o tratamento associado ndo alterou de
maneira significativa a expressao relativa desses genes (CDKN1A (7,9 X), CDKN1C (2,1 X),
CDKNZ2B (2,4 X) e GADD45A (3,1 X)).

Observou-se também que o tratamento com o SS diminuiu a expressdo dos genes

CDKNI1C (4,2 X) e CDKN2B (-2,0 X) de forma significativa quando comparado com o

controle.
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Figura 6. Expressdo relativa dos genes de estresse oxidativo (GPX1 e CAT), ciclo celular
(CCNB2, CDKN1A, CDKN1C e CDKN2B) e danos de DNA (GADDA45A) em células
HepG2/C3A tratadas com SS e/ou H,O,. (*) Estatisticamente significativo em relagdo ao
controle, p <0,05.
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5.3.6 Analise de proteina

A figura 7 representa os niveis de expressdo das proteinas catalase, SOD1, SOD2,
TRX1 e PRX2 através dos valores de intensidade de fluorescéncia. Os dados obtidos
mostraram que ndo houve alteragdo significativas nos niveis das proteinas SOD2, TRX1 e
casalase em todos os tempos analisados. Observou-se que os niveis da proteina SODI no
tratamento somente com o H>O; na andlise de 24 horas foram significativamente baixas em
relagdo ao controle. Entretanto, o tratamento associado (SS+H,0O,) obteve niveis
significativamente maiores do que o tratamento com H,O,.

Os niveis de proteina PRX2 foi significativamente menor nos tratamentos somente
com o H,O, em todos os tempos analisados. Entretanto, a diminui¢do dos niveis desta
proteina nao foi significativa no tratamento associado (SS+H,0,) na andlise de 6 horas de
recuperacdo celular. Nos tratamentos associados nas andlises de 12 e 24 horas os valores de

intensidade de fluorescéncia ficaram proximo ao do tratamento com H,O,.
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Figura 7. Expressdo de proteina do sistema de defesa antioxidante em células
HepG2/C3A tratada com SS e/ou H,O; nos tempos de 6, 12 e 24 horas de recuperagdo celular.
(SOD 1 (Superoxido dismutase 1 - Cu/Zn-SODI1), SOD2 (Superoxido dismutase 2 —
MnSOD), PRX2 (Peroxirredoxina 2), TRX1 (Tioredoxina 1), PRX2 (Peroxirredoxina 2) e
catalase). (*) Estatisticamente significativo em relagdo ao controle, p<0,05; (#)
Estatisticamente significativo em relagdo ao H,O,, p<0,05.

5.4 Discussao

A compreensdo do papel de micronutrientes relacionado a saide humana, prevencao

e tratamentos de doengas vem crescendo constantemente. Destaca-se nestes estudos, a
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atividade antioxidante que esses elementos-traco podem exercer no organismo (SHENKIN,
2006). A atividade antioxidante do selénio, por exemplo, aparenta ser responsavel pela
minimiza¢do do surgimento e progressdo de doencas que possuem estresse oxidativo como
processo central do seu desenvolvimento (LEITE et al., 2015; LAKSHMI; SUDHAKAR;
PRAKASH, 2015; YANG et al., 2009).

No6s verificamos a acdo do selenito de sodio (SS) em modelo experimental de
inducdo de estresse oxidativo por H,O, em células de carcinoma hepatocelular,
correlacionando ciclo celular e expressdo génica e proteica na busca de pontos chaves que
ajudem a entender o papel protetor do selénio em células humanas. Observamos que apesar do
SS exercer um papel citoprotetor e antigenotoxico, possivelmente por modular o sistema de
defesa antioxidante, 0 mesmo ndo foi capaz de recuperar todos os danos causados pelo
estresse oxidativo, evidenciado pela cinética de proliferagdo celular, ciclo celular e sinalizagao
de genes controladores de ciclo e danos de DNA.

O presente estudo mostrou que o SS nas concentragdes testadas (20 e 200 nM) nao
foi citotoxico. Ja as células que foram induzidas ao estresse oxidativo pelo H,O, apresentaram
uma diminuicdo da viabilidade celular. O pré-tratamento com SS antes da indugdo de estresse
oxidativo pelo H,O, apresentou uma viabilidade celular maior que o tratamento somente com
H,0; sugerindo um efeito protetor do SS.

Esses resultados assemelham-se aos encontrados na literatura, onde trabalhos
demostraram o efeito protetor de diversas formas de selénio contra a citotoxicidade de
diferentes agentes. Wang et al (2015), mostraram o efeito protetor do selenito de so6dio na
concentracdo de 1000 nM contra a citotoxicidade induzida pelo arsenito de sodio (1 e 2 uM)
por 48 horas em células NB4 e APL através no ensaio colorimétrico WST-1, entretanto 4000
nM de SS apresentou citotoxicidade e efeito sinérgico quando associado com arsenito de
sodio. Zanelatto et al (2013) também observaram o efeito protetor da L-(+)-selenometionina
(255, 510, 1275, 2550 nM) tratadas por 24 horas contra a citotoxicidade induzida pelo H,O,
(1 hora) em células HepG2 através do ensaio MTT. Neste trabalho, observou-se também que
concentragdes maiores (5100 e 10200 nM) exerceram atividade citotoxica e ndo protetoras. O
efeito protetor do acido 3,3’ — diseleno-dipropionico (DSePA) de 3290 e 32990 nM tratados
por 2 horas contra a citotoxicidade da radiagdao y (4 Gy) também foi observado em células
CHO através do ensaio MTT (CHAURASIA et al., 2014). O selenito de soédio (30 nM) e
selenometionina (10000 nM) expostos por 72 horas exerceram efeito protetor contra a

citotoxicidade dos agentes H,O, e radiagdo UVA em células LNCaP no ensaio MTT. Outros
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agentes indutores também foram avaliados neste estudo, entretanto somente os que possuem
como mecanismo de acdo a geracdo de EROs, mostrou inibicdo pelas formas de selénio
(ROSA et al., 2012). Com isso, observamos que, o selenito de sodio exerce atividade
citoprotetora em concentragcdes menores em relacdo a outras formas de selénio.

A sua atividade citoprotetora se deve em parte, a sua atividade antioxidante. Todas as
formas de selénio, quando ingeridas, sdo metabolizadas em Seleneto de Hidrogénio, um
importante metabolito que auxilia na insercdo da SeCys em selenoproteinas que compdem
enzimas do sistema de defesa antioxidante como a glutationa peroxidase, tioredoxina redutase
e algumas selenoproteinas (LIU; ROZOVSKY, 2015; COMINETTI; COZZOLINO, 2009;
KOHARYOVA; KOLLAROVA, 2008; PAPP; HOLMGREN; KHANNA, 2007). Tsuji et al
(2015) mostraram que expressdo de alguns mRNA que codificam selenoproteinas (GPX1,
SEPW1, SELH e SELK e do sistema imunologico) estdo relacionados com os niveis de selénio
no organismo assim como a eficiéncia de incorpora¢ao do SeCys pelos ribossomos na cadeia
polipeptidica. Assim, a suplementa¢ao adequada desse micronutriente ¢ importante para a
expressdo e traducdo destes importantes genes de defesa antioxidante e do sistema
imunolégico.

Diferente resposta foi observado na cinética de proliferagao celular, no qual o SS ndo
influenciou na agdo do H,0O,, pois, os tratamentos associados apresentaram valores de IC
similares ao do tratamento somente com o H,O, O perfil da curva obtida pelo RTCA no
tempo de recuperacdo celular apds os tratamentos com o H,O, (independente de pré-
tratamento com SS) ¢ similar ao apresentado por compostos que interferem no ciclo celular
(ABASSI et al., 2009) onde apds 48 horas de recuperacao celular, as curvas mantiveram os
valores do IC basicamente igual até o final do experimento. A curva de crescimento nestes
tratamentos sugere homeostase do sistema proliferativo, podendo representar equilibrio entre
morte e crescimento celular ou um efeito citostatico do tratamento, evidenciando parada de
ciclo celular. EROs causam disfuncao celular por interagir com DNA, RNA e proteinas
podendo causar alteragdes no perfil das fases do ciclo (BERRA; MENCK et al., 2006).

Por isso a analise de ciclo celular por citometria de fluxo foi realizada, onde mostrou
que a exposi¢do das células HepG2/C3A a H,O, causou acimulo de células na fase G2/M e
que o pré-tratamento com SS ndo influenciou neste efeito, corroborando com observado na
cinética de prolifera¢do celular. A retencdo do ciclo celular em G2/M causada pelo H,O; foi
observada em osteoblastos derivados de ratos (MC3T3-El) (LI et al., 2009), osteosarcoma
humana 143B (LEE et al., 2005) e epitélio de cornea humana (HLE B-3), entretanto, nesta
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ultima linhagem também foi notado que o H,O; levou a parada do ciclo celular sem induzir a
morte celular por apoptose (SEOMUN et al., 2005). Este efeito, pode ser correlacionado
também com o perfil de curva de proliferagdo celular observado no RTCA, que ndo
apresentou queda de IC, evidenciando morte celular. Com isso, observamos que apesar de
apresentar uma citoprote¢do no ensaio MTT, o SS nao foi capaz de promover a recuperacao
total da proliferacao celular, evidenciada na cinética de proliferagao celular e analise de fases
de ciclo celular.

A parada em G2 ocorre quando ¢ detectado defeitos no DNA (STARK; TAYLOR,
2000), inibigao da fragmentacdo do Complexo de Golgi (CORDA et al., 2012) ou por estresse
de Reticulo Endoplasmatico (BOUROUGAA et al., 2010), ja a parada em M esta relacionada
com problemas no fuso mitotico (NOVAK; SIBLE; TYSON, 2002). Por conta disso, o ensaio
do cometa foi realizado para avaliar a possivel atividade antigenotoxica do SS contra os danos
ocasionados pelo H,O,, visto que esse seria um mecanismo de indugdo de parada de ciclo
celular em G2/M. O Comet Length e Tail Moment apresentaram valores altos no tratamento
com H,0O, demonstrando seu efeito genotoxico. Sabe-se que EROs causa modificagdes no
DNA, como oxidagdo direta dos 4acidos nucléicos ou formacao de quebras simples ou dupla da
cadeia de DNA (BERRA; MENCK, 2006). Ja nos grupos tratados de forma associada,
observou-se reducdo da genotoxicidade do H,O,, demostrando protecao contra os danos de
DNA induzido pelo H,O.

Esses resultados corroboram com demais trabalhos que ja demostraram a acdo
antigenotoxica e antimutagénica do selénio contra outros indutores (CHAURASIA et al.,
2014; ZANELATTO, et al.,, 2013; SHOKRZADEH et al., 2013). Além da atividade
antioxidante como um possivel mecanismo de antigenotoxicidade, o selénio também pode
influenciar no sistema enzimatico reparagao de danos ao DNA (BERA et al., 2013). Rosa et al
(2012), além de observar a antigenotoxicidade do selenito de sddio e selenometionina por
agentes que induzem danos oxidativos (radiacdo UV e H,0,), também evidenciou aumento da
capacidade de reparo de DNA (reparagdo de 8-0x0G) pela suplementacao de ambas formas de
selénio, indicando outro mecanismo de a¢do desse micronutriente.

Por tanto, a analise molecular de mRNAs e proteinas voltados ao sistema de defesa
antioxidante foi realizado a fim de verificar por quais mecanismos o SS influenciou na
citoprotecdo, mas ndo na propagacdo do ciclo celular. A expressdo das proteinas SODI e

SOD2, que convertem O, em H»O,, e os niveis de mRNA de GPX1 e CAT, que por vez
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decompde o H,O, em H,O e O, foram analisados. Além disso, a expressdo das proteinas
TRX1 e PRX2 foram analisados também.

O gene GPX1 nao foi alterada no tratamento com H,0O,, entretanto observou-se um
aumento da expressdo desse gene nos grupos tratados de forma associada (SS+H,0,),
indicando uma resposta celular antioxidante induzida pelo tratamento com SS. Este gene,
codifica uma importante selenoproteina do sistema de defesa antioxidante localizada
principalmente na mitocondria e citosol em células de mamiferos (ESWORTHY; HO; CHU,
1997) e muitos trabalhos tém demostrado que sua expressdo génica, proteica e aumento da
atividade enzimatica ¢ dependente da suplementacdo de selénio visto que estd enzima ¢
tetramérica e contem em cada uma de suas subunidades um residuo de SeCys (Figura 8)
(TSUJI et al., 2015, ROSA et al., 2012; BALIGA et al., 2007; BRONZETTI et al., 2003).

Diferente resposta foi observado para a expressdo da catalase, proteina localizada
principalmente do peroxissomo. Foi observado diminuicdo do mRNAs catalase no tratamento
com H,O, Entretanto, ndo houve alteracdo da expressdao desses mRNAs no tratamento
associado, expressando niveis comparados ao do controle. Jaspers et al (2007) observaram
que o selénio ndo influenciou na transcri¢ao do gene CAT em células epiteliais de bronquios
humanos, visto que esse gene ndo ¢ dependente de selénio como o GPX1. Niveis normais nos
tratamentos SS+H,0, podem ser associados ao aumento da expressio do gene GPX1
(expressdo dependente de suplementacdo de selénio). Venkatesan et al (2007) mostraram que
o0 H,0O, pode modular fatores de transcricdo (FoxO I) e reprimir a expressao do gene CAT,
efeito este observado no tratamento somente com o H,O,. Entretanto, o aumento de GPX1
pela suplementacdo de SS podem diminuir os niveis de H,O, na célula, minimizando os
efeitos destas na célula, como a repressao da expressdo do mRNA CAT (Figura 8).

Também observou-se a diminui¢do da expressdo da proteina Cu/Zn-SODI
(superdxico dismutase) no tratamento com o H,O, e um aumento desta proteina no tratamento
com SS+H,0, quando comparado com o H,O,. Cho et al (1997) mostraram que composto
cujo mecanismo de agdo ¢ a geragdo de EROs ocasiona a repressdo transcricional do gene
SOD1 mediada pela repressao do supressor tumoral p53. A diminuicdo dos niveis dessa
proteina, estd relacionado a repressdo da transcricdo desse gene, que por vez também foi
minimizado no tratamento associado possivelmente pelo aumento de GPX1 (Figura 8).

Alteragcdes na concentragdo da proteina PRX2 (peroxirredoxina 2) também foi
evidenciado. Observou-se diminuicdo da concentracdo desta proteina em todos os tempos

analisados no tratamento com H,O,. Entretanto, essa diminui¢do nao foi tdo significativa no
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tempo mais curto avaliado (6 h). As peroxirredoxinas 2 sdo tiols cuja a fun¢do € remover
H,0; através do sistema de TRx para proteger outras proteinas contra oxidagcdo. A diminuigdo
da concentragdo desta proteina em células tratadas com H,O; ja foi evidenciada por Low et al
(2007) por conta da oxida¢do da mesma pelo H,O,. Eles também mostraram que PRX2 ¢
capaz de exercer a mesma funcdo que a catalase, quando esta se encontra inibida na célula.
Mostrando que esses seria mais um integrante do sistema de defesa antioxidante modulado
nas células tradadas com SS (Figura 8).

Contudo observamos que o tratamento com SS pode influenciar no sistema de defesa
antioxidante mediado principalmente pelo aumento da expressdo de GPX1, que codifica uma
importante selenoproteina, sugerindo que este seria 0 mecanismo pelo qual o selénio exerceu
o efeito citoprotetor e antigenotoxico. Entretanto, ndo foi observado protecdo por parte do
selénio na progressao do ciclo celular, como observado na cinética de proliferacao celular e
pela citometria de fluxo. Nossos estudos demostraram que o tratamento com H,O, regulou um
conjunto de genes para promover a parada do ciclo celular G2/M.

O gene ciclina B2 (CCNB2) teve sua expressdo reprimida no tratamento com H,O,,
enquanto que no tratamento associado, mostrou niveis de expressdo relativa normais. A
ciclina B2 esta localizada no Complexo de Golgi no qual regula a fragmenta¢do do Golgi na
divisdo celular. Este gene ¢ responsavel em regular a transi¢ao de G2 para M pela formacgao
do complexo ciclina B2/CDK1 (GONG; FERRELL, 2010). Com isso, observamos que o SS
pode modular a transcricao desse gene, ndo sendo ele, a influenciar a retengdo das células em
G2/M no tratamento associado. Sugerindo também que a inibicdo da fragmentacdo do
Complexo de Golgi ndo seria o0 mecanismo pelo qual as células permanecessem retidas em
G2/M (Figura 8).

Além desse efeito, o selénio exerce prote¢do contra outros fatores que bloqueiam a
célula em G2/M. Zanelatto et al (2013) observaram que o H,O, induz a expressao dos genes
ERN1 e TRAF2 que por vez traduzem os sinais a partir do citosol para o reticulo
endoplasmatico durante o estresse de reticulo. O tratamento associado com a SeMet mostrou
uma diminuicdo da expressdo desses genes quando comparado com o H,0,, mostrando que
este micronutriente pode minimizar o efeito de estresse de reticulo ocasionado pelo H,O».

Alguns mRNAs de inibidores de quinase dependentes de ciclina pertencente a
familia CIP/KIP (CDKN1AP?/WAFICIPL o cpKN1CP7KIP2) ¢ INK4 (CDKN2BP' Y™Ky tiveram
sua expressao aumentada nos tratamentos com H,O; independente do pré-tratamento com o

SS, mostrando que este micronutriente ndo influenciou na expressdo desses genes. Esses
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genes sdo regulados positivamente em resposta a danos nas células onde os inibidores da
familia CIP/KIP podem inibir todos os complexos ciclina/CDK formados no ciclo celular,
como os complexos entre a transicdo de G2/M. Seomun et al (2005) e Xie et al (2000)
observaram o aumento da expressdo da proteina p21 em células tratadas com H,O,. Este
aumento também ¢ influenciado por danos no DNA, no qual ¢ confirmado pela expressao do
mRNA GADDA45A, gene altamente expresso em resposta a danos no DNA e que teve sua
expressdo aumentada nos grupos tratados com H,O; independente do pré tratamento com SS
também. Para este gene, entretanto, o tratamento associado obteve uma expressdo de mRNAs
relativa menor, que por vez podemos correlacionar com os resultados encontrados no ensaio
do cometa, onde se observou danos no DNA nos grupos tratados com H,O, e uma diminui¢do
desses efeitos nos grupos associados. Contudo, observamos tanto no ensaio cometa como na
expressdo do gene GADDA45A, que o SS ndo minimizou totalmente o efeito do H,O,,
sugerindo que esse também seria um mecanismo pelo qual o SS nao modulou os efeitos do
H,0; na progressao do ciclo celular. A proteina GADD45a ¢ estimulada em resposta a danos
no DNA, onde ela se liga a CDK1 deixando-a inativa contribuindo para a prisdo da célula em
G2 também (Figura 8) (SALVADOR; BROWN-CLAY; FORNACE, 2013).

O gene CDKNICP" 2 codifica um inibidor especifico do complexo
CDK4,6/ciclina D que por vez atua em G1. Nao foi observado a retengao das células nesta
fase do ciclo na andlise por citometria neste trabalho, porém outros trabalhos evidenciaram
que o H,O, também podem induzir a parada celular em G1 (Figura 8) (BARNOUIN et al.,
2002; DESHPANDE et al., 2002; ANUSZEWSKA; WOZNIAK; SKIERSKI, 2000).

Nos tratamentos somente com SS observou-se a diminui¢do da expressao dos genes
CDKN1C e CDKN2B. Sendo esses genes codificadores de inibidores de complexo
CDK/ciclina, estudos tém demostrado que a diminuicao da expressdao do gene CDKNI1C e sua
proteina estd relacionada com a aceleragdo do crescimento celular em carcinomas
hepatocelular (GUO et al., 2011). Este efeito na expressao génica dos inibidores de quinases
dependente de ciclina esta relacionado ao aumento da proliferagdo celular nos grupos tratados
com SS quando comparado com o controle no ensaio RTCA sugerindo uma melhor

performance proliferativa nos grupos tratados com SS.
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Figura 8. Esquema representativo das alteragdes ocorridas nas células conforme o tratamento.
No tratamento com H,O; (a), observou-se alteragdes nos mRNAs e proteinas do sistema de
defesa antioxidante, assim como o mRNAs relacionado ao ciclo celular e danos de DNA,
ocasionando a retengao das células em G2/M. No tratamento H,O,+SS (b) observou alteragao
do sistema de defesa antioxidante, mRNAs de ciclo celular e danos de DNA (representado de
cinza) pelo SS. Entretanto, nem todos os mRNAs foram normalizando, ocasionando a
retengdo das células em G2/M também.

5.1 Conclusao

Dessa maneira, nossos resultados sugerem que o SS pode atuar como um composto
protetor adquirido pela alimentacdo contra o estresse oxidativo principalmente através da
modulagdo de GPX1, que por vez pode ser influenciado principalmente pela condigdo de vida

do ser humano. Porém, ¢ necessario investigar até que ponto, este micronutriente, exerce uma



48

protecao eficaz, visto que, foi o mesmo ndo influenciou no bloqueio do ciclo celular
ocasionado pelo H;O,. Sugerindo que defeitos oxidativo nas células, nao foram totalmente

reparados por esse micronutriente.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Nossos resultados demonstram que a suplementagdo do SS ndo exerce efeito
citotoxico e genotoxico em células HepG2/C3A. Além disso, foi observado efeito protetor
frente a citotoxicidade e genotoxicidade causado pelo H,O, possivelmente pelo aumento da
expressao do gene GPX1 que codifica um importante selenoproteina do sistema de defesa
antioxidante da célula. Entretanto, ndo houve total recuperacdo da proliferacdo celular nos
grupos pré-tratados em relacdo ao tratamento com H,O,. Possivelmente este efeito esta
associado ao bloqueio das células nas fases G2/M que também foi sinalizado pelos genes
controladores de ciclo impedindo a continuidade do crescimento celular, também relacionado
aos danos no DNA.

Além disso, estudos futuros devem levar em consideragdo as consequéncias celulares
da repressao de genes inibidores de quinases dependente de ciclina por SS e como esses

efeitos podem ser benéficos ou prejudiciais aos seres humanos.
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APENDICE A
Tabelas

Tabela 1. Valores de absorbancia em 540 nm (médias = desvio padrdo) obtida no Ensaio de
Citotoxicidade (MTT). Valores obtidos apos 24 horas de tratamento com selenito de sodio, 2
horas com o perdxido de hidrogénio (300 uM) e 22 horas de recuperacao celular.

Absorbancia
Tratamentos Média + desvio padrao
Controle 0,493611 + 0,046825
H,0, 0,331055 + 0,02007 *
SS 20 nM 0,473444 + 0,36894 #
SS 200 nM 0,477556 + 0,029996 #
SS 20 nM + H,0O, 0,409167 +0,024937 #
SS 200 nM + H,O, 0,418389 + 0,045867 #

ANOVA seguida de Teste de Dunnet;
* Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0,05);
# Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle positivo (p < 0,05).

Tabela 2. Valores médios de IC obtidas no ensaio RTCA no periodo de recuperagado celular
em leituras a cada 24 horas. Apos a adi¢do de meio novo, o indice celular foi normalizado.
(Leitura foi realizada a cada 30 minutos durante 96 horas).

SS 20 nM SS 200 nM
Controle H,0, SS20nM SS 200 nM + H,0O, + H,0O,
24 Horas 1,79+0,1 1,56+0,08* 1,87+0,06# 1,84+0,08# 1,68+0,03 1,63+0,11
48 Horas 3,16+0,21 2,61+0,18* 3,31+0,12# 3,27+0,26# 2,88+0,06 2,79+0,27
72 Horas 4,13+0,27 2,93+0,19% 4,35+0,12# 4,44+0,26# 3,33+0,09* 3,19+0,37*
96 Horas 5,25+0,37 3,234+0,26* 5,57+0,18# 5,76+0,28# 3,81+0,14* 3,64+0,58*
ANOVA seguida de Teste de Dunnet;

* Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0,05);
# Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle positivo (p < 0,05).

Tabela 3. Média das porcentagens da distribuicao das células nas fases do ciclo celular (G1,
S e G2/M). Valores obtidos apds 24 horas de recuperagao celular.

G1+DP (%) S+DP (%) G2/M=DP (%)
Controle 43,7+4,72 16,73+2,43 39,43+2.28
H,0, 24,2346,67* 18,53+7,1 57,06+7,07*
SS 20 nM 44.43+4.74 16,96+3,45 38.43+2.48
SS 200 nM 44,1+5,05 17,26+4,35 38.4343,12
SS 20 nM + H,0, 24,76+4,47* 14,1345,15 60,9+4,7*
SS 200 nM + H,0, 24,3342 45% 14,1346,76 61,26+7,65%

ANAVA seguida de Teste de Kruskal-Wallis/Dunn.
* Diferenga significativamente estatistica em relagio ao controle negativo (p<0,05).
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Tabela 4. Média e desvio padrao dos resultados encontrado no Ensaio do Cometa utilizando o
programa CometScore®. Valores obtidos apos 24 horas de tratamento com selenito de sodio e
2 horas com o perdxido de hidrogénio (300 uM).

Comet Length (px) +DP Tail Moment +£DP
Controle 44,17+ 0,93 0,004 + 0,003
H,0, 147,45 + 11,00* 20,97 + 6,80*
SS 200 nM 42,42 + 1,04 # 0,000006 + 0,000001 #
SS 200 nM + H,0, 116,98 £ 10,11* # 10,99 £2,61* #

ANOVA seguida de Teste de Dunnet;
* Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0,05);
# Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle positivo (p < 0,05).

Tabela 5. Iniciadores utilizados na RT-qPCR.

Gene Forward Reverse
ACTB F CGG GAA ATC GTG CGT GACAT 3 5" AGG AAG GAA GGC TGG AAGAG 3’
GPX1 5’ CAACCAGTITTGGGCATCAG?ZS 5’ CGA TGT CAA TGG TCT GGA AG3’
CAT 5’ CAT CGC CACATG AATTA 3 5" CCA ACT GGG ATGAGAGGGTA Y
CCN2B 5 ATT TTT ACA GGT TCA GCC AG 3’ 5’ ATC TCC TCA TAC TTG GAA GC 3’
CDKN1A 5 CAG CAT GAC AGA TTT CTA CC3’ 5’ CAG GGT ATG TAC ATG AGG AG3’
CDKN1C 5" CAA GTC TGT TAA AAT GGT TCC 3° 5’ TTTTTG CAGCATTITTCG G 3’
CDKN2B 5 GAC TAG TGG AGA AGG TGC 3’ 5’ TCA TCA TGA CCT GGA TCG 3’
GADD45 5 TCA GCG CAC GAT CAC3 TGT C 3’ 5° CCA GCA GGC ACA ACA CCAC 3’
A

Tabela 6. Expressdao relativa normalizada com o gene de referéncia ACTB utilizando o
programa REST. Os valores de fold-change representam quantas vezes o gene foi mais ou
menos expresso em relacdo ao grupo controle.

Gene Tratamento Expressao Std. Error Fold-change
GPX1 SS 200 nM 1,597 0,824 — 3,706 1,597
H,0, 1,124 0,546 — 2,631 1,124
SS 200 nM + H,0, 2,661 1,107 — 4,922 2,661
CAT SS 200 nM 1,133 0,884 — 1,390 1,133
H,0, 0,485 0,429 — 0,540 -2,06
SS 200 nM + H,0, 0,868 0,736 — 1,025 -1,15
CCN2B SS 200 nM 0,856 0,406 — 1,901 1,16
H,0, 0,446 0,196 — 0,868 -2,24
SS 200 nM + H,0, 0,673 0,293 — 1,539 -1,48
CDKNI1A SS 200 nM 0,969 0,657 — 1,506 -1,03
H,0, 6,013 3,821 - 8,903 6,013
SS 200 nM + H,0, 7,885 5,026 — 12,578 7,885
CDKN1C SS 200 nM 0,236 0,141 — 0,401 423
H,0, 2,351 1,413 - 4,204 2,251
SS 200 nM + H,0, 2,128 1,088 — 4,148 2,128
CDKN2B SS 200 nM 0,494 0,329 — 0,734 2,02
H,0, 2,048 1,569 — 2,855 2,048
SS 200 nM + H,0, 2,385 1,686 — 3,658 2,385
GADD45A SS 200 nM 0,782 0,475 1,123 127
H,0, 3,981 2,504 - 5,971 3,981
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\ SS 200 nM + H,0, |

3,119 |

1,951 —-5,091

\ 3,119

Tabela 7. Valores de média em RT-qPCR em tempo real dos genes estudados em células
HepG2/C3A apds 6 horas de recuperagdo celular.

Controle x H,0,
Controle H,0, Eficiéncia Média Delta Ct EACa Razio
GPX1 Eficiéncia 2 2 2
Ct 18,75 18,53 0,216667 | 1,162045587
1,429985
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 |14,824333 -0,299333 | 0,812627823
Controle x SS 200 nM
Controle | SS 200 nM | Eficiéncia Média Delta Ct E2Ce Razio
GPX1 Eficiéncia 2 2 2
Ct 18,75 18,023333 0,723333 | 1,650992233
1,446266
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,334 0,191 1,141554707
Controle x H,O, + SS 200 nM
Controle | H;O, +SS | Eficiéncia Média Delta Ct EACY Razao
GPX1 Eficiéncia 2 2 2
Ct 18,75 17,286667 1,46 2,751083636
2,310172
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,273 0,252 1,190856849
Controle x H,0,
Controle H,0, Eficiéncia Média Delta Ct EAC Razao
CAT Eficiéncia 2 2 2
Ct 21,18 22,178 -0,997333 0,500925051
0,616426
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 |14,824333 -0,299333 | 0,812627823
Controle x SS 200 nM
Controle | SS 200 nM | Eficiéncia Média Delta Ct EACd Razao
CAT Eficiéncia 2 2 2
Ct 21,18 20,952333 0,228333 | 1,171480819
1,026215
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,334 0,191 1,141554707
Controle x H,O,+ SS 200 nM
Controle | H,0,+ SS | Eficiéncia Média | Delta Ct E*C1 Razio
CAT Eficiéncia 2 2 2
Ct 21,18 21,337667 -0,157 0,89688816
0,753145
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,273 0,252 1,190856849
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Controle x H,0;
Controle H,0, Eficiéncia Média | Delta Ct EACY Razio
CCN2B Eficiéncia 2 2 2
Ct 22,79 23,903333 -1,116667 0,461158097
0,56749
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 |14,824333 -0,299333 | 0,812627823
Controle x SS 200 nM
Controle | SS 200 nM | Eficiéncia Média | Delta Ct EACY Razio
CCN2B Eficiéncia 2 2 2
Ct 22,79 22,963333 -0,176667 | 0,884744831
0,775035
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,334 0,191 1,141554707
Controle x H;O,+ SS 200 nM
Controle | H,O, +SS | Eficiéncia Média | Delta Ct | Razio
CCN2B Eficiéncia 2 2 2
Ct 22,79 23,31 -0,523333 | 0,695762422
0,58454
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,273 0,252 1,190856849
Controle x H,0,;
Controle H,0, Eficiéncia Média Delta Ct EAC Razao
CDKN1A Eficiéncia 2 2 2
Ct 21,08 18,446667 2,636 6,21605815
7,64933
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 |14,824333 -0,299333 | 0,812627823
Controle x SS 200 nM
Controle | SS 200 nM | Eficiéncia Média Delta Ct EAC Razao
CDKN1A Eficiéncia 2 2 2
Ct 21,08 21,08 0,002667 | 1,001850102
0,877619
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,334 0,191 1,141554707
Controle x H;O,+ SS 200 nM
Controle | H,0, +SS | Eficiéncia Média | Delta Ct EA¢d Razio
CDKN1A Eficiéncia 2 2 2
Ct 21,08 18,055667 3,027 8,151129573
6,84476
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,273 0,252 1,190856849
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Controle x H,0,
Controle H,0, Eficiéncia Média Delta Ct EACY Raziao
CDKN1C Eficiéncia 2 2 2
Ct 31,87 30,592 1,281333 2,430635115
2,99108
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 |14,824333 -0,299333 | 0,812627823
Controle x SS 200 nM
Controle | SS 200 nM | Eficiéncia Média Delta Ct EACe Raziao
CDKN1C Eficiéncia 2 2 2
Ct 31,87 33,907 -2,033667 | 0,244233556
0,213948
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,334 0,191 1,141554707
Controle x H,O,+ SS 200 nM
Controle | H,O, + SS | Eficiéncia Média Delta Ct EACd Razao
CDKN1C Eficiéncia 2 2 2
Ct 31,87 30,735667 1,137667 | 2,200248795
1,847618
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,273 0,252 1,190856849
Controle x H,0,
Controle H,0, Eficiéncia Média Delta Ct EACa Raziao
CDKN2B Eficiéncia 2 2 2
Ct 29,08 28,000333 1,082167 2,117213366
2,605391
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 |14,824333 -0,299333 |0,812627823
Controle x SS 200 nM
Controle | SS 200 nM | Eficiéncia Média Delta Ct EACa Raziao
CDKN2B Eficiéncia 2 2 2
Ct 29,08 30,052667 -0,970167 | 0,51044709
0,447151
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,334 0,191 1,141554707
Controle x H,O, + SS 200 nM
Controle | H,O, +SS | Eficiéncia Média Delta Ct EACY Razao
CDKN2B Eficiéncia 2 2 2
Ct 29,08 27,780333 1,302167 |2,465989517
2,070769
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,273 0,252 1,190856849
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Controle x H,0,
Controle H,0, Eficiéncia Média | Delta Ct EACY Razao
GADD45A Eficiéncia 2 2 2
Ct 22,05 20,012 2,041 4,115306832
5,064196
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 | 14,824333 -0,299333 |0,812627823
Controle x SS 200 nM
Controle | SS 200 nM | Eficiéncia Média | Delta Ct EACe Raziao
GADD45A Eficiéncia 2 2 2
Ct 22,05 22,360667 -0,307667 |0,807947432
0,707761
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,334 0,191 1,141554707
Controle x H,O,+ SS 200 nM
Controle | H,O, +SS | Eficiéncia Média | Delta Ct EACd Razao
GADD45A Eficiéncia 2 2 2
Ct 22,05 20,364 1,689 3,224331326
2,707573
Eficiéncia 2 2 2
ACTB
Ct 14,525 14,273 0,252 1,190856849

Tabela 8. Média da Intensidade de Fluorescéncia e desvio padrdo obtidos na analise de
proteina utilizando o aparelho MAGPIX® System. Valores obtidos apds 24 horas de
tratamento com selenito de sodio e 2 horas com o peroxido de hidrogénio e mais 4, 10 e 22
horas de recupera¢do celular.

Recuperacao SS 200 nM +
celular ControlezDP| H,0,+DP |SS 200 nM+DP H,0,-DP

6 horas | 2577,24337,3 | 1936,64+328,2 | 2040,9+690,5 | 2197,1+480,5

Catalase 12 horas | 2649+510,1 | 2077,5+488,8 | 3028+920,5# | 2057,8+436,4
24 horas |2689,2+600,2 | 1962,3+596,5 | 3143,9+794,3# | 2647,1+780,8
6 horas 1560,6+98,7 | 1483,5+87,9 | 1428,7+289,1 | 1552,0+151,1

SOD1 12 horas | 1778+143,6 | 1542,1+197,2 | 1874,0+253,6# | 1602,2+144,6
24 horas | 1871,7+£80,2 |1512,6+184,6* | 1928,9+134,8# | 1775,8+179,1#
6 horas 7672,5+601,1 | 7094,9+569,0 | 6836,6+1689,5 | 7291,5+1225,5
SOD2 12 horas | 8183,5+£720,3 | 75841,5+£949,9| 8655+726,6 | 7663,7+807,9
24 horas |7719,84693,8 | 7583,1+704,3 | 8357+737,2 | 8007,5+860,2
6 horas 6266,8+227,5 | 5936,3£256,4 | 5870,9+888,5 | 5930,9+751,6
TRX1 12 horas |6842,5+451,6 | 6365,5+413,9 | 6728,0+695,4 | 5942,6+826,1

24 horas |6920,7+183,2 | 6579,5+336,8 | 7130,0+236,4# | 6866,0+409,0
6 horas 1427+452,7 | 1249,5+60,7* | 1339,1+171,1 1291,6+61,6

PRX2 12 horas | 1699,9+114,7 | 1140,6+93,9* | 1654,0+148,0# | 1181,1+150,1*
24 horas | 1641,3£83,3 | 1383,5+75,6* | 1576,5+46,9# |1454,1£102,6*

ANOVA seguida de Teste de Dunnet;
* Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0,05);
# Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle positivo (p < 0,05).
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