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RESUMO

Canceres intestinais sao correlacionados com a dieta. Assim, a determinacéo e
compreenséao das interacdes nutriente-genoma € importante. O presente trabalho
avaliou a acdo do selénio oligoelemento na citotoxicidade de proliferacéo celular, e
na inducao de apoptose in situ e na expressao dos genes CASP9, BCL-XL e APC
em células de adenocarcinoma intestinal (HT29). Células HT29 foram cultivadas e
tratadas com selénio nas concentragdes de 5, 50 e 500 ng/mL, com ou sem 0
agente indutor de danos doxorrubicina. Essas células foram entdo avaliadas por
meio do ensaio de citotoxicidade (MTT), proliferacdo celular e na inducdo de
apoptose in situ. Para avaliar a expressao génica, apenas as células tratadas com
500 ng/mL de selénio foram utilizadas. O RNA foi extraido a partir dessas células,
e as expressdes de CASP9, BCL-XL e APC foram analisadas pelo método de RT-
PCR. O gene GAPDH foi utilizado como gene de referéncia. O MTT mostrou que o
selénio nao foi toxico em qualquer uma das concentracdes testadas. O ensaio de
proliferacdo celular mostrou que o selénio ndo interfere com a proliferacéo celular
nas trés concentracdes testadas. Em contraste, quando as trés concentracfes
foram combinadas com a doxorrubicina, uma diminuicdo significativa na taxa de
proliferacéo celular foi observada. A taxa de apoptose foi significativamente maior
no selénio (500 ng/mL) e doxorrubicina. A expressdo CASP9 foi aumentada e
expressao BCL-XL diminuiu no selénio (500 ng/mL) e o grupo de doxorrubicina. A
expressao do gene APC foi significativamente maior no grupo selénio sozinho.
Estes resultados mostram que a apoptose selénio aumenta, especialmente
guando estd associado com um agente de inducdo de danos. Além disso, o
selénio tem um papel importante na expressdao do gene APC, que esta

relacionada com a regulacéo do ciclo celular.

Palavras-chave: Selénio, CASP9, APC, BCL-XL, proliferacédo, apoptose.



ABSTRACT

Intestinal cancers are correlated with diet. Thus, determining and understanding
nutrient-genome interactions is important. The present work assessed the action of
the oligoelement selenium on cell proliferation, cytotoxicity, and in situ apoptosis
induction and on the expression CASP9, BCL-XL and APC genes in intestinal
adenocarcinoma cells (HT29). HT29 cells were cultured and treated with selenium
at concentrations of 5, 50 and 500 ng/mL with or without the damage-inducing
agent doxorubicin. These cells were then evaluated for cytotoxicity (MTT), cell
proliferation and in situ apoptosis induction. To evaluate gene expression, only the
cells treated with 500 ng/mL of selenium were used. RNA was extracted from
these cells, and the expressions of CASP9, BCL-XL and APC were analyzed by
the RT-PCR method. The GAPDH gene was used as a reference gene. The MTT
assay showed that selenium was not cytotoxic at any of the concentrations tested.
The cell proliferation assay showed that selenium did not interfere with cell
proliferation at the three concentrations tested. In contrast, when the three
concentrations were combined with doxorubicin, a significant decrease in the
proliferation rate was observed. The apoptosis rate was significantly increased in
the selenium (500 ng/mL) and doxorubicin group. CASP9 expression was
increased and BCL-XL expression decreased in the selenium (500 ng/mL) and
doxorubicin group. APC was significantly increased in the selenium group alone.
These results show that selenium increases apoptosis, especially when it is
associated with a damage-inducing agent. Also, selenium has an important role in

the expression of the APC gene, which is related to cell cycle regulation.

Key words: Selenium; oligoelement; gene expression; RNA.
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INTRODUCAO

1.1Consideragdes iniciais

O século XX foi marcado por um aumento da expectativa de vida
da populacdo, uma vez que, com o advento de medicamentos contra patdégenos
infecciosos, o nimero de mortes por doencas agudas diminuiu significativamente.
Em contrapartida, cada vez mais as doencgas cronicas degenerativas, tais como
doencas cardiovasculares, doencas cerebrovasculares e canceres tém aumentado
sua incidéncia. Diferentemente das doencas agudas, as doencas cronicas tém
origens multifatoriais, e sdo cada vez mais agravadas com a evolucdo da
sociedade (FERGUSON, 1994).

O desenvolvimento de estratégias preventivas contra doencas
cronicas tem contribuido para o aumento da expectativa e qualidade de vida da
populacéo, sendo a prevencdo amplamente utilizada (DE FLORA e FERGUSON,
2005). Atualmente, mais de 500 agentes quimicos estdo sendo analisados em
relacdo a sua atuacdo na quimioprevencdo do cancer. Cerca de 30 classes de
substancias quimicas diferentes apresentam esse potencial (FERGUSON, 1994;
DE FLORA e FERGUSON, 2005).

Dentre os agentes que vém sendo analisados quanto ao potencial
guimioprotetor para o cancer, os componentes da dieta tém sido os mais bem
avaliados, visto que o consumo adequado de determinados alimentos tem a
propriedade de proteger o DNA e, consequientemente, evitar o desenvolvimento
de diversos canceres (POOL-ZOBEL, 2002). Nesse sentido, estudos
epidemiolégicos tém demonstrado associacdes estatisticamente significativas
entre dieta e estilo de vida, com aumento da incidéncia e severidade de doencas
cronicas (KOLONEL et al., 2004). Tais estudos apresentam evidéncias de que 0s
alimentos fornecem nutrientes e substancias bioativas que podem alterar a

expressao génica (KAPUT et al., 2007a).
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E nesse contexto que surgiu a ciéncia nutrigendmica, integrando
duas areas de pesquisa antes ndo correlatas: a genética e a nutricdo. A
abordagem mais conhecida da nutrigenémica € o estudo das associacoes dieta -
gene — fendtipo, a qual utiliza métodos epidemiolégicos e de genética molecular
para encontrar associacfes estatisticas entre genes, alimentos e caracteristicas
bioldgicas, incluindo doencgas (KAPUT e RODRIGUES, 2004).

Atualmente, estd claro que a deficiéncia de certos nutrientes
aumenta o risco de doencas, e, por outro lado, a niveis altos de ingestao, muitos
nutrientes podem ndo mais ser benéficos, e o risco de doengas pode aumentar.
Além disso, a resposta a um determinado nutriente ndo € a mesma para todos os
individuos (KAPUT, 2007b). Por razbes metabdlicas, ambientais ou genéticas, 0s
individuos apresentam diferentes respostas a nutrientes e alimentos, e iSsO se
reflete em diferentes niveis de beneficios e riscos a ingestdo de um mesmo
nutriente. Assim, a ingestdo particular de um nutriente pode oferecer risco a
alguns individuos, mas nédo a outros, ou um beneficio a alguns individuos e néo a
outros (KAPUT, 2007b). Dessa forma, entende-se a necessidade de se avaliar
diversos micronutrientes e a sua interacdo com o genoma celular.

A atividade antioxidante do selénio, por exemplo, parece ser
responsavel pela sua eficacia no tratamento de doencas que tém como processo
central do seu desenvolvimento o estresse oxidativo. Além da atividade
antioxidante, determinados compostos de selénio apresentam atividades
neuroprotetoras, antiinflamatérias, hepatoprotetoras, apoptéticas e, em especial,
anticarcinogénicas (EL-BAYOUMY, 1991a; STAPLETON et al., 2000, ROSSATO
et al., 2002; PORCIUNCULA et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2003; BURGUER et
al., 2005; ZASSO et al., 2005; BORGES et al., 2006). Devido a tais aspectos
citados anteriormente, na Ultima década, tém crescido o interesse pela
investigacdo dos papeéis de diferentes compostos de selénio como agente
terapéutico em diversas doencas cronicas degenerativas, tais como 0s canceres.

O cancer colorretal € o segundo tipo de cancer mais diagnosticado
em paises desenvolvidos, sendo também o segundo maior em mortalidade

(STEVENS et al., 2006). Sendo esta uma patologia intimamente relacionada ao
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estresse oxidativo, a eventos apoptéticos, e em especial a dieta, (PIENTA et al.,
1989; BOS e KREWJIL, 1992; PITOT, 1993; KERR et al., 1994; POOL-ZOBEL,
2002; BUDDINGTON et al., 2007), células de adenocarcinoma intestinal (HT29)
tornam-se uma boa ferramenta de estudo da atividade do selénio.

No presente estudo o micronutriente selénio foi avaliado de acordo
com sua acgdo na cinética de proliferacdo celular, citotoxicidade, inducao de
apoptose e conforme a expressdo génica em células de adenocarcinoma

intestinal.

1.2 Nutrigenbmica

A gendmica nutricional estd baseada nos conceitos e dados de
disciplinas que historicamente tém sido consideradas campos diferenciados da
pesquisa (KAPUT e RODRIGUES, 2004). O aspecto mais distinto da
nutrigendmica € o estudo da associacdo gene-dieta, a qual utiliza métodos de
genética molecular, epidemiologia e bioinformatica para encontrar associacdes
estatisticas entre genes, alimentos e aspectos bioldgicos (KAPUT et al., 2007a).

Essa associacdo € baseada na ocorréncia natural dos componentes
alimentares e na incidéncia de doencas crbénicas na populacdo. Os resultados
desses estudos garantem informagéao e conhecimento das influéncias ambientais
no desenvolvimento da saude e da doenca, e de como os alimentos podem alterar
a expressao molecular da informacéo genética em cada individuo (KAPUT et al.,
2007b; FOGG-JONHSON e KAPUT, 2003).

Pesquisadores ha muito suspeitam que diferencas genéticas entre
individuos sejam responsaveis pelas variadas respostas ao ambiente, em
particular a dieta, a qual € um dos maiores e mais constantes fatores a que o0s
genes estdo expostos durante a vida (FOGG-JONHSON e KAPUT, 2003). Tais
variacdes sdo a razao pela qual alguns individuos consomem dietas inadequadas
e passiveis de favorecerem o desenvolvimento de uma doencga cronica, mas néo a

desenvolvem. Em contrapartida, muitas pessoas que consomem uma dieta similar
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podem apresentar doencgas cronicas extremamente agressivas (FOGG-JONHSON
e KAPUT, 2003).

Isso é possivel uma vez que a ocorréncia de doencgas crbnicas se da
por uma combinacéo de fatores, que atuam ao mesmo tempo. Tais fatores podem
incluir variantes genéticas comuns (por exemplo: polimorfismos de um Unico
nucleotideo — SNP, haplotipos e nimeros de genes) e sua relagdo com o meio
ambiente (KAPUT, 2004). Alias, os fatores genéticos nao sé contribuem para a
complexidade da doengca como também séo dificeis de detectar, pois eles inserem
pequenos efeitos na patologia por longos periodos. No entanto esses genes e as
alteracbes ambientais tais como estilo de vida e dieta podem modificar a
magnitude da doen¢a (HESKETH, 2009).

Assim sendo, o objetivo da nutrigendémica € personalizar a dieta e
contribuir na prevencdo de doencgas, ampliando esse conhecimento molecular
para o mercado consumidor. Através da andlise da expressdo genética, SNP,
haplotipos, resultados bioquimicos e fisiolégicos, pesquisadores tém alcancado
essa meta, verificando respostas individuais e de grupos que atendem de forma
muito particular a diferentes dietas (FOGG-JONHSON e KAPUT, 2003).

Dessa forma, entende-se que a nutrigendmica esta trazendo uma
nova era para a pesquisa genética, na qual cada alteracdo interindividual é
utilizada para investigar seus mecanismos nutricionais. Para tanto, essa nova area
da pesquisa utiliza ferramentas moleculares, tais como trascriptbmica, proteémica
e metabolémica, para entender e distinguir quais alteracbes afetam uma gama de
vias bioquimicas que alteram a expressao génica e a funcéo celular (HESKETH,
2009)

1.3 Adenocarcinoma intestinal

Cancer € o termo genérico para designar neoplasias malignas - um
grupo de variadas doencgas cronicas de causas multiplas. A caracteristica basica
de um céancer é a transmissdo de anormalidades celulares, manifestada por

alteracbes moleculares e morfolégicas. Tais alteracbes ocorrem devido a
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modificacbes na expressdo de proto-oncogenes e genes supressores tumorais,
gue controlam atividades celulares essenciais, como proliferacdo, diferenciacéo e
apoptose (PIENTA et al., 1989; BOS e KREIJIL, 1992; PITOT, 1993; KERR et al.,
1994; POOL-ZOBEL et al., 2002).

Sabe-se que a grande expansdo dessa doenca na sociedade
moderna tem levado a preocupacao social, politica e cientifica, sendo este, entéo,
um problema de saude publica (INCA, 2010), o que justifica grande parte da
preocupacdo atual com residuos industriais, urbanos, domésticos e agronémicos,
que sdo decorrentes de acgdes antropogénicas (OLIVEIRA, 2006). Tais residuos
contaminam o ambiente e, consequentemente, afetam os seres humanos de
variadas formas. Assim, percebe-se que uma multiplicidade de fatores podem
causar doencas crénicas como o cancer.

Etiologicamente o aparecimento de canceres, em especial o cancer
colorretal, se da por inUmeros fatores, como a dieta, a relacgdo com o meio
ambiente e até fatores propriamente genéticos, mas ha consideraveis evidéncias
de que a flora bacteriana do intestino esta envolvida no desenvolvimento de
cancer de colon/reto. Tal fato aumentou o interesse em dietas que contenham
agentes que possam modificar a microflora e diminuir o potencial de risco de
cancer colorretal (McBAIN e McFARLANE, 2001; BURNS, 2004).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2010), a
estimativa de nimeros novos deste tipo de céncer, no Brasil, no ano de 2010, foi
de 11.390 casos em homens e 13.970 em mulheres, correspondendo a um risco
estimado de 12 novos casos a cada 100.000 homens, e 15 novos casos a cada
100.000 mulheres. A alta incidéncia do cancer colorretal em paises desenvolvidos
ou em desenvolvimento (tal como o Brasil) indica a necessidade de pesquisas que
avaliem e previnam esse tipo de céancer.

Dentre os fatores que levam ao desenvolvimento dessa neoplasia
especifica, as mudancas genéticas que induzem transformacdes da mucosa
intestinal podem levar a tumores malignos. Alteragcdes como delecdes, rearranjos
e mutacdes podem levar a inativagdo ou a ativacdo de genes especificos. Em

consequéncia dessas alteracdes genéticas, detecgbes precoces das mudancas
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citadas sdo possiveis devido a presenca de biomarcadores, em especial
biomarcadores genéticos (CHENG e LAI, 2003). As alteracbes genéticas mais
importantes, no desenvolvimento de canceres colorretal, ocorrem no K-ras, APC e
mutacbes no TP53, além do aumento da expressdo imunohistoquimica de
antigenos carcinoembriénicos e 3-catenina (CHENG e LAI, 2003).

A multiplicidade de fatores que ocasionam a formagdo dessa
neoplasia permite verificar, portanto, que fatores genéticos aliados a uma dieta
rica em gordura e carnes vermelhas, e a baixa ingestdo de frutas, verduras e
cereais desencadeiam o desenvolvimento de tumores colorretais (STEVENS,
2006; INCA, 2010).

Devido a ligacdo intima entre este tipo de tumor e a alimentacao,
células de tumores colorretais, tais como as ceélulas HT29, utilizadas no estudo
aqui descrito, sdo importantes para a avaliagdo da interagdo de compostos da

dieta e de genes relacionados a tumorigénese.
1.4 Selénio

O quimico sueco J.J. Berzelius foi o primeiro a descrever o selénio
(Se) no ano de 1817, elemento localizado no grupo VI da tabela periddica,
podendo ser encontrado em quatro diferentes estados de oxidacdo: Se°, Se*,
Se*®, Se. O Se compartilha propriedades fisicas e quimicas com o enxofre (S).
Tal similaridade permite uma substituicdo do enxofre (S) por selénio (Se) em
diversas reacfes quimicas que ocorrem nos sistemas biolégicos. Por outro lado,
as diferencas nas propriedades fisicas e quimicas entre esses elementos
constituem a base especifica de seus respectivos papéis bioldgicos (BARBOSA,
2006).

A bioquimica do Se sugere que ele se encontra, nos sistemas
biolégicos, sob a forma de selenol (R-SeH). Selendis sé&o compostos
correspondentes a forma de tiois (R-SH), em que o &tomo de Se é substituido pelo
atomo de enxofre. A principal diferenca quimica entre selendis e tidis esta

relacionada a suas respectivas constantes de dissociacdo e seus caracteres
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nucleofilicos (BECK et al., 1998; BECK et al., 2003)). Devido ao maior carater
nucleofilico, os selendis sdo capazes de reduzir dissulfetos e sulféxidos, sendo
esta uma importante caracteristica biologica, jA& que estes compostos atuam
diretamente na atividade de enzimas de detoxificagdo.

Na década de 70, o micronutriente Se foi relatado como essencial a
saude humana. Naquele periodo, estudos revelaram que uma cardiomiopatia
endémica na China (doenca de Keshan) ocorria devido a combinacdo de uma
severa deficiéncia de Se e uma infeccdo viral (BECK et al., 1998; BECK et al.,
2003).

A partir dessa constatacdo, sugeriu-se que o0 Se pode atuar em
inimeros processos fisioldgicos e patolégicos - 0 que o transformou este elemento
em objeto de diversos estudos, que geraram resultados relevantes como o fato de
0 Se ser comprovadamente atuante em processos como fungdo imune, supressao
viral (BECK et al., 2003; BROOME et al., 2004; SHERIDAN et al., 2007), fertilidade
masculina, funcao tireoidiana e acdo antitumoral (RAYMAN, 2002; WHANGER,
2004).

O Se é principalmente encontrado em oleaginosas como a castanha-do-
brasil (Bertholletia exelsa L.), cereais integrais, ostras e crustaceos, carne suina,
aves, carne bovina e de peixes, sendo que o consumo recomendado de Se € de
75ug/dia para homens e 60ug/dia para mulheres (CLARCK et al., 1996). Na
Tabela 1, apresentam-se os alimentos que sao fontes de selénio, e a quantidade
presente em cada um deles, em ug, por meio de medida utilizada pela populacéo,

segundo Ferreira e colaboradores (2006).
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Tabela 1: Conteudo de selénio em alimentos considerados fonte (em medida usual
utilizada).

ALIMENTO MEDIDA USUAL QUANTIDADE (g) SELENIO (ug)
Grupo dos feijoes e oleaginosas
Castanha-do- 2 unidades 8 153,4
brasil
Soja cozida 1 % colher de 36 6,9
sopa
Soja assada 1 % colher de 36 2,6
sopa
Lentilha cozida 5 colheres de 120 3,6
sopa
Grupo das carnes e 0vos
Salmao cozido 2 filés 200 1144
Atum em 6leo 2 Y% colher de 112,5 67,6
sopa
Bacalhau cozido 1 pedago 135 50,8
Camaréo no 13 unidades 104 39,6
vapor
Figado cozido 1 unidade 100 36,1
Peito de Peru 1filé 100 29,1
assado
Peito de frango 1 unidade 100 27,6
Grupo de leite, queijo e iogurte
logurte 1 % copo 330 11,88
desnatado
Queijo mussarela 3 fatias 50 8,5
Leite desnatado 1 copo 270 6,75
Leite integral 1 xicara de cha 182 6,7
logurte Integral 1 copo 165 3,6
Grupo do arroz, pao, batata e mandioca
Macarréo cozido 3 % colheres de 105 26,4
sopa
Arroz branco 4 colheres de 125 11,6
cozido sopa

Fonte: Ferreira (2002).

As funcdes fisiologicas do Se sdo resultado da existéncia de
selenoproteinas, nas quais estdo presentes 0 aminodcido selenocisteina.
Tradicionalmente, pensava-se que havia cerca de 20 aminoacidos. No entanto, a
descoberta de selenoproteinas levou a definicdo de 21 aminoacidos, incluindo a

selenocisteina (Sec). Este aminoacido € muito semelhante a cisteina, mas
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incorpora selénio em vez de enxofre. O Se foi primeiramente demonstrado como o
componente essencial da glutationa peroxidase e, consequentemente, foi
encontrado em 25 diferentes proteinas de mamiferos (STADTMAN, 1996;
HATFIELD e GALDYSHEV, 2002; KRYUKOV et al., 2003). O aminoacido
selenocisteina € incorporado a sequéncia de aminoacidos das selenoproteinas
durante a traducdo, sendo reconhecido por meio do cdédon UGA na regido
codificadora do RNA mensageiro (RNAm) (HATFIELD e GALDYSHEV, 2002). A
incorporacdo do Se requer estruturas especificas na regido 3, ndo traduzida nos
RNAmM das selenoproteinas. Dessa forma, a expressdo de selenoproteinas
depende de dois importantes fatores: o consumo alimentar de selénio e fatores
genéticos (BERRY, 2005).

Na maioria dos casos estudados até agora, a selenocisteina esta
presente no sitio ativo de enzimas com atividades 6xido-redutoras, sendo estas as
selenoproteinas melhor caracterizadas: 1) Glutationa peroxidases; Il) Glutationa s-
transferase; 1ll) Tioredoxin redutases; IV) Deidodinases; V) Selenoproteina P
(HESKETH, 2009). Estas enzimas contribuem para a atividade antioxidante, além
de atuarem no armazenamento de Se, metabolismo e transporte de outra enzima
atuante na oxireducdo, a metionina oxido redutase, além do funcionamento do
reticulo endoplasmatico (PAPP et al., 2007).

Desta forma, sendo o Se um micronutriente envolvido na manutencao
da homeostase celular, ele atua nas células associando-se a inumeras
selenoproteinas. As selenoproteinas estédo relacionadas a protecao celular contra
inimeros agentes exdgenos ou enddgenos causadores de estresse, atuando,
principalmente, como agente antioxidante e de reparo de lesées no DNA (COMBS
e GRAY, 1998).

1.5 O Selénio e sua atuacao antitumoral.
A atividade anticarcinogénica do selénio foi relatada apenas 12 anos

apos sua descoberta como elemento traco essencial, periodo em que se

relacionou a deficiéncia do Se com o aumento no desenvolvimento de diversos
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canceres (BECK et al.,, 1998; BECK et al., 2003)). A partir desse momento,
inimeros estudos demonstraram que a suplementagcdo com Se era capaz de
prevenir, reduzir ou inibir o processo de carcinogénese experimental em diferentes
tipos de canceres (NAYINI et al., 1991; EL-BAYOUMY et al., 1991b; COMBS e
GRAY, 1998, UNNI et al.,, 2004; BERMANO et al., 2007; ZENG et al., 2008;
REAGEN-SHAW et al., 2008).

As atividades quimioprotetoras do Se contra diferentes neoplasias
parecem ser oriundas de variados mecanismos. Em doses farmacoldgicas, tais
efeitos parecem estar associados ao fato de o Se ser componente de enzimas
antioxidantes como a glutationa peroxidase e a S-transferase (BARBOSA, 2006).

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

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

Outro evento de atuacdo anticarcinogénica relacionada ao Se € a
apoptose (VIARO et al., 2001). Como anteriormente descrito, 0 Se é componente
essencial do sitio ativo de diversas enzimas de atividade oOxido-redutora, em
especial as glutationas (HESKETH, 2009). No entanto, estas enzimas apresentam
diversas funcdes celulares em adicdo as suas propriedades antioxidantes,
participando da transducdo de sinais, na expressao génica da apoptose
(LARSSON et al., 1983; ARRIGO, 1999; SIES, 1999; VOEHRINGER, 1999; TEW,
2001).

Dessa forma, torna-se importante entender 0S mecanismos
proliferativos e apoptéticos de células quando estas estdo submetidas a
tratamentos com selénio para que seja possivel compreender a atuacdo desse

micronutriente em células de tumores colorretais.
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1.6 Proliferacao celular

A proliferacdo celular normal é controlada por reguladores
extracelulares, intracelulares e fatores peptidicos de crescimento, sendo este
evento importante na manutencdo da populacdo celular. Dois tipos principais de
produtos génicos participam da resposta celular a estes reguladores extracelulares
- 0S produtos de proto-oncogenes e de genes supressores de tumor. Alteracbes
de tais produtos podem levar ao aparecimento de tumores (GUEMBAROVSKI e
COLUS, 2008).

Os proto-oncogenes sao genes celulares reguladores fisiolégicos que
atuam no controle positivo, ou seja, estimulam o crescimento e a diferenciacéo
celular (IRISH & BERNSTEIN, 1993). S&do genes capazes de induzir ou de manter
a transformacéo celular em animais experimentais ou em culturas de células.
Podem tornar-se oncogenes por meio de mutacdes resultantes da exposi¢cdo aos
agentes carcinogénicos fisicos, quimicos ou biolégicos. Como exemplos, tém-se
os genes RAS, ABL/BCR, MYC, BCL-2, MET, RET, dentre outros (SILVA, 2004;
GUEMBAROVSKI e COLUS, 2008).

Uma segunda classe de genes, 0s supressores tumorais, atua como
reguladores negativos, ou seja, funciona como freios da proliferacdo celular
(VERMA e TRIANTAFILLOU, 1998). Existem aproximadamente 30 genes
supressores tumorais identificados que codificam proteinas reguladoras dos
checkpoints celulares e inibem a progressédo do ciclo celular, caso o DNA esteja
danificado. Muitos autores incluem, nesta classe, as proteinas que promovem
apoptose e aquelas envolvidas no reparo a danos do DNA. Uma vez que esses
genes controlam negativamente a proliferacdo e a sobrevivéncia celulares,
mutacdes que levam a perda das func¢des por eles reguladas podem contribuir
para o desenvolvimento de um tumor, como ocorre com 0s genes TP53, RB1 e
APC (WEINBERG, 1995).
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1.6.1 Gene APC

Classificado como um gene supressor de tumor, o APC esta localizado no
cromossomo 5 (5g21-g22) e produz a proteina apc, que regula a quantidade de [3-
catenina livre no citoplasma. Em condi¢cdes normais, quando a célula ndo precisa
se multiplicar, a B-catenina se encontra ligada a um complexo E- caderina, inibindo
a progresséao do ciclo celular. Quando o gene APC encontrar-se mutado, produz
uma proteina alterada, responséavel pelo aumento da porcéo livre de B-catenina,
gue é transportada para o nucleo ativando a transcricdo de genes de proliferacao
celular, inclusive o MYC. Mutagcbes no gene APC provocam Polipose Intestinal
Adenomatosa de caréater familiar ou esporadico e sindromes que envolvem cancer
colorretal como a Sindrome de Gardner (RAO et al., 1998; SHENG et al., 2010).

1.7 Apoptose

A manutencdo da homeostase tecidual nos organismos multicelulares é
assegurada por diferentes mecanismos biolégicos regulatorios, entre os quais
figura a apoptose. O termo apoptose (do grego ap6 = separacao, ptésis = queda),
adotado pela primeira vez por Kerr e colaboradores (1972), designa uma forma
fisiologica de morte celular que ocorre segundo programa geneético que
desencadeia processo de autodigestdo controlada, em consonancia com a
remocao de células lesadas, senescentes ou ndo funcionais, sem alteracdo do
microambiente celular (PAROLIN e REASON, 2001).

Além de seu papel fisiologico que regula a populagédo celular, controla os
processos de desenvolvimento e morfogénese e limita as reagcbes imunes, a
apoptose representa importante mecanismo fisiopatologico de lesédo tecidual
(PAROLIN e REASON, 2001).

A morte celular programada, definida como a perda da estrutura e de
funcdes vitais das células, € um processo ativo, no qual a marca registrada é o
processo de autodigestdo controlada por constituintes celulares, em especial por

proteases. A ativacdo dessas proteases compromete a integridade do
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citoesqueleto, provocando verdadeiro colapso da estrutura celular. Em resposta a
contracdo do volume citoplasmético, a membrana celular forma bolhas e ha
alteracdo do posicionamento de seus lipidios constituintes (THOMPSON, 1999;
PAROLIN e REASON, 2001).

Durante o processo de apoptose, o lipidio fosfatidilserina se expfe no
folheto externo da membrana. O novo posicionamento da fosfatidilserina serve
como sinalizador para que células fagociticas das proximidades englobem os
fragmentos celulares e completem o processo de degradacdo (THOMPSON,
1999).

Durante a apoptose, ocorrem alteracfes caracteristicas no nucleo celular
gracas a ativacao de endonucleases que degradam o DNA. Como resultado, o
ndcleo torna-se picnético e a cromatina se condensa nas por¢des adjacentes a
membrana nuclear. Finalmente, o ndcleo entra em colapso e se fragmenta.
Simultaneamente, as bolhas que se formam no citoplasma separam a célula em
fragmentos circundados por membrana, contendo partes do nucleo e organelas
intactas (corpos apoptéticos). Por fim, os restos celulares sdo fagocitados pelos
macrofagos teciduais ou células adjacentes (THOMPSON, 1999; PAROLIN e
REASON, 2001).

A apoptose pode ser deflagrada por estimulos externos atraves de
receptores especificos na superficie celular, chamados receptores da morte, ou
por estimulos internos de estresse intracelular, tais como lesdo do DNA ou
perturbacdes no ciclo celular ou nas vias metabdlicas. Essas diferentes vias
culminam com a ativacao de proteases conhecidas como caspases, que possuem
papel fundamental no processo de morte celular. As proteases armazenadas nos
lisossomas ou ativadas no citosol pelo célcio, que tém espectro amplo de
substratos inespecificos, incluindo proteinas envolvidas no reparo de danos e na
replicacdo do DNA, no ciclo celular, na sinalizacdo de transducdo e na
manutencdo da integridade da estrutura celular. O ataque a todos esses alvos
impede o reparo quando se rompe toda a estrutura do citoesqueleto e do nucleo,
levando a desestruturagéo da célula (KERR, 1972; THOMPSON, 1999; PAROLIN
e REASON, 2001).
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Um dos mecanismos pelos quais a apoptose pode ser deflagrada € através
dos receptores de morte presentes na superficie celular, que sédo ligados em
resposta ao acoplamento de ligantes especificos. A maioria identificada dos
receptores de morte celular é caracterizada por apresentar por¢ao extracelular rica
em cisteina, em uma regido citoplasmatica denominada de “cadeia da morte” -
essencial para a transducdo intracelular do sinal de morte (PATEL, 2000;
FAUBION et al., 1999).

Além dos receptores de morte, a apoptose pode também ser ativada por
sinais de estresse intracelular que resultam em disfuncdo mitocondrial, tais como
lesGes no DNA, alteracbes na via metabdlica (aumento do calcio intracelular,
reducdo do pH e estresse oxidativo), drogas, toxinas e privacdo dos fatores de
crescimento. Na presenca de estresse intracelular, ocorrem a translocacdo de
proteinas pro-apoptéticas do citosol para a mitocdndria e a diminuicdo da
expressao de enzimas antiapoptéticas (em especial, da familia de genes BCL-2).
A translocacdo das enzimas pro-apoptéticas para a mitocOndria resulta na
liberacdo para o citosol do citocromo-c, que ativa outro grupo de enzimas proé-
apoptoticas: as caspases (em especial a caspase 9). Em tais circunstancias, as
células entram em apoptose (GALLE et al., 1995).

Estas duas diferentes formas de ativacdo da apoptose podem ser melhor

verificadas na Figural:
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Via extrinsica Viaintrinsica
Cadeia da morte Sinais de estresse intracelular
Enzimas proé-
v apoptoticas
Receptores de morte Mitocdndria
v Citocromo-c
Ativacdo da capase-8 1
Bid Ativagéo da caspase-9

/

Caspases executoras (3,6,7)

APOPTOSE

Figura 1.=—» Inducdo do apoptose pela “cadeia de morte”. == Inducdo do apoptose
por disfuncdo mitocondrial. Adaptado por Kaplowitz (2000).

As enzimas Oxido-redutoras, em especial as glutationas peroxidases e s-
transferase (nas quais o Se tém fundamental atuacdo em seu sitio ativo), possuem
papel essencial no mecanismo de apoptose. Em condi¢6es normais, mais de 95%
da glutationa presente nas células esté reduzida, portanto o ambiente intracelular
€, normalmente, altamente redutor. Investigacdes sobre o papel da glutationa na
modulacdo da sinalizacdo apoptética sugerem que alteragcdes redoxes no
ambiente intracelular, induzidas por agentes citotoxicos, também sao moduladas
pela geracdo de espécies reativas do oxigénio e pela extrusdo de glutationa das
células (GHIBELLI et al., 1995).

Com base no que foi escrito, Slater e colaboradores (1995) postularam que
a perda de glutationa citoplasmatica seria um dos eventos caracteristicos de morte
celular por apoptose, através da influéncia na capacidade redox tamponante da
célula, tornando-a intolerante a presenca de agentes oxidantes. Quando ha uma

diminui¢cdo também nos niveis de glutationa mitocondrial, a producdo de energia €
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afetada e a célula incha sofrendo apoptose tardia. Alguns mecanismos auxiliam
nesse evento: o primeiro € desencadeado pela inativacdo de caspases devido a
oxidacdo do grupo tiol de seus sitios ativos por agentes oxidantes ou S-
nitrosilagdo. No segundo mecanismo, ocorre uma redugdo nos niveis de ATP na
producdo de energia, devido a diminuicdo de funcdo mitocondrial causada pela
acao de agentes oxidantes, levando a liberacdo de citocromo c e a alteracdo de
permeabilidade de membrana mitocondrial (MCCONKEY, 1998; ORRENIUS,
2000).

Levando em consideracdo esses fatos, torna-se importante o estudo de
genes que ativam o apoptose, quando este esté relacionado ao estresse oxidativo,
tais como o gene CASP9 e BCL-XL.

1.7.1 Caspase 9

A apoptose € um processo essencial para qualquer organismo multicelular
e tem varios papéis no organismo: desenvolvimento do tecido embrionario,
manutencdo constante do numero celular e eliminacdo de células com danos
severos no DNA. A regulacdo da apoptose € vital, ja que déficit ou excesso de
morte celular pode causar problemas como defeitos no desenvolvimento,
neurodegeneracdo, doengas autoimune e cancer.

Quando uma célula entra em apoptose, as alteracbes morfologicas
observadas sdo causadas pelas caspases. Caspases sdo um grupo de enzimas
proteases com um residuo de cisteina capazes de clivar outras proteinas depois
de um residuo de acido aspartico, uma especifidade incomum entre proteases. O
nome "caspase" € derivado dessa funcdo molecular caracteristica: cysteine-
aspartic-acid-proteases. Caspases sao essenciais na apoptose celular, que ocorre
durante o desenvolvimento e em outras fases da vida adulta.

Algumas caspases também s&o necessarias no sistema imune para a
maturacao das citocinas. Falhas na apoptose sdo uma das contribui¢cdes principais
para o desenvolvimento de tumores e doencas auto-imunes. Somando-se isso a

apoptose indesejada, que ocorre na isquemia ou mal de Alzheimer, despertou-se
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rapidamente interesse para as caspases como alvos terapéuticos desde que
foram descobertas, em meados da década de 90 (PAROLIN e REASON, 2001;
PERES e CURI, 2005).

Existem dois tipos de caspases: caspases iniciadoras e caspases efetoras.
Caspases iniciadoras (por exemplo, caspase-8, caspase-9) clivam pro-formas
inativas de caspases efetoras, ativando-as; caspases efetoras (por exemplo,
caspase-3, caspase-7), por sua vez, clivam outros substratos proteicos da célula,
resultando no processo apoptoético. A iniciagdo da rea¢do em cascata é regulada
por inibidores de caspases.

A cascata das caspases pode ser ativada pela granzima B, liberada
por linfécitos T citotdxicos, que ativam caspases-3 e -7; receptores de morte
(como o ligante FAS, o TRAIL e o TNF) que podem ativar caspases-8 e -10; e 0
apoptossomo, regulado pelo citocromo c e a familia Bcl-2, que ativa a caspase-9.
Uma vez que a cascata € ativada, uma resposta retroalimentadora positiva
garante que a célula inevitavelmente entre em apoptose: por exemplo, a caspase-
9, codificada pelo gene CASP9, ativada pelo apoptossomo, cliva e ativa a
caspase-3, esta, por sua vez, além de clivar suas proteinas-alvo ira também clivar
mais caspase-9, que ativara mais caspase-3, assim sucessivamente (PERES e
CURI, 2005).

Outra forma de ativacdo das caspases € por alteracdo da membrana
plasmatica mitocondrial. A mitocondria participa da manutencdo de funcles
celulares vitais, tais como respiracdo celular e sintese de ATP, modula¢do do
estado redox da célula, regulacdo osmotica, controle do pH, homeostasia do célcio
no citosol e sinalizagédo intra-celular. Paradoxalmente, a mitocondria guarda no
espaco intermembranoso substancias letais, capazes de deflagrar o processo de
morte celular, entre as quais figura o citocromo-c. Quando liberado da mitocondria,
0 citocromo-c se associa a duas proteinas presentes no citosol — a apaf-1 e a
précaspase-9 — e na presenca de ATP, ativa a caspase-9. A caspase-9, por sua

vez, ativa as pré-caspases-3 e 7, que executam o processo de apoptose.
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1.7.2 BCL-XL

Um numero crescente de genes tem sido identificado como capazes de
influenciar o processo de apoptose. Entre eles, destaca-se a familia das proteinas
Bcl-2, que desempenha papel critico na regulacdo de apoptose em condi¢cbes
fisiologicas ou patolégicas. Pelo menos 15 membros dessa familia ja foram
identificados nos mamiferos. Algumas dessas proteinas, como Bcl-2 e Bcl-XL, Bcl-
w, Mcl-1 e Al, séo antiapoptéticas, enquanto outras, tais como a Bax, Bad e Bid,
sao proéapoptdticas (PATEL e GORES, 1998; PAROLIN e REASON, 2001).

Os principais antagonistas de apoptose, Bcl-2 e Bcl-XL, localizam-se
principalmente, na membrana mitocondrial. Essas proteinas sao capazes de
formar poros condutores de ions em membranas sintéticas. Acredita-se que um
dos mecanismos pelos quais elas mantém a homeostasia celular seja o de
regulacdo da permeabilidade das membranas nas quais se distribuem (PATEL e
GORES, 1998, THOMPSON, 1999).

Os membros anti-apoptéticos da familia Bcl-2, em especial a proteina
codificada pelo gene BCL-XL, sdo normalmente encontrados no citosol e, quando
ativados, se translocam para a mitocondria, alterando a permeabilidade da
membrana dessa organela, e permitindo o extravazamento de proteinas pro-
apoptoticas, tais como o citocromo-c, o fator indutor da apoptose, DNAse e pré-
caspases 2 e 9 (KERR, 1972; PATEL e GORES, 1998; THOMPSON, 1999).

1.8 Ensaios bioldgicos

Para a avaliacdo da atividade do selénio na cinética de proliferacéo,
citotoxicidade, apoptose e expressdo génica, 0s seguintes ensaios foram
realizados:

Ensaio de citotoxicidade, ensaio da cinética de proliferacdo celular, ensaio
de viabilidade celular, deteccao da apoptose in situ e RT-PCR.
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1.8.1 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade avalia a atividade metabdlica das células
qguantificando a reducdo metabdlica do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-
2,5-difeniltetrazélio) por desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH, no
gue resulta a producdo de cristais de formazano, intensamente coloridos, no
interior das células. Estes podem ser observados ao microscépio ou extraidos e
dissolvidos com solventes organicos, como por exemplo, o DMSO, permitindo,
assim, a sua quantificacdo através da espectrofotometria. Este método foi
sugerido, pela primeira vez, por Mossman (1983).

O autor relata que o sal tetrazolio (MTT) pode ser empregado como um
método quantitativo colorimétrico para a avaliacdo da sobrevivéncia e da
proliferacdo de células. Ele detecta o sinal gerado pela ativacdo de células vivas
cuja avaliacdo é realizada por um espectrofotbmetro, que apresenta um alto grau
de precisao na leitura de incrementos celulares para o estudo de citotoxicidade. As
vantagens do método colorimétrico sdo: a sua rapidez, precisdo, além de nao ser
necessaria a utilizacao de radioisotopo (VIDAL, 2007).

Dessa forma, pode-se avaliar o nivel de toxicidade celular quando células

de HT29 foram tratadas com selénio em diferentes concentracdes.

Figura 2. Ensaio de citotoxicidade (MTT).
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1.8.2 Cinética de proliferacdo celular e ensaio de viabilidade celular

O ensaio de proliferacéo celular € baseado nos estimulos proliferativo e ndo
proliferativos de substancias in vitro. A substancia pesquisada é introduzida em
culturas de células que respondem ao estimulo, de forma positiva, aumentando
sua cinética de proliferacdo, ou negativa, com o decréscimo de sua proliferacédo
(SOTO et al., 1995).

Os ensaios de proliferacdo celular permitem visualizar de diferentes modos
as alteracdes celulares, como por exemplo, a incorporagéo de corantes vitais ou a
inibicdo da formacdo de colbnias celulares, provocadas pela acdo de certas
substancias. O parametro mais utilizado para se testar a atividade de um material
atuante em uma cultura de células € a avaliagdo da viabilidade celular que uma
cultura apresenta ap0s permanecer em contato com este material. Esta viabilidade
s6 podera ser detectada caso seja incorporado ao meio de cultura um corante
vital. Tais corantes sdo captados rapidamente pelas células vivas e atravessam a
membrana celular fixando-se na matriz lissosomal e corando as células (VIDAL,
2007).

Quando os materiais testados apresentam-se nocivos as células, estas
entram em processo de apoptose, ocorrendo alteracdes em sua membrana e,
consequentemente, liberam o corante. Esse processo determina, ao redor e sob o
material, uma regido com células mortas e descoradas, uma regido denominada
de “halo de inibicdo”. Como se vé, é possivel diferenciar as células vivas das
células mortas pela intensidade ou auséncia de coloracdo que a célula apresenta
ao final do ensaio (CIAPETTI et al., 2002).

1.8.3 Deteccédo de apoptose in situ.

Em 1885, Flemming realizou a primeira descricdo morfologica do processo
natural de morte celular, atualmente conhecido como apoptose, um termo
conferido por Kerr (1972) para descrever a morfologia Gnica associada a morte

celular, que a difere de necrose. O autor e seus colaboradores descreveram a
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morfologia de amostras de células em processo apoptotico, inicialmente chamado
de “necrose de encolhimento”, no qual a célula perde 30% do seu volume por
perda de agua.

Resumidamente, as principais caracteristicas do processo de apoptose sao:
programacdo da morte celular; em que o0s estagios iniciais envolvem a clivagem
da cromatina e colapso nuclear; condensacdo do citoplasma, mudancas na
membrana plasmatica e auséncia de inflamacéo (SAVILL et al., 1990; GOLSTEIN
e COHEN, RAFF, 1992).

A utilizacdo de métodos confiaveis e reprodutiveis para identificar e
guantificar a apoptose € uma condicdo preponderante para a diferenciacdo do
comportamento apoptotico nos grupos sinalizados. No presente experimento,
portanto, a identificacdo das células apoptoticas foi feita por analise do padréo de
fragmentacdo do DNA nuclear ap6s coloracdo com acridina Orange, com colheita
realizada seguindo o protocolo de Rovozzo (1973). Além disso, a diferenciacéo do

estado celular é realizada seguindo as caracteristicas de uma célula em apoptose,

como se pode notar na Figura 3.

Figura 3: Deteccdo de apoptose in situ. Coloracdo: Alaranjado de acridina. @

Corpos apoptoticos; (b) Célula normal, (c) Nucleo cariorrexe
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1.8.4 PCR em tempo real

As andlises do padrdo de expressdo de genes em diferentes situacdes
fisiologicas ou patolégicas sdo realizadas através de técnicas, como Northern
blotting, ensaio de protecdo a ribonuclease e transcricdo reversa acoplada a
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), sendo esta Ultima muito empregada
hoje em dia gracas a implementacdo da técnica conhecida como RT-PCR
guantitativa ou em tempo real (real time RT-PCR) (MIR, 2004).

Essa técnica realiza a quantificacdo dos acidos nucleicos de maneira
precisa e com maior reprodutibilidade, porque determina valores durante a fase
exponencial da reagdo. O ponto que detecta o ciclo no qual a reacdo atinge o
limiar da fase exponencial é denominado Cycle Threshold (Ct). Este produto
permite a quantificacdo exata e reprodutivel, baseado na fluorescéncia. A emissao
dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na proporcao direta da
guantidade de produto da PCR. Sendo assim, os valores da fluorescéncia sdo
gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de produto amplificado.
Os compostos fluorescentes mais utilizados sdo o SYBR Green e TagMan
(NOVAIS et al., 2004; SILVA, 2009).

O SYBR Green se liga a fita dupla de DNA e, com a excitacdo da luz
emitida pelo sistema 6tico do termociclador, emite uma fluorescéncia verde. As
vantagens da utilizacdo do SYBR Green séo: baixo custo, facilidade no uso e
sensibilidade. A desvantagem é a ligacdo em todo DNA fita dupla que surge
durante a reacdo, incluindo os dimeros dos primers e outros produtos
inespecificos, podendo superestimar a concentracdo do fragmento alvo. O SYBR
Green nao ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia muito pequena. Entretanto, a
fluorescéncia é realcada quando ligado na fita dupla do DNA.

No comeco da amplificacdo, a mistura da reacdo contém o DNA
desnaturado, os primers e 0 SYBR Green. As moléculas ndo-ligadas do SYBR
Green apresentam fluorescéncia fraca, produzindo um sistema minimo, sendo
este subtraido durante a analise de computador. Apés o anelamento dos primers,

algumas moléculas do SYBR Green podem ligar-se na fita dupla previamente
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formada. Durante a polimerizagéo catalisada pela enzima Taq DNA polimerase, as
moléculas do SYBR Green vao se ligando ao DNA recentemente sintetizado.
Assim, a reacdo é monitorada continuamente e um aumento da fluorescéncia é
observado em tempo real. No ciclo seguinte, na etapa de desnaturacdo do DNA,
as moléculas do SYBR Green séo liberadas e ha queda no sinal da fluorescéncia.
A deteccéo da fluorescéncia no fim da etapa da extensdo de cada ciclo da PCR
permite monitorar a quantidade crescente de DNA amplificado (NOVAIS et al.,
2004).

Ja TagMan é uma sonda (fragmento de DNA marcado, utilizado para
hibridizar outra molécula de DNA), utilizada para detectar sequéncias especificas
nos fragmentos de DNA amplificados na PCR. Esta sonda apresenta, em uma
extremidade, um fluor6foro e, na outra extremidade, um quencher (molécula que
aceita energia do fluoréforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor).
Os produtos da reacao sao detectados pela fluorescéncia gerada apos a atividade
exonuclease 5’ — 3’ da Taq DNA polimerase.

Durante a PCR em tempo real, a sonda TagMan hibridiza com a sequéncia
da fita simples de DNA complementar alvo para a amplificacdo. No processo da
amplificacdo, a sonda TagMan é degradada devido a atividade exonuclease 5" — 3’
da Tagq DNA polimerase, separando o quencher da molécula fluorescente durante
a extensdo. A separacao do fluoréforo do quencher resulta em um aumento da
intensidade da fluorescéncia. Assim, durante o processo de amplificacdo, a
emissdo de luz é aumentada de forma exponencial. Esse aumento da
fluorescéncia ocorre apenas quando a sonda hibridiza e quando a amplificacdo da
sequéncia alvo é estabelecida (NOVAIS et al., 2004; SILVA, 2009). A reagdo com
a TagMan é considerada um método sensivel para determinar a presenca ou

auséncia de sequéncias especificas.
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II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade do micronutriente selénio
com relacdo a citotoxicidade, proliferagdo celular, inducdo de apoptose e

expressao de genes relacionados a estes eventos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do selénio na célula HT29 por meio do ensaio
do MTT,;

e Verificar a agdo do micronutriente selénio na cinética de proliferacéo
celular de células HT29;

e Averiguar a atividade do selénio frente a inducéo de apoptose por meio
do ensaio de apoptose in situ, em células HT29;

e Verificar a expressdo do gene APC, envolvido no controle de ciclo
celular, em células HT29 tratadas com selénio, por meio da técnica de
RT-PCR,;

e Avaliar a expressao do gene pro-apoptotico CASP9 apos o tratamento
de células HT29 com selénio, por meio da técnica de RT-PCR,;

e Averiguar o padrdo de expressdo do gene BCL-XL, antiapoptotico, em

células HT29 tratadas com selénio, por meio da técnica de RT-PCR.
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Abstract

Intestinal cancers are correlated with diet. Thus, determining and understanding
nutrient-genome interactions is important. The present work assessed the action of
the oligoelement selenium on cell proliferation, cytotoxicity, and in situ apoptosis
induction and on the expression CASP9, BCL-XL and APC genes in intestinal
adenocarcinoma cells (HT29). HT29 cells were cultured and treated with selenium
at concentrations of 5, 50 and 500 ng/mL with or without the damage-inducing
agent doxorubicin. These cells were then evaluated for cytotoxicity (MTT), cell
proliferation and in situ apoptosis induction. To evaluate gene expression, only the
cells treated with 500 ng/mL of selenium were used. RNA was extracted from
these cells, and the expressions of CASP9, BCL-XL and APC were analyzed by
the RT-PCR method. The GAPDH gene was used as a reference gene. The MTT
assay showed that selenium was not cytotoxic at any of the concentrations tested.
The cell proliferation assay showed that selenium did not interfere with cell
proliferation at the three concentrations tested. In contrast, when the three
concentrations were combined with doxorubicin, a significant decrease in the
proliferation rate was observed. The apoptosis rate was significantly increased in
the selenium (500 ng/mL) and doxorubicin group. CASP9 expression was
increased and BCL-XL expression decreased in the selenium (500 ng/mL) and
doxorubicin group. APC was significantly increased in the selenium group alone.
These results show that selenium increases apoptosis, especially when it is
associated with a damage-inducing agent. Also, selenium has an important role in

the expression of the APC gene, which is related to cell cycle regulation.

Key words: Selenium; oligoelement; gene expression; RNA.
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Introduction

Researchers have long reported that genetic differences between
individuals are responsible for various responses to the environment. This is
especially true with diet, which is one of the greatest and most constant factor that
genes are exposed to throughout life (FOGG-JONHSON and KAPUT, 2003).
These variations are why some people can consume unhealthy diets and not
develop chronic diseases, but other people develop extremely aggressive, chronic
diseases on the same diets (FOGG-JONHSON and KAPUT, 2003). Chronic
diseases occur due to a combination of different factors that act concomitantly,
such as common genetic variants and the environment (KAPUT, 2007). Genetic
factors contribute to disease complexity and are difficult to detect, since they insert
small effects of the disease for long periods. However, genetic and environmental
changes, such as lifestyle and diet, can modify the disease magnitude (HESKETH,
2009).

Neoplasias (endemic chronic disease) appear to be due to genetic
mutations, which are spontaneous or induced by agents (metals, radiation, oxygen
free radicals, chronic inflammation and xenobiotics). These agents promote cell-
cycle disorders, which lead to increases in cell proliferation rates and/or deficiency
in cell death rates. These changes culminate with the formation of clusters of
neoplastic cell clones or tumors (FERRARI and TORRES, 2002).

Several studies demonstrate a strong, inverse (negative) association
between the consumption of fruits and vegetables and the risk of a variety of
cancers and other causes of morbidity and mortality (FLAGG et al., 1995;
FERRARI and TORRES, 2001; WEISBURGUER, 2001). For decades, compounds
present in foods have been isolated and tested as possible anti-tumor agents, and
several micronutrients are among these compounds. It is in this context that the
study of nutrigenomics has emerged. Through gene expression, SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) and haplotype analyses, which are associated with
biochemical and physiological results, researchers have verified individuals and
groups that respond to different diets (FOGG-JONHSON and KAPUT, 2003).
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Epidemiologic studies have shown that a diet deficient in the micronutrient
selenium is related to the beginning or progression of a variety of diseases, such
as cardiovascular and neurological diseases, cancer and diabetes (REDDI et al.,
2001; COMBS, 2006; HESKETH, 2008; JACKSON and COMBS, 2008; ALBANES,
2009, CHAKRABORTY et al, 2009).

Selenium’s antioxidant activity seems to be responsible for its efficiency in
the treatment of diseases with oxidative stress as a central component in their
development. Besides the antioxidant activity, certain selenium compounds
possess neuroprotective, anti-inflammatory, hepatoprotective, apoptotic and anti-
tumor activities (HESKETH, 2008; PENG et al.,, 2009; SCHOMBURG, 2009;
WALLACE et al., 2009, SUTHERLAND et al., 2010). Therefore, in the last decade,
interest in different selenium compounds as therapeutic agents in different
diseases has increased.

Colorectal cancer is the second most commonly diagnosed cancer in
developed countries and is second in mortality rates (STEVENS et al., 2006).
Since this disease is closely related to oxidative stress, apoptosis and diet
(PIENTA et al., 1989; BOS and KREIJIL, 1992; PITOT, 1993; KERR et al., 1994;
POOL-ZOBEL, 2002; BUDDINGTON et al., 2007), intestinal adenocarcinoma cells
(HT29) have become a good tool to study selenium activity. The present study
evaluated the effects of selenium, in the form of selenomethionine, on cell
proliferation, cytotoxicity, and apoptosis and on the gene expression of CASP9,
BCL-XL and APC in HT29 cells.

2. Material and Methods

2.1 Cell line and culture conditions

The human intestinal adenocarcinoma cell line, HT29, was obtained from
the cell bank of the Federal University of Rio de Janeiro. The cells were cultivated

in 25 cm? culture flasks in Minimum Essential Medium (MEM; Gibco) that was
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supplemented with 5% fetal bovine serum (Gibco) and 1% sodium pyruvate

(Gibco). The cells were grown in a CO, (5%) incubator that was humidified at 37°C.
2.2 Chemical agents

HT29 cells were treated with doxorubicin (CAS: 23214928; Rubex®), a
DNA-damaging agent, at a concentration of 0.1 mg/mL.

For the selenium assays, L-(+)-selenomethionine (CsH;1NO,; CAS:
3211765; Acros®) was used at the concentrations of 5, 50 and 500 ng/mL.

Selenium was diluted in ultrapure water (Milli-Q).
2.3 Cytotoxicity assay

The MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide; CAS 298931; Sigma
Aldrich®), assay was performed according to the method described by Mosmann
(1983). HT29 cells were seeded (2 x 10* cells/well) in a 24-well culture plate and
incubated for a period of 24 hours to stabilize. The cells were then treated with
various concentrations of selenium (5, 50, 500 ng/mL), doxorubicin (0.1 mg/mL)
and/or ultra-pure Milli-Q water (control) for 24 hours. Next, the treatment medium
was discarded, and the plate was incubated at 37°C for 4 hours with MTT diluted in
phosphate buffer saline (PBS) at 330 pg/mL. The MTT solution was then
discarded, and dimethyl sulfoxide (DMSO) was added to analyze for cytotoxicity.
The plate was read in a spectrophotometer (Uniscience) with a 550 nm filter. The

experiments were performed in triplicate.
2.4 Cell proliferation assay

To perform the cell proliferation assay, HT29 cells (2 x 10%) were seeded in
assay tubes containing 5 mL of culture medium with 5% fetal bovine serum. After a
24-hour stabilization, doxorubicin (0.1 mg/mL), ultrapure water (control), selenium
(5, 50 and 500 ng/mL) or selenium (5, 50 and 500 ng/mL) and doxorubicin (0.1
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mg/mL) were added to the tubes. Four culture flasks were used for each treatment,
and cells were harvested after 24, 48, 72 and 96 hours. The culture medium for
each sample was reserved in conical tubes, and the cells were washed twice with
PBS (5 mL) and trypsinized with trypsin-EDTA (500 pL; 0.025%) at 37°C. The
trypsin was inactivated with the reserved medium. The sample was centrifuged for
5 minutes at 1000 g x, and the medium was removed until 0.5 mL of cell
suspension was left. The cell suspension was then transferred to a Neubauer
chamber. This procedure was repeated for all samples at each time point, and the
experiments were repeated three times. After all analyses, a cell proliferation curve

was obtained.

2.5 Cell viability assay

Cell suspensions (20 pL) were mixed with trypan blue (20 pL) to obtain a 1:1
dilution factor, and the mixtures were transferred to a Neubauer chamber. The
mixture passes through the grid by capillarity action and is retained between the
chamber and the coverslip. A light microscope was used to determine the number
of viable and non-viable cells to yield the cell viability (%; greater than or equal to

80%). The assays were performed in triplicate.

2.6 In situ apoptosis detection assay

After acridine orange staining, apoptotic cells were identified by analyzing
DNA fragmentation patterns. Cell’'s were treated with selenium (5, 50 and 500
ng/mL) after culture stabilization (24 hours). After 24 hours of treatment, the cells
were harvested according to the method described by Rovozzo (1973). After cells
were washed with PBS, the coverslips were removed from the culture flask and
fixed in Carnoy'’s fixative | for 5 minutes. The coverslips were quickly immersed in
plates containing decreasing concentrations of ethanol (95 to 25%), washed in

Mcllvaine buffer for 5 minutes, stained with acridine orange (0.01%) for 5 minutes,
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and washed with buffer. The experiments were performed in triplicate, and 1000

cells were analyzed per treatment by a fluorescence microscope.

2.7 Real Time PCR (RT-PCR)

HT29 cells were seeded (4 x 10° cells/culture flask) for one cell cycle of
growth. The selenium concentration used in this experiment showed the best
response compared to the other assays. Cells were treated for 12 hours in the
following experimental groups: (1) negative control (ultrapure water), (2)
doxorubicin (0.1 mg/mL), (3) selenium (500 ng/mL) and (4) combined (selenium
500 ng/mL + doxorubicin 0.1 mg/mL).

RNA was extracted with Trizol LS (Invitrogen), quantified by a
spectrophotometer, and its integrity was measured on a 1% agarose gel. The
cDNA was synthesized with an oligo-dT primer (10 pmol/uL) and reverse
transcriptase (M-MLV reverse transcriptase; Invitrogen), and it was stored at -80°C.
The Real Time PCR (RT-PCR) reactions were run using primers for CASP9, BCL-
XL, APC and GAPDH (to normalize) (Table 1) and Platinum SYBR Green qPCR
Super Mix UDG (Invitrogen) at the following conditions: 95°C for 5 min, 40 cycles
of 95°C/20 s, 60°C/30 s, and 72°C/20 s. The melting curve varied from 50 to 90°C .

The treatments were evaluated in duplicate.
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Table 1. Sequence of primers used in RT-PCR

Gene Primer

F: 5 GAA GGT GAA GGT CGGAGT C3

GAPDH

R:5 GGA AGATGGTGA TGGGATTT 3

F:5 AAA GCG CCA TGA TATTGCACGGCT 3
APC

R:5 TGTTTGCTGTGCTCA CGT TTCCAG 3

F:5 TGG GCT CACTCT TCA GTC GGA AAT 3
BCL-XL

R:5 ATGTAGTGG TTC TCC TGG TGG CAAZ

F-5 GCTCTTCCTTTGTTCATCTCC3
CASP9

R:5 GTTTTCTAGGGT TGG CTT CG3

2.8 Statistical Analyses

The statistical analyses were run with GraphPad InStat software and the
Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Test©. The data from the MTT and
cell proliferation assays were statistically analyzed by an analysis of variance
(ANOVA) followed by a Tukey test (p < 0.05). The data obtained from the in situ
apoptosis detection assay were compared by the chi-squared (X°) test (p < 0.05).
The data obtained by RT-PCR were analyzed by Software Rest© (PFAFLL, 2002).
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3. Results

3.1 Cytotoxicity assay

Table 2 show the averages and standard deviations of the absorbances
obtained with the MTT assay. The results show that the selenium was not cytotoxic
at 5 ng/mL or 50 ng/mL at any time point. Selenium at 500 ng/mL was not cytotoxic
at 24 and 48 hours, showing absorbances of 0.405 and 0.395 respectively;
however, after 72 hours, the absorbance was 0.972, but no significant statistically
differences were found (p>0.05). The damage-inducing agent doxorubicin (0.1

mg/mL) was cytotoxic at all experimental time points.

3.2 Cell proliferation analysis

The results from the cell proliferation assays are in Tables 3 and 4,
respectively, and the average number of counted cells at 24, 48, 72 and 96 hours
after treatment. There was no difference in the proliferation rates from the treated
groups compared to the control group (Table 3). The proliferation rates in cells
treated with selenium (500 ng/mL) and doxorubicin were significantly decreased

compared to controls (Table 4).

3.3 Cell viability

Table 5 show the HT29 cell viability in the control and treatment groups. Cell
viability was reduced with the combination of doxorubicin and selenium treatment
in 72 and 96 hours.

3.4 In situ apoptosis assay

The results of the in situ apoptosis assay are in Table 6. The three individual

concentrations of selenium and the combined concentrations of 5 and 50 ng/mL
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did not show apoptotic activity when compared to control. In contrast, the
combined treatment of selenium (500 ng/mL) and doxorubicin statistically
increased the number of apoptotic cells (average of 498 apoptotic cells) compared

to cells treated with only doxorubicin (average of 320 apoptotic cells) or water.

3.5 Real Time PCR

3.5.1 CASP 9 gene expression

Figure 1 shows the relative gene expression of the pro-apoptotic gene
CASP9. Cells only treated with selenium showed no changes in CASP9 gene
expression; however, cells treated with doxorubicin showed a 2.67-fold increase in
CASP9 gene expression compared to control. Cells treated with the combination of
selenium and doxorubicin showed a 4.97-fold increase in CASP9 gene expression

when compared to the control and doxorubicin groups.

3.5.2 BCL-XL gene expression

Figure 1 shows the relative gene expression of the anti-apoptotic gene BCL-
XL. Cells treated with selenium showed a 3.06-fold decrease in BCL-XL gene
expression when compared to the control group. Cells in the group treated with
selenium showed a 2.6-fold decrease in BCL-XL gene expression when compared

to doxorubicin-treated group.
3.5.3 APC gene expression
Figure 1 shows the relative gene expression of the tumor suppressor gene

APC. There was an increase in the expression of this gene in cells treated with

selenium by 2.38 fold compared to the control group and association.
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Discussion

In recent years, natural compounds in diets have received much attention
from the scientific community because they demonstrate the ability to suppress
several carcinogenic phases (SUZUKI et al., 2009). Selenium, a metalloid
micronutrient present in many foods, has demonstrated an ability to prevent
numerous types of cancers (BORGES et al., 2006; RIKIISHI, 2007; SUZUKI et al.,
2009). Possible mechanisms for this prevention include inhibition of cell
proliferation or activation of apoptotic processes (ZENG and COMBS, 2007).
However, these mechanisms are still unknown, and it is important to understand
and identify selenium’s mechanism of action for use in the prevention of
carcinomas (SUZUKI et al., 2009). The cytotoxicity assay (MTT) proved that the
concentrations of selenomethionine tested in this study were not cytotoxic.
Therefore, these concentrations can be tested for their chemopreventive activity,
which is expected because the literature has reported the use of higher
concentrations of selenium (5 to 50 pg/mol) in their testing (NARAYANAN, 2004;
RUDOLF et al., 2008; ZENG and COMBS, 2008; JERIWALLA et al., 2009).

The cell proliferation and viability assays showed a significant decrease in
the number of HT29 cells at the highest concentration of selenium used, especially
when it was combined with the damage-inducing agent doxorubicin. This
observation is in agreement with data reported in the literature (REAGEN-SHAW et
al., 2008; CAO et al., 2008; GUAN et al., 2008, CHAKRABORTY, 2009).

The in situ apoptosis assay showed a significant increase in the number of
apoptotic cells when they were treated with the combination of doxorubicin and
selenium (500 ng/mL). This in agreement with the cell proliferation and cell viability
data. Studies described in the literature show an increase in apoptosis when tumor
cells are treated with various concentrations of selenium (JUNG, et al., 2001; YEO
et al., 2002; THANT et al., 2008; CAO et al., 2008; GUAN et al., 2008, SUZUKI et

al., 2009). Such studies show the ability of selenium to inhibit cell proliferation and
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to activate the apoptotic process (ZENG and COMBS, 2007). The data also
indicate that its activity is increased in the presence of a damage-inducing agent.

RT- PCR analyzed the expression of genes related to the actions of
selenomethionine in the cytological assays, particularly at the highest
concentration (500 ng/mL). APC is a tumor suppressor gene. Its product regulates
the transcription of a large number of key genes in cell proliferation, such as the
genes in the formation of kinetochores, microtubules, cell adhesion, mitotic
chromosome segregation and the regulation of free B-catenin. This indicates that
this gene is essential to development and cell homeostasis and that its inactivation
facilitates tumorigenesis (SHENG et al., 2010; BIENZ & HAMADA, 2004; AOKI and
TAKETO, 2007). These facts show the use of this gene in the present study to
verify selenomethionine’s function on a gene involved in cell proliferation. The
results of this study showed a significant increase in the expression of this gene in
cells treated only with selenomethionine. Mutations of APC are closely related to
proliferation of intestinal adenocarcinoma neoplastic cells (AOKI and TAKETO,
2007; SHENG et al., 2010). Thus, the data suggests the improved activity of this
gene in the presence of selenomethionine. Therefore, selenium may modulate the
activity of this gene in the regulation of colorectal cancer cell proliferation
(NARAYANAN, 2002; SUTHERLAND et al., 2010). These data correlate with the
cell proliferation and viability assays, which indicate selenium in the mechanism of
tumor suppression. The APC gene product regulates the quantity of free 3-catenin,
which is an enzyme that inhibits the cell cycle progression. Its increased
expression when treated with selenomethionine in HT29 cells shows that selenium,
as a chemoprotective agent for colorectal tumors, is quite promising, a fact
envisioned by Davis et al. (2001).

The CASP9 gene encodes an initiator caspase in the apoptosis pathway,
caspase 9, which cleaves the inactive pro-forms of effector caspases in apoptosis.
This activates them when alterations in mitochondrial membrane permeability
occur (PAROLIN and REASON, 2001). The assay performed in the present study
shows that the cells treated with the combination of doxorubicin and

selenomethionine (500 ng/mL) showed an increased expression of CASP9, which
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suggests that these compounds act on the initial process of apoptosis to trigger
this event. Liu et al. (2005) stated that apoptosis could be initiated by methylated
forms of selenium, even in p53-null phenotypes, such as the HT29 cells. We can
assume that selenomethionine acts by increasing the expression of CASP9 along
with the chemotherapeutic doxorubicin. The increased expression of this gene
means that the apoptotic levels will also increase, especially in the cells treated
with the combination of doxorubicin and selenomethionine (500 ng/mL). Apoptosis
was more pronounced in cells treated with selenium.

The experiments performed with BCL-XL, a member of the BCL-2 anti-
apoptotic gene family, agree with the other study results (YEO et al., 2002; LIU and
ZHANG, 2005). The data show a significant decrease in the expression of this
gene in cells treated with selenomethionine, doxorubicin and a combination of both
of them. According to Zimmer (2007), doxorubicin restores apoptosis through
different pathways, such as the BCL-2 family (in which the BCL-XL gene is
included). This occurs by decreasing the expression of BCL-XL and increasing the
apoptosis ratio, which was confirmed in the present study. The decrease in the
expression of BCL-XL in cells treated with selenomethionine suggests that this
oligoelement may act directly in the induction of apoptosis. This was also observed
in the cells treated with the combination of doxorubicin and selenomethionine (500
ng/mL).

In addition to the chemopreventive action of selenium, new evidence
indicates a chemotherapeutic potential of this metalloid micronutrient (SINHA and
EL- BAYOUMY, 2004). The data presented here suggest that selenomethionine
possesses synergistic activity with doxorubicin and increases its chemotherapeutic
action, which was observed in the cytological assays. More studies are necessary
to verify whether the use of selenium is an important therapeutic source, adjuvant
to the doxorubicin-based chemotherapy. If this is true, the use of these two
compounds in chemotherapy may improve the response to treatment and improve
the quality of life for patients with colorectal cancer.

Tumor cells, such as HT29, have glutathione peroxidase and glutathione S-

transferase alternations, and selenium has an important role in their active-site
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arrangements. These redox alterations in the intercellular environment trigger
apoptosis (GHIBELLE et al., 1995; KAPLOWITZ, 2000). Abrupt changes to the cell
redox state occur also in the presence of the damage-inducing agent doxorubicin
by the increased production of antioxidant enzymes. This is due to the increase of
the selenomethionine supply to the cells. Redox changes, especially in the
mitochondria, inhibit the expression of anti-apoptotic genes, such as BCL-XL,
which makes the mitochondrial membrane permeable and allows the release of
cytochrome c. When cytochrome c is present in the cell cytoplasm, the activation of
pro-apoptotic enzymes occurs, such as caspase-9, and triggers the apoptotic
cascade (MCCONKEY, 1998; PAROLIN and REASON, 2001; CARVALHO, 2008).
In the present study, the expression of CASP9 was increased in the combination
group, reinforcing the idea that more CASP9 triggers programmed cell death.

Thus, this study suggests selenium as a potential activator of apoptosis and
regulator of cell proliferation. However, new studies that consider new
concentrations of selenomethionine, other cell types and other genes are

necessary to determine the molecular mechanism of this oligoelement.
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Figure 1. Relative gene expression CASP9, BCL-XL and APC in differents
treatments. Selenium: 500ng/mL, Associate: 500ng/mL of selenomethionine + 0,1

mg/mL of doxorubicin, Doxorubicin, 0.1 mg/mL. GraphPad Prism (PAFFLL)
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IV. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, considera-se que 0 micronutriente

selénio, nos ensaios citologicos:

- N&o é citotdxico nas concentracdes de 5,50 e 500ng/mL em culturas de
células de HT29, fato este que é corroborado por dados da literatura;

- Quando na concentracdo de 500ng/mL associado ao agente indutor de
danos doxorrubicina, diminui a significativamente a taxa de proliferacao
celular em células de HT29;

- Reduz a viabilidade celular em células tratadas pelas trés diferentes
associacoes de doxorrubicina e selénio, quando comparado aos controles;

- Em suas trés diferentes concentracbes associadas, ha um aumento da
atividade apoptotica, quando comparada ao controle e as células tratadas

com o agente indutor de danos.

Ja nos ensaios relacionados a expressao génica, o selénio:

- Aumentou a expressao do gene pro-apoptotico CASP 9, na concentracdo
de 500ng/mL, associada ao agente indutor de danos;
- Diminuiu a expressao do gene antiapoptético BCL-XL em células tratadas
apenas com Se na concentragdo de 500ng/mL, e com a mesma
concentracao associada ao agente indutor de danos;
- Na concentracdo de 500ng/mL, modulou 0 aumento da expresséo relativa

do gene supressor de tumor, envolvido na proliferacéo celular, o gene APC.

Dessa maneira, quando sdo considerados em conjunto os dados obtidos

pelos ensaios citoldgicos e moleculares, consideramos que o selénio possui:
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- Atividade antiapoptoética, pois os dados obtidos pelo ensaio da RT-PCR
relacionados aos genes envolvidos em apoptose (CASP 9 e BCL-XL),
possuem correlagdo com os dados de apoptose in situ, ou seja, O
oligoelemento Se melhora a atividade apoptética do agente indutor de
danos doxorrubicina;

- Acdo moduladora no gene APC, resultado apoiado pelos resultados

obtidos no ensaio de proliferagéo celular em células HT29.

Considerando-se que os resultados obtidos apresentam diferentes atuacdes
do selénio dentro da carcinogénese colorretal, fazem-se necessarias novas
pesquisas com este mesmo micronutriente em diferentes alvos moleculares e

celulares.



V. ANEXO

1. Certificado de traducao do artigo para a lingua inglesa.
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