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INTRODUCAO

Compostos organicos funcionalizados com calcogénios, especialmente aqueles com
selénio em sua composicdo, vém recebendo crescente atencdo voltada para o
reconhecimento e entendimento, em nivel molecular, de suas diferentes atividades bioldgicas.
Particularmente, difenildisseleneto (DPDS) é um dos compostos mais estudados dessa classe
e acredita-se que sua atividade bioldgica, e de outros compostos contendo selénio, possa
estar associada a alteracé@o do estado redox de tiois intracelulares (FREI et al., 2007; GLASER
et al., 2013).No entanto, O DPDS apresentou efeito protetor sobre a peroxidagdo lipidica
induzida por acido quinolinico, que superestimula o sistema glutaminérgico, diminuindo assim,
de forma concentracdo-dependente, a geracdo de substancias reativas ao acido tiobarbittrico
(TBARS) (ROSSATO et al., 2002; POSSER et al., 2008; MEOTTI et al., 2004; GHISLENIA et
al., 2003). Além disso, ndo afetou a viabilidade celular de fatias de hipocampo de rato, pelo
contrario, aumentou a viabilidade dos mesmos na presenca de peréxido como agente
estressor (POSSER et al., 2008). Suas propriedades hepatoprotetoras também foram
associadas a diminuicdo de disfungbes mitocondriais e atenuacdo dos danos causados por
metilmercurio em ratos (CARVALHO et al., 2013; CORTE et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

OBJETIVOS

Avaliar o possivel efeitocitotoxico de difenil disseleneto em células de
hepatocarcinoma humano (HepG2), explorando os mecanismaos moleculares envolvidos.

METODOLOGIA

O difenil disseleneto (DPDS) foi sintetizado, purificado, caracterizado e cedido pelo
Prof. Dr. Rodrigo L. O. R. Cunha (UFABC) e a solucao estoque de DPDS foi preparada em
DMSO (Sigma-Aldrich, pureza = 99 %). Para os experimentos, a concentragdo maxima de
DMSO usada ndo apresentou efeito mensuravel sobre os parametros analisados. As células
HepG2 (hepatocarcinoma) foram cultivadas em meio DMEM high glucose (Sigma-Aldrich,
USA) suplementado com soro fetal bovino 10% (v/v) inativado por calor (Gibco, South
Americaorigin), antibiéticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 pg/ml) (Gibco), com pH
7.2. Para os ensaios, células (9x10°cells/cm?) foram incubadas com DPDS por 24h. Para o

1



“MG Revista Cientifica UMC

UNIVERSIDADE Edicio Especial PIBIC, outubro 2018 * ISSN 2525-5250

teste de reducdo de MTT, adicionou-se 10uL de MTT (5mg/ml) por 4h e 100uL de SDS 10%
overnight. A absorbéancia foi lida em 570nm / 620nm (BiochromAsys Expert Plus Microplate
Reader, BiochromLtd., UK). No teste de exclusdo do Azul de Tripan, as células foram
suspensas com tripsina, centrifugadas (160xg por 10 minutos) e suspensas em 500uL de
meio DMEM suplementado. Foram adicionados 20pl de suspenséo celular em 20ul de Azul
de Tripan 0.016% e observadas por microscopia utilizando camera de Neubauer. A dupla
marcacdo com anexina V-FITC/PI foi realizada suspendendo as células em 50uL de tampéao
Anexina (HEPES 0,1 M, NaCl 1,4 M, CaCl2 2,5 M) mais 5pl de solu¢gdo Anexina V-FITC (BD
Biosciences, EUA) e 5ul de iodeto depropidio (BD Biosciences, EUA),incubando no escuro
por 20 minutos. Apds adicdo de 300uL de tampdo anexina, a emissao da fluorescéncia foi
medida em citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD Biosciences), adquirindo 10.000 eventos por
amostra. Para as andlises graficas e estatisticas foram usados os programas Origin 9.1
(Microcal™ Software, Inc.), Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc.) e FlowJo vX.0.7 (Ashland,
EUA). Os tracados sdo representativos e os dados quantitativos sdo provenientes de no
minimo trés experimentos independentes (n=3), sendo apresentados como média + SEM (erro
padrdo da média). Quando pertinente, a andlise da significAncia estatistica dos dados
experimentais foi avaliada por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo p6s-teste de Tukey,
considerando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A incubagédo das células de hepatocarcinoma humano HepG2 com o DPDS resultou
em aumento da absorbancia do MTT em relacdo ao controle sem droga, sugestivo de
estimulacdo da proliferacéo celular (Fig. 1). Visto que o resultado obtido € incomum, o DPDS
foi incubado com o MTT na auséncia de células e o resultado obtido foi o mesmo, indicando
gque trata-se de uma interferéncia redox da droga com o MTT. Apesar de outros estudos
utilizarem esse método para avaliar viabilidade celular apés incubacédo com DPDS (Bruggisser
et al., 2002), nossos resultados mostraram que esse método é inviavel para avaliar a
citotoxicidade de DPDS, gerando artefatos experimentais.
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Fig. 1. Efeito do DPDS sobre a viabilidade celular: As células incubadas com o DPDS
por 24 horas a 37°C em atmosfera de CO2 5% mostraram efeito de estimulagéo da
proliferac&o celular.

Dessa forma, a viabilidade das células HepG2 incubadas com DPDS foi avaliada pelo
método de exclusdo do azul de Tripan. Pode se observar na Fig. 2 que o DPDS diminuiu a
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viabilidade celular de forma concentracdo-dependente e o valor de ECso de calculado foi de
25,7 £ 0,1uM. Estudos preévios ja sugeriram a citotoxicidade do DPDS em linhagens tumorais
(POSSER et al., 2011; NEDEL et al., 2012; DIAZ et al., 2017) e também em nao-tumorais

(BUENO et al., 2013).

HepG2
100

803

G0

A0 =

(% de confrole)

20 -

Viahilidade celular

D L] L] T L] L] T L] 1
1] 25 50 F5 100 125 150 175 200

DPDS {uM)

Fig. 2. Efeito do DPDS sobre a viabilidade de células HepG2 avaliada pelo método
de excluséo do Azul de Tripan. As células HepG2 foram incubadas por 24 horas a 37°C
em atmosfera de CO2 5%, com diferentes concentractes de DPDS. A viabilidade celular
foi determinada pelo teste de exclusao do Azul de Tripan. Os valores estdo apresentados
como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes.

Para um melhor entendimento da citotoxicidade do DPDS em células HepG2, foi
realizado um experimento de citometria de fluxo com dupla marcacao fluorescente usando
anexina V-FITC e iodeto de propideo (PI), além do uso dos dados de SSC (side scatter) e
FSC (foward scatter) da citometria em células ndo marcadas para definir a populagéo de
células mortas e viaveis. Como pode ser observado na Fig. 3A, a adicao de DPDS diminuiu
a populacéo de células viaveis, corroborando a Fig. 2. No ensaio com marcagao por anexina
V-FITC/PI, o DPDS induziu um aumento da populacdo duplamente marcada com anexina
V-FITC/PI (Fig. 3B), que é sugestivo de apoptose tardia, que também foi relatada em
estudos prévios com esse composto (Posser et al., 2011; Nedel et al., 2012).
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Fig. 3. Caracterizacdo da morte celular: As células HepG2 foram incubadas com DPDS

por 24 horas a 37°C em atmosfera de CO, 5% (A)Aumento de granularidade e diminui¢ao
do tamanho das células incubadas com DPDS ao comparar ao controle. (B) Dupla

marcacgao de células incubadas com DPDS sugerindo apoptose tardia.
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CONCLUSAO

O difenildisseleneto induziu apoptose em células de hepatocarcinoma humano HepG2.
A morte foi decorrente da permeabilizacdo da membrana mitocondrial e esse efeito foi
associado com a oxidacao de grupamentos tidlicos de proteinas mitocondriais por efeito direto
do composto. Dessa forma, esses resultados auxiliam a esclarecer os mecanismos de
citotoxicidade de difenildisseleneto, e apontam para o potencial antitumoral deste composto.
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