UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS
NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS

GERALDO MOISES WANDERLEY AMORIM

EFEITO ANTITUMORAL /N VITRO DE UM COMPOSTO DE SELENIO EM
LINHAGEM HUMANA DE CANCER DO COLO DO UTERO

Joao Pessoa, PB
2025



Geraldo Moisés Wanderley Amorim

Efeito antitumoral in vitro de um composto de selénio em linhagem humana de
cancer do colo do utero

Dissertacao apresentada ao Programa de Poés -
Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba, em
cumprimento as exigéncias para obtengdo do
titulo de Mestre em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos. Area de concentragao:
Farmacologia.

Orientadora: Profa. Dra. Marianna Vieira Sobral
Co-orientador: Prof. Dr. Rafael Carlos Ferreira

Joao Pessoa, PB
2025



Catalogag¢ao na publicacgdo
Segao de Catalogagdao e Classificagdo

A524e Amorim, Geraldo Moisés Wanderley.

Efeito antitumoral in vitro de um composto de
selénio em linhagem humana de cancer do colc do utero /
Geraldo Moisés Wanderley Amorim. - Jodo Pessoa, 2025.

98 f. : il.

Orientacdo: Marianna Vieira Sobral.
Coorientacdo: Rafael Carlos Ferreira.
Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CCS.

1. Atividade antitumoral. 2. Colo do utero - cancer.
3. Citotoxicidade. 4. Composto de selé&nio. 5. Apoptose.
6. Estresse oxidative. 7. MAPK. I. Sobral, Marianna
Vieira. II. Ferreira, Rafael Carlos. III. Titulo.

UFPB/BC CDU 615.277.3(043)

Elaborado por RUSTON SAMMEVILLE ALEXANDRE MARQUES DA SILVA -
CRB-15/0386




Universidade Federal da Paraiba
Centro de Ciéncias da Saude
Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos

PgPNSB

Ata da 5242 (quingentésima vigésima quarta) Dissertagdo de Mestrado do(a) aluno(a) do
Programa de Pos-Graduagéo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Geraldo Moisés
Wanderley Amorim, candidato(a) ao Titulo de “Mestre” em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos na area de concentragdo Farmacologia.

As quatorze horas (14h30) do dia vinte e dois de setembro do ano de dois mil e vinte e
cinco (22/09/2025), no Auditério do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos,
da Universidade Federal da Paraiba, reuniram-se em carater de Solenidade Publica os
membros da Comissdo designada para examinar o(a) discente Geraldo Moisés
Wanderley Amorim, candidato(a) ao Titulo de “MESTRE” em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos na area de concentragdo Farmacologia. Foram componentes da
Comissdo Examinadora os pesquisadores Karina Carla de Paula Medeiros, Ph.D em
Farmacologia, Rafael Carlos Ferreira, Ph.D em Farmacologia; Ricardo Dias Castro, Ph.D
em Farmacologia e Marianna Vieira Sobral, Ph.D em Farmacologia. Sendo a primeira,
integrante do corpo docente da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, o segundo,
docente da Universidade Federal de Campina Grande e os demais integrantes do corpo
docente da Universidade Federal da Paraiba. Dando inicio aos trabalhos, o(a) Presidente
da Comissao, professor(a) Marianna Vieira Sobral, apés declarar os objetivos da reuniéo,
apresentou o(a) candidato(a) Geraldo Moisés Wanderley Amorim, a quem concedeu a
palavra para que dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado
“EFEITO ANTITUMORAL IN VITRO DE UM COMPOSTO DE SELENIO EM LINHAGEM
HUMANA DE CANCER DO COLO DO UTERO". Apds discorrer sobre o referido tema
durante cerca de quarenta minutos, o(a) candidato(a) foi arguido(a) pelos examinadores na
forma regimental. Em seguida, passou a comissdo, em carater secreto, a proceder a
avaliagdo e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito APROVADO(A).
Em face da aprovagéo, declarou o(a) Presidente achar-se o(a) examinado(a) Geraldo
Moisés Wanderley Amorim legalmente habilitado(a) a receber o Titulo de “MESTRE” em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, na area de concentragdo Farmacologia, cabendo
a Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de direito, a expedi¢do do Diploma
que o(a) mesmo(a) faz jus. Nada mais havendo a tratar, foi lavrada a presente ata que é
abaixo assinada pelos membros da Comissdo e pelo(a) discente.

Prof.# Dr.2 Map@nna\Vieira Sobral (Orientadora)

Prof. Dr. Ra 7ANQS Ferreira (Coorientador)
Prof.2 Dr.2 Karina arla de Paula Medeiros (Examinadora)

Prof. Dr./Ricargo Digs Castro (Examinador)

Geraldo Mois@"\zlinderley Amorim (Discente)

Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) — Universidade Federal da Paraiba
Recanto da Milona, Via Ipé Amarelo — Cidade Universitaria — Jodo Pessoa — PB — Brasil. CEP: 58051-900
Fone: 55 83 3216-7502 E-mail: pos-graduacao@lItf.ufpb.br  Site: www.ufpb.br/pos/pgpnsb




A minha méie, por todas as oracdes
e pelo imensuravel amor. Te amo!



AGRADECIMENTOS

Eu acredito que a vida € uma caminhada linda e curta. E curta pois coexistimos
e temos a chance de vivenciar as belas coisas feitas por Deus apenas uma vez. E &
linda porque compartilhamos essa unica chance com outras pessoas, vivendo suas
unicas chances, que a tornam especial. Viver é estar e se fazer presente de diferentes
maneiras. E é por isso que eu agradeco imensamente as seguintes pessoas que
fizeram e fazem parte dessa jornada comigo:

Agradego a minha mae, Jovita, por todas as oragbes a mim intencionadas. A
senhora tem uma fé e um amor incondicional que move montanhas e sempre sera
uma inspiragao para mim. Também agradeg¢o ao meu pai Camilo, e a minha querida
irma Regina, que mesmo longe consegue se fazer presente. Obrigado por serem meu
porto seguro em todos os momentos e sempre me incentivarem. Vocés sdo a melhor
familia que eu poderia ter.

Agradecgo imensamente a minha companheira de vida, minha Dra, minha noiva,
Yanna. Obrigado por dividir e deixar meus dias mais felizes, por enfrentar os desafios
comigo, por sempre me apoiar e me incentivar. Os ultimos meses foram desafiadores
e a realizacao desse trabalho so6 foi possivel com a sua ajuda. Vocé é luz na minha
vida e eu amo amar vocé.

A minha querida familia que mesmo de longe sempre esta torcendo pelo meu
sucesso. Minhas queridas tias Dalva, Maria, Dalvani e meus queridos primos
Robson, Izaias, Brenda e Junielly. Assim, como minha amiga e sogra Francely, que
também sempre me incentivou.

Aos meus amigos da graduagao que perduraram até a pos-graduacgao, Alissa,
Junior, Myllena, Nayana e Brena. Obrigado por também estarem comigo nessa
jornada que foi o mestrado. N&o teria sido o mesmo sem vocés.

Aos meus amigos e colegas de trabalho do Laboratério de Oncofarmacologia:
Karinne, Ramon, Geovana, Junior, Paulo, Gabriela, Isabela, Mariana, Isione,
Juan, Samia, Ana Paula, Erika, Heivila, Isabela, Victor, Patricyane e Pablo.
Obrigado por serem uma excelente equipe. O ONCOFAR € o que é por conta da nossa
determinagao e unido. Até mesmo os maiores desafios ndo nos amedrontam e isso
mostra o quanto somos fortes.

Aos meus diferentes nucleos de amizade, que mesclam todas essas incriveis

pessoas. Jamais teria aproveitado tanto esse tempo se ndo fossem nossas conversas



mais aleatdrias possiveis e nossa rede de apoio psicolégico. Foram muitas risadas
compartilhadas, muitas fofocas e muita parceria envolvida.

A minha querida orientadora, Marianna Sobral, por toda a confianca
depositada em mim desde o inicio da minha graduagéo. Tenho certeza de que o que
sou hoje foi também fruto da sua atengao durante esse tempo, pois tudo que recebe
atencao, cresce. Eu agradego imensamente por todo cuidado e seu amor de mae
comigo, saiba que a senhora esta marcada na minha historia.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Rafael Ferreira, que me deu total apoio no
desenvolvimento até a correcdo impecavel desse trabalho. Rafa, vocé sempre foi uma
inspiracao académica desde a nossa relacado de IC e Pds-graduando. Ter vocé hoje
como membro desse trabalho € motivo de muito orgulho.

Agradec¢o a Ana Paula, por sempre cuidar tdo bem do nosso laboratério e ser
praticamente uma mée pra gente e por sempre me incentivar com suas boas intengdes
quando eu saia da cultura dizendo que tinha dado tudo errado.

A Samia, que nunca mediu esfor¢gos para nos ajudar no desenvolvimento de
métodos e nos experimentos e ao Prof. Juan que sempre esteve nos auxiliando e
ajudando nos diversos temas.

Agradeco imensamente a participacdo de todos da minha banca avaliadora,
Prof. Dr. Ricardo Castro por ter aceitado o convite de prontidao e Profa. Dra. Karina
Medeiros, por nao hesitar aceitar o convite mesmo morando em outro estado. Assim
como os suplentes Prof. Dr. Hemerson lury e Prof. Dr. Davi Farias. Eu tenho certeza
de que as contribuigdes sdo do mais alto nivel. Deixo aqui expressa a minha grande
admiracao por vocés.

Finalmente, agradeco a Universidade Federal da Paraiba (UFPB) enquanto
instituicdo promotora da educacdo, por ser responsavel pela minha formacao
académica. Ao PgPNSB e a toda a equipe docente e administrativa. Assim como ao
CNPq, pela concessao da bolsa que me ajudou a desenvolver esse trabalho.

E a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo desta

CMuito obrigadsl

pesquisa:



“O comeco de todas as ciéncias é o
espanto de as coisas serem o que sao.”

- Aristoteles



AMORIM, G. M. W. Efeito antitumoral in vitro de um composto de selénio em
linhagem humana de cancer do colo do utero. 2025. 100 f. Dissertagao (Mestrado
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — UFPB/CCS, Jo&o Pessoa.

RESUMO

O céancer do colo do utero (CCU) apresenta alta prevaléncia mundial. Apesar dos
avangos alcancados em relagdo ao tratamento do CCU, a quimioterapia ainda
apresenta limitagdes como efeitos colaterais significativos e resisténcia das células
tumorais aos agentes citotoxicos. Assim, emerge a necessidade de novas alternativas
terapéuticas menos téxicas e mais seletivas para as células malignas. O objetivo
desse trabalho foi investigar a atividade antitumoral in vitro do composto de selénio N-
(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeNitro) em linhagem celular de cancer do
colo do utero. A citotoxicidade do SeNitro foi avaliada pelo ensaio do MTT utilizando
linhagens celulares tumorais (SK-MEL-28, HelLa, HCT-116, MCF-7 e MDA-MB-231) e
nao tumoral (HEK-293) humanas. O tipo de morte celular induzida pela molécula teste
foi investigado por microscopia confocal a /aser utilizando laranja de acridina (LA) e
iodeto de propideo (IP), Hoechst 34580, ou JC-1. Para a avaliagédo do envolvimento
de ROS e das MAPKSs na citotoxicidade do SeNitro, foi realizado o ensaio do MTT na
presenca ou auséncia de NAC e na presenca ou auséncia de inibidores de MAPKs,
respectivamente. Apds 72 h, SeNitro apresentou Clso de 5,03 + 0,45 yM para a
linhagem de células de CCU Hel a, a mais sensivel ao tratamento. Ja para a linhagem
nao tumoral, SeNitro apresentou Clso = 93,00 + 16,13 pM. A partir desses resultados,
foi possivel determinar o indice de Seletividade (IS) do SeNitro, que se apresentou 18
vezes mais seletivo para a linhagem tumoral (IS = 18,49). No ensaio utilizando LA/IP,
apos 24 h de tratamento com o SeNitro, foi possivel observar aumento significativo de
apoptose inicial de células HelLa (2,5 uM: 83,76 £ 4,23%; 5,0 uM: 81,72 + 1,21%; 10
MM: 84,25 + 2,07%; p < 0,0001 para todos). No ensaio do Hoechst 34580, foi
observado aumento significativo da fluorescéncia de células HelLa apds o tratamento
com o SeNitro (5 uM: 240,0 £ 6,93%; 10 uM: 254,1 + 4,78%, p < 0,0001). No ensaio
do JC-1, observou-se diminui¢cdo da razao de fluorescéncia agregados/monémeros
apos tratamento com a molécula teste (5 uM: 0,24 £ 0,02; 10 uyM: 0,20 £ 0,01, p <
0,0001). O pré-tratamento com NAC preveniu significativamente a citotoxicidade do
SeNitro (5 uM: 97,57 £ 3,88%; 10: uM 80,44 £ 2,10%, p < 0,0001) em comparagao ao
grupo tratado com SeNitro na auséncia de NAC (5 uM = 54,50 + 1,49%; SeNitro, 10
MM = 39,20 £ 1,71%). Em adigéo, o pré-tratamento com os inibidores de ERK e JNK
reduziram significativamente a viabilidade celular apds tratamento com o SeNitro (Na
presenca do inibidor de ERK = 35,02 £ 1,00%; e inibidor de JNK = 39,58 + 3,04%; p <
0,05 para ambos), em comparagao ao grupo tratado com o SeNitro na auséncia dos
inibidores (58,73 £ 6,79%, p < 0,05). Diante desses resultados é possivel inferir que o
SeNitro possui uma alta seletividade para as células HelLa e induz nessa linhagem
apoptose dependente de estresse oxidativo e inibicdo das proteinas ERK e JNK.

Palavras-chave: Citotoxicidade; Composto de selénio; Apoptose; Estresse oxidativo;
MAPK; Colo do utero.



AMORIM, G. M. W. In Vitro Antitumor Effect of a Selenium Compound on a Human
Cervical Cancer Cell Line. 2025. 100 f. Dissertation (Master’s Degree in Natural and
Synthetic Bioactive Products) - Federal University of Paraiba, Health Sciences Center,
Jodo Pessoa.

ABSTRACT

Cervical cancer (CC) exhibits a high global prevalence. Despite the advances achieved
in CC treatment, chemotherapy still presents limitations such as significant side effects
and tumor cell resistance to cytotoxic agents. Therefore, there is an emerging need for
new therapeutic alternatives that are less toxic and more selective toward malignant
cells. The aim of this study was to investigate the in vitro antitumor activity of the
selenium compound N-(4-nitrophenyl)benzoseleno-ethylenolactamide (SeNitro) in a
cervical cancer cell line. The cytotoxicity of SeNitro was assessed using the MTT assay
in human tumor cell lines (SK-MEL-28, HelLa, HCT-116, MCF-7, and MDA-MB-231)
and a non-tumor cell line (HEK-293). The type of cell death induced by the test
molecule was investigated by laser confocal microscopy using acridine orange (AO)
and propidium iodide (Pl), Hoechst 34580, or JC-1. To evaluate the involvement of
ROS and MAPKs in SeNitro-induced cytotoxicity, the MTT assay was performed in the
presence or absence of NAC and in the presence or absence of MAPK inhibitors,
respectively. After 72 h, SeNitro showed an IC5, of 5.03 £ 0.45 uM for the HelLa cervical
cancer cell line, which was the most sensitive to treatment. For the non-tumor cell line,
SeNitro presented an IC5, of 93.00 + 16.13 uM. Based on these results, the Selectivity
Index (SI) of SeNitro was determined, showing that the compound was 18 times more
selective for the tumor cell line (SI = 18.49). In the AO/PI assay, after 24 h of treatment
with SeNitro, a significant increase in early apoptosis was observed in HelLa cells (2.5
MM: 83.76 £ 4.23%; 5.0 uM: 81.72 £ 1.21%; 10 uM: 84.25 + 2.07%; p < 0.0001 for all).
In the Hoechst 34580 assay, a significant increase in fluorescence intensity was
observed in HelLa cells following treatment with SeNitro (5 uM: 240.0 £ 6.93%; 10 pM:
2541 £ 4.78%; p < 0.0001). In the JC-1 assay, a decrease in the aggregate/monomer
fluorescence ratio was observed after treatment with the test molecule (5 uM: 0.24 +
0.02; 10 uM: 0.20 £ 0.01; p < 0.0001). Pre-treatment with NAC significantly prevented
SeNitro-induced cytotoxicity (5 uM: 97.57 + 3.88%; 10 uM: 80.44 + 2.10%; p < 0.0001)
compared to the group treated with SeNitro in the absence of NAC (5 uM = 54.50 +
1.49%; 10 uM = 39.20 + 1.71%). Additionally, pre-treatment with ERK and JNK
inhibitors significantly reduced cell viability after SeNitro treatment (with ERK inhibitor
= 35.02 £ 1.00%; with JNK inhibitor = 39.58 + 3.04%; p < 0.05 for both) compared to
the group treated with SeNitro alone (58.73 £ 6.79%; p < 0.05). Taken together, these
results indicate that SeNitro exhibits high selectivity toward HelLa cells and induces
apoptosis in this cell line through a mechanism dependent on oxidative stress and
inhibition of ERK and JNK signaling pathways.

Keywords: Cytotoxicity; Selenium compound; Apoptosis; Oxidative stress; MAPK;
Cervical cancer.
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1 INTRODUGAO

O cancer é um conjunto de doengas multifatoriais caracterizado pela
proliferacdo descontrolada de células malignas, resultante de mutagdes genéticas ou
alteragdes epigenéticas que comprometem processos de controle celular, como o
reparo do DNA, conferindo as células tumorais capacidade de invasao e disseminacao
(Schwartz, 2024, Xia et al., 2024). Trata-se de um problema de saude publica em nivel
global, com cerca de 20 milhdes de novos casos e 9,7 milhdes de mortes registradas
em 2022 (Bray et al., 2024). Apenas no Brasil, estima-se cerca de 700 mil casos entre
2023 e 2025 (INCA, 2022).

O céancer do colo do utero (CCU) é o quarto tipo de cancer mais comum entre
mulheres no mundo, com aproximadamente 660 mil novos casos em 2022 e elevada
mortalidade. Afetando principalmente mulheres mais jovens, a idade média ao
diagnéstico € de 50 anos. Apesar dos avangos na prevengao e no tratamento, o CCU
continua impactando mulheres globalmente, sobretudo devido a baixa cobertura
vacinal contra o principal agente etiolégico, o Papilomavirus Humano (HPV), e a
insuficiéncia de programas de rastreamento (Francoeur et al., 2025).

Quando a doenca esta instalada, algumas opg¢des de tratamento estdo
disponiveis, como a cirurgia, radioterapia, imunoterapia e quimioterapia. Essas
abordagens podem ser usadas de forma isolada ou em combinagao (Yu et al. 2021).
A quimioterapia, sendo uma forma de tratamento amplamente utilizada e disponivel,
enfrenta desafios devido ao desenvolvimento de resisténcia pelas células tumorais e
aos efeitos colaterais que incluem fadiga, anemia, toxicidade gastrointestinal e
hematoldgica, alopecia, artralgia e perda de apetite (Choulli et al., 2024).

A busca por novas terapias contra o cancer inclui compostos sintéticos,
podendo-se desenvolver estruturas totalmente novas ou modificar as ja existentes por
reagdes quimicas com o intuito de potencializar os efeitos biolégicos (Tossetta et al.,
2023). Nesse sentido, pode-se inserir o selénio (Se), microelemento essencial
descoberto em 1817 por JOns Jacob Berzelius, e que apresenta diversos beneficios a
saude humana e animal, incluindo a redug¢ao da incidéncia de alguns tipos de cancer
(Busto et al., 2024) e protecao cardiovascular (Ali et al., 2023).

Diante da urgéncia na busca por novos candidatos a farmacos antitumorais,
cresce o interesse em pesquisas que investigam compostos de selénio associados a
diferentes estruturas quimicas. Evidéncias na literatura indicam que esses compostos

podem controlar ou eliminar a expansao desordenada de células tumorais por meio
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de multiplos mecanismos. Entre suas agdes, destacam-se efeitos citotoxicos diretos,
modulagdo do estado redox celular e indugdo de apoptose por vias de sinalizagao
especificas, envolvendo proteinas reguladoras do ciclo celular, contribuindo para a
inibicdo da proliferagdo e progresséo tumoral (He et al., 2025).

Nesse contexto, destaca-se o N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida
(SeNitro), uma lactamida contendo selénio sintetizada a partir de acidos organicos,
que apresenta atividades bioldgicas promissoras. Estudos recentes demonstram o
potencial do SeNitro, com relatos de efeitos antiparasitario e antibacteriano (Sousa et
al., 2023; Sousa et al., 2025).

Considerando a problematica global do CCU, respaldada por dados
epidemioldgicos alarmantes, e os desafios enfrentados pelas terapias atuais, o
presente trabalho se propds a investigar o potencial farmacologico do SeNitro, um
produto sintético com selénio em sua estrutura, avaliando seu efeito citotdxico e os

possiveis mecanismos antitumorais associados.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 Cancer do colo do utero
2.1.1 Epidemiologia

O cancer do colo do utero (CCU) é um problema de saude publica em nivel
mundial e todos os anos atinge milhares de mulheres, sendo o mais prevalente na
ginecologia e o quarto tipo de cancer mais comum na populagdo em geral (Caruso et
al., 2025).

Dados da Organizagao Mundial da Saude (2024) estimaram mais de 660.000
novos casos e cerca de 350.000 mortes em todo o0 mundo apenas no ano de 2022.
Esses numeros ainda revelam a prevaléncia de incidéncia e mortalidade em paises
subdesenvolvidos e emergentes, sendo cerca de 94% do total de mortes oriundas
deles.

No Brasil, excluindo o cancer ndao melanoma, o CCU é o terceiro tipo mais
incidente em mulheres. Estima-se a ocorréncia de 17.010 casos por ano no triénio
2023-2025, sendo cerca de 15 casos para cada 100 mil mulheres. Na regido Nordeste,
esse indice aumenta para 17,59 casos a cada 100 mil mulheres, enquanto a maior
taxa esta na regiao Norte (20,48/100 mil) e a menor na regido Sudeste (12,93/100 mil)

(Instituto Nacional de Cancer, 2022) (Figura 1).

Figura 1. Representagéo das taxas estimadas de incidéncia de casos de cancer cervical nas regides
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Fonte: Instituto Nacional de Cancer, 2023.
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2.1.2 Fisiopatologia e classificagoes dos canceres do colo do utero

O colo do utero é a porgao inferior e estreita do utero, que conecta a cavidade
uterina a vagina por meio de um canal curto e cilindrico chamado canal endocervical.
Esse canal termina no éstio externo, por onde o esperma entra no utero e onde sao
coletadas amostras para exames como 0 exame citopatoldgico cervical, conhecido
popularmente como Papanicolaou. Internamente, é revestido por células glandulares
que produzem muco cervical, que é essencial para a fertilidade, e externamente por
células escamosas (Nicoladelli et al., 2023).

O local onde ocorre a transicdo (metaplasia escamosa) entre células
endocervicais e escamosas, conhecida como zona de transformacdo ou Jungao
Escamocolunar (JEC), € uma area importante na detecgao precoce do cancer do colo
do utero (Jaray, Schaff, 2022) (Figura 2). Esta area é composta por células glandulares
colunares e células escamosas, sendo o principal sitio de desenvolvimento de lesdes
intraepiteliais e neoplasias cervicais, 0 que a torna de extrema relevancia nos

programas de rastreamento do CCU (NCI, 2023).

Figura 2. Organizagao anatémica do colo uterino

Cervix Anatomy

Internal OS

Endocervical
canal

Cervix Endocervix—

Ectocervix—

Legenda: O colo do utero constitui a porgéo inferior e estreita do Utero, estabelecendo a conexao entre a cavidade
uterina e a vagina. Anatomicamente, é subdividido em orificio interno (limite entre o Utero e o canal cervical),
endocérvix (porgao interna que forma o canal endocervical), ectocérvix (porgdo externa que se projeta na vagina)
e orificio externo (abertura entre o colo do uUtero e a vagina).

Fonte: Adaptado do National Cancer Institute (2023).
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Pode-se dividir o CCU em dois principais subtipos histolégicos, sendo o
carcinoma de células escamosas (CEC) e o adenocarcinoma (AC). O CEC é mais
comum, responsavel por cerca de 90% dos casos, origina-se no epitélio escamoso na
zona de transigdo, enquanto o AC esta em cerca de 10% e origina-se no epitélio
glandular, sendo associado a um pior progndstico e menor sobrevida (Sociedade
Brasileira de Cirurgia Oncoldgica, 2024).

Além da diferenciagdo quanto a origem, tais subtipos diferem quanto os
métodos de rastreamento e progndstico da doengca. Ambos os subtipos estdo
associados ao Papilomavirus Humano (HPV) como principal fator etioldgico, variando
de acordo com os fatores comportamentais de risco, como a associacdo ao
tabagismo, principalmente quanto ao desenvolvimento do CEC (Whang et al., 2024).
Embora a maioria das infecgbes seja assintomatica e seja eliminada
espontaneamente num periodo de 1 a 2 anos, a persisténcia da infeccédo pelos tipos
de HPV de alto risco, ou oncogénicos (principalmente o 16 e 18), pode levar ao CCU
e outras doengas (Goldstein et al., 2024).

A infeccao persistente pelo HPV de alto risco pode levar ao desenvolvimento
de lesdes precursoras do CCU. Essas lesdes podem ser categorizadas
citologicamente como LSIL (Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau) ou HSIL
(Lesao Intraepitelial Escamosa de Alto Grau), e, histologicamente, classificadas como
NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical), também conhecida, de forma menos usual, de
displasia cervical (Cui et al., 2025).

Essa condicéo é classificada em trés graus: NIC 1, geralmente associada a
LSIL, corresponde a displasia leve com alteragdes celulares discretas, restritas ao
terco basal do epitélio, considerada lesdo pré-cancerosa de baixo risco e alta chance
de regressado; NIC 2, geralmente associada a HSIL, que representa displasia
moderada, envolvendo até dois tercos da espessura epitelial, com menor
probabilidade de regressao e maior risco de progressao; e NIC 3 ou carcinoma in situ,
também associada a HSIL, que indica displasia grave com alteragdes celulares mais
acentuadas, comprometendo toda a espessura epitelial, mas sem evidéncia de
invasao do tecido subjacente, considerada les&o de alto risco (Gupta et al., 2023;
Sabale et al., 2025).

As LSIL sao resultado da infecgao do virus em células que ja estdo em processo
de diferenciagao, permitindo uma produgao ativa dele. Ja as HSIL resultam de uma

proliferacdo anormal das células escamosas, causada pela expressao descontrolada
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das proteinas virais precoces E6 e E7, ocorrendo apds a integracdo do DNA viral ao
genoma da célula. Essas proteinas interferem nos mecanismos regulatérios do ciclo
celular, como os genes p53 e RB1, levando a superexpressao da proteina p16, que é
supressora tumoral e pode ser inibida pelo HPV, sendo um marcador amplamente
utilizado no diagnédstico por imuno-histoquimica (Meenakshi, 2023).

Clinicamente, a Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (2023)
classifica o CCU em quatro estagios. O Estagio | corresponde ao tumor restrito ao colo
do utero. No Estagio Il, o tumor se estende além do colo, mas sem alcangar a parede
pélvica ou o tergo inferior da vagina. O Estagio Ill indica comprometimento da parede
pélvica, do terco inferior da vagina e/ou presenca de hidronefrose ou metastase em
linfonodos pélvicos ou para-adrticos. Ja o Estagio IV representa a disseminagao do
cancer para orgaos adjacentes, como bexiga e reto (IVA), ou para locais distantes
(IVB), incluindo figado, pulmdes, linfonodos distantes, bexiga ou reto (Instituto
Nacional de Cancer, 2022; International Federation of Gynaecology and Obstetrics,
2023). Ainda, pode-se destacar a reincidéncia desse tipo de cancer, que apos tratado,
pode retornar ao colo do utero ou surgir em outra parte do corpo (National Institutes
of Health, 2025) (Figura 3).

Figura 3. Estagios do cancer de colo do utero

Cervical Cancer

Spreads to lungs,
intestines, bladder,
and other organs

1111
OO0 &®&®

Normal Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4

Legenda: Representagéo dos estagios do cancer do colo do Utero, desde a invaséo restrita ao utero (Estagio I),
passando pela disseminagéo para estruturas adjacentes na pelve (Estagio Il e Ill), até o comprometimento de
6rgdos como bexiga e reto e a presenca de metastases a distancia (Estagio 1V).

Fonte: Adaptado de Saint John’s Cancer Institute (2025)
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2.1.3 Infecgao pelo Papilomavirus Humano (HPV) e o desenvolvimento de cancer

do colo do utero

No decorrer do desenvolvimento e progressao do cancer, as células malignas
adquirem caracteristicas especificas, tais como a insensibilidade aos sinais que
normalmente suprimiriam o crescimento celular, sinalizagdo proliferativa continua,
resisténcia a morte celular programada, habilidade de replicacdo ilimitada,
reprogramacgao do metabolismo energético, evasdo do sistema imunoldgico e a
capacidade de invadir tecidos diferentes daquele de origem, resultando na formagao
de metastases (Hanahan; Weinberg, 2011; Hanahan, 2022).

Diversos fatores influenciam na maquinaria de predisposi¢ao e instalagao do
CCU. Fatores genéticos e epigenéticos estdo incluidos, como: a predisposicao
genética do individuo associada a polimorfismos; a carga viral que pode agravar o
risco de acordo com a idade ou tipos de virus; a ativagao da maquinaria de metilagcao
celular no DNA e os padrdées de acordo com a evolugcdo da doencga; rearranjo de
histonas que podem modificar a via da p53 desregulando as vias celulares e
favorecendo a transformagéo anormal; perda de fungdo da proteina E2 que regula
negativamente a E6 e E7, promovendo uma expressdo desregulada desses
oncogenes; aquisicdo de fendtipo mesenquimal, que € classico na progressao
tumoral, conferindo maior capacidade de invasado e metastase e resisténcia a terapias
(Rosendo-Chalma et al. 2024) (Figura 4).

A infeccao persistente pelo HPV promove o aparecimento de lesdes
precursoras cervicais, oriundas de alteracbes provocadas pelo virus de alto risco e
variando no nivel de gravidade. A progressao dessas lesdes pode levar muitos anos,
0 que abre espacgo para métodos de prevencgao e intervengédo na neoplasia (Zhang et
al., 2025).

Outros fatores associados ao desenvolvimento do CCU séo historico familiar,
higiene inadequada da regido genital, comportamento sexual de risco, tabagismo,
imunossupressao (como nos casos de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), uso
prolongado de contraceptivos orais, idade precoce na primeira gestagao ou multiplas
gestacdes, baixa condicdo socioecondmica e nao participacdo em programas de

rastreamento do cancer cervical (Huang et al., 2022).
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Figura 4. Mecanismos moleculares e celulares que impulsionam a progressdo do cancer cervical
induzido pelo Papilomavirus Humano (HPV)
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Legenda: A infecgéo por tipos oncogénicos do Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco desencadeia uma
cascata de alteragdes patoldgicas, incluindo tropismo celular especifico, fatores genéticos predisponentes, carga
viral elevada, forma fisica do virus (integrado ou episomal), disfungbes em proteinas reguladoras da célula
hospedeira, modificagdes epigenéticas, inativacdo da proteina E2 e superexpresséo das oncoproteinas virais E6
e E7. Esses processos favorecem a aquisicdo de caracteristicas mesenquimais pelas células infectadas,
contribuindo para a transformagdo neoplasica e a progressdo do cancer do colo do utero.
Fonte: Adaptado de Rosendo-Chalma et al. (2024) e Hakim et al. (2024).

A infeccdo pelo HPV & uma das infecgbes sexualmente transmissiveis mais
comuns no mundo, especialmente entre mulheres com menos de 25 anos. Estima-se
que cerca de 90% das mulheres sejam expostas ao HPV ao longo da vida, mas, na
maioria dos casos, a infecgao é eliminada pelo organismo antes que o virus se integre
ao genoma da célula hospedeira (Sharifian et al., 2023). Esse virus é transmitido pelo
contato direto com o epitélio cutaneo ou mucoso, afetando tanto homens como
mulheres. As manifestagdes benignas da infecgdo comumente incluem papilomas (ou
verrugas) (Hazazi et al., 2024).

Aproximadamente 10% das infecgdes por HPV sdo persistentes, o que o torna
a principal causa do cancer do colo do utero (Gomez, Romero, 2024). Entre mais de
200 tipos identificados do virus, cerca de 40 infectam a regido genital e 13 sao
considerados de alto risco oncogénico (hrHPV), como os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 (Xu et al.,, 2024). O HPV-16 é responsavel por

aproximadamente 50 a 60% dos casos e o HPV-18 por 10 a 20%; os demais 10%
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envolvem os outros tipos oncogénicos (Yoshida, Shiraishi, Kato, 2021). Além da
prevaléncia em cancer de colo do utero, também estdo associados a outros tipos de
neoplasias, como os canceres de cabeca e pescogo (Zheng et al., 2023).

O ciclo de vida do HPV segue o maquinario de diferenciacdo das ceélulas
hospedeiras. Em um cenario normal, apenas as células basais da camada inferior do
epitélio possuem capacidade proliferativa, migrando para a superficie ja diferenciadas
como parte do processo fisioldgico de regeneragao. O virus infecta majoritariamente
essas ceélulas, integrando o material genético e aproveitando-se do processo até

liberar novos virions na superficie (Figura 5) (Goldstein et al., 2024).

Figura 5. Mecanismo de carcinogénese induzida pelo Papilomavirus humano (HPV) no colo uterino
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Legenda: O processo inicia-se com o epitélio escamoso cervical saudavel (1), seguido pela infeccdo pelo
Papilomavirus Humano (HPV) (2), momento em que o DNA viral permanece de forma episomal (separado do
genoma celular) no nicleo das células. Em seguida, as células comegam a expressar genes virais precoces e
tardios (3). Com a progresséo da lesdo, ha uma superexpresséo das oncoproteinas E6 e E7 (4), que promovem
alteracdes celulares e instabilidade genética. Finalmente, ocorre o desenvolvimento do cancer metastatico,
caracterizado pela integragcdo completa do DNA viral ao genoma celular (5), favorecendo o crescimento tumoral

invasivo.
Fonte: Adaptado de Sravani, Ghate, Lewis, 2023.

Quando o individuo é infectado, o DNA viral pode permanecer em estado
latente nas células basais epiteliais € mesmo apds anos, pode evoluir para a forma
agressiva do CCU. Essa associagdo ao genoma do hospedeiro € um ponto chave na
progressao tumoral, estando vinculada a alteragdes no numero de cépias génicas
(CNA), abundancia e splicing de transcritos de mRNA, como também rearranjos

cromossOmicos. As alteracbes estdo relacionadas a proteinas que afetam os
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mecanismos regulatérios do ciclo celular e outras vias como a PI3K-Akt-mTOR (Chen
et al., 2023).

O genoma do HPV codifica 10 proteinas, com cerca de 8 kb de DNA circular de
fita dupla (dsDNA), dividido em trés regides principais (Hazazi et al., 2024). A primeira
€ a regiao precoce (early), que contém os genes E1 a E8. E1 e E2 estao relacionados
a replicagao viral, E4 participa da maturagéo das particulas virais, enquanto E5, E6 e
E7 possuem papel oncogénico, sendo E6 e E7 os principais, com agao sobre as
proteinas supressoras de tumor p53 e pRb. A segunda regido € a tardia (/ate),
composta pelos genes L1 e L2, que codificam as proteinas do capsideo viral. Aterceira
€ aregulatdria, conhecida como LCR, contendo elementos que promovem a regulagao
da transcricdo génica e replicacao viral (Volkova et al., 2021).

As oncoproteinas E6 e E7 desempenham papel crucial na promogao e
manutencdo do CCU. Elas sdo amplamente expressas durante o processo de
transformacao celular e atuam de forma sinérgica, podendo ativar diferentes hallmarks
do cancer (Araldi et al., 2018; Hanahan, 2022). A E6 tem um papel de destaque na
imortalizagdo celular, sendo capaz de se ligar e degradar a p53, que normalmente
esta ativada em resposta de danos ao DNA celular de células sadias. Com a p53
degradada, ha o impedimento da apoptose celular (Scarth et al., 2021) (Figura 6).

Ja a ligacédo da E7 na pRB também leva a degradagdo e consequente
inativacao de fatores transcricionais, o que vai favorecer a proliferagcdo das células
mutadas. O fendtipo agressivo e invasivo do cancer ocorre em decorréncia da
superexpressao associada a erros genéticos sucessivos e duradouros, tornando a E6
e E7 potenciais marcadores (Downham et al., 2024).

Ainda, estudos recentes mostram que a E5, considerada uma oncoproteina de
menor potencial transformador, possui uma alta atividade mitogénica em ensaios in
vitro e frequentemente é relacionada a lesdes cervicais. Ela pode influenciar na
proliferacao, diferenciacdo e apoptose, e ainda pode interferir no metabolismo e
comunicagao celular. Sabendo que esses mecanismos desempenham papéis
essenciais na carcinogénese, a atuagao dessa proteina tem sido explorada como alvo

terapéutico (Janiszewska et al., 2024).
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Figura 6. Patogénese do cancer do colo do utero
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Legenda: A patogénese do cancer cervical relacionado ao Papilomavirus Humano (HPV) envolve uma sequéncia
de eventos iniciada pela infeccdo do epitélio cervical. Essa infeccdo pode se tornar cronica, evoluindo para
alteragdes pré-malignas classificadas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC ou CIN) e, subsequentemente,
para o carcinoma invasivo. O mecanismo molecular relacionado a carcinogénese envolve, principalmente, as
oncoproteinas virais E6 e E7. A proteina E6 atua na inibigdo da proteina supressora tumoral p53, além de ativar a
telomerase, favorecendo a proliferagdo celular descontrolada. Essa proteina também estimula as vias de
sinalizagdo Wnt/B-catenina e Notch, alterando processos essenciais de diferenciagéo e regulagao celular. Por outro
lado, a proteina E7 desativa proteinas reguladoras do ciclo celular, como pRB, p107 e p130. A inativagéo de pRB
promove a ativagdo constante do fator de transcricdo E2F, desencadeando a transicdo desregulada da fase G1
para a fase S do ciclo celular, resultando na divisdo celular continua. Além disso, alteragbes na microbiota vaginal
podem influenciar a progresséo da infecgdo por HPV. A reducado de Lactobacillus spp., associada ao aumento de
Gardnerella vaginalis, favorece a persisténcia viral e contribui para a progressdo para lesbes malignas. Os
genotipos de HPV de alto risco mais frequentemente associados ao cancer cervical incluem: HPV16, HPV18,
HPV31, HPV52 e HPV58.

Fonte: Adaptado de Wloszek et al., 2025.

2.1.4 Rastreamento e diagnéstico do cancer do colo do utero

O principal objetivo do rastreamento do CCU é reduzir a incidéncia e a
mortalidade da doenga. No CCU, a principal ferramenta é realizar a detec¢ao precoce
de lesbes que possam ser precursoras desse tipo de cancer, como a neoplasia
intraepitelial cervical (NIC). O rastreamento requer uma estratégia de triagem para
alcancar resultados positivos. Assim, pode-se destacar trés modalidades de
rastreamento essenciais para a realizacdo de intervengao precoce e prevencao da
doenca (Sznurkowski et al., 2024).

O exame citolégico Papanicolau, publicado pela primeira vez em 1941, € uma

das principais formas de rastrear o CCU. Nele, é feita uma coleta das células do colo
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uterino para identificar microscopicamente alteragdes que indicam cancer cervical.
Recomenda-se que seja feito num intervalo de trés anos para pessoas de 21 a 29
anos de idade. Ja para pessoas de 30 a 65 anos, recomenda-se 0 exame a cada cinco
anos se for combinado com o teste de HPV (Waghe, Acharya, 2024).

Outro importante exame é o teste molecular para HPV de alto risco, ou teste de
DNA-HPV, indicado pela OMS, com foco na detecg¢ao de tipos de HPV de alto risco
que estao intimamente relacionados ao CCU. Na rotina, ele é feito em conjunto com
o exame de Papanicolau e oferece uma abordagem mais sensivel no rastreamento
de displasias cervicais de alto grau, precursoras do CCU. Identificar os genes dos
tipos HPV 16 e 18 por genotipagem combinada com a citologia tem sido o método
mais recomendado (Thrall et al., 2025).

Nos individuos com resultados alterados no exame de Papanicolau ou com
teste positivo para HPV, pode-se complementar a avaliagdo com a realizagdo de uma
colposcopia, indicada como procedimento de seguimento do diagnéstico (Dayalane et
al., 2025). Esse exame ginecolégico nao invasivo consiste numa procura mais
detalhada no colo do utero, usando um colposcépio para buscar lesdes. Caso sejam
detectadas areas suspeitas, pode-se realizar entdo uma bidpsia direcionada na
confirmacgéo histopatoldgica de células pré-cancerosas ou cancerosas (Mishra et al.,
2025).

Como alternativas aos testes tradicionais, algumas novas opgdes estdo sendo
consideradas, tais como o Dual Stain para p16/Ki-67, que € baseado em
biomarcadores que identificam a transformagéo oncogénica em células cervicais com
uma sensibilidade maior que a observada na citologia. Ainda, pode-se incluir a
genotipagem ampla e testes de metilagao (Harper et al., 2025).

O rastreamento do CCU varia também de acordo com o subtipo histologico e o
método utilizado na detecgdo. O exame Papanicolau, por exemplo, é mais eficiente
na deteccdo de lesbes precursoras e do CEC nos estagios ainda iniciais, podendo
falhar na detecgédo de AC devido a particularidade de sua localizagao ser mais interna
no canal endocervical. Em relagao ao prognéstico, casos com AC tendem a desfechos
piores quando comparados aos de CEC, apresentando menores taxas de sobrevida.
Ainda, os piores resultados de sobrevida estdo associados a pacientes com AC
submetidas a radioterapia definitiva ou quimiorradioterapia, quando comparadas aos

pacientes com CEC tratadas da mesma maneira (Whang et al., 2024).
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No diagnéstico, o Sistema Bethesda (TBS) é o mais utilizado nos resultados
citolégicos. Para considerar uma citologia positiva e fazer o encaminhamento do
paciente para uma investigagdo complementar pode variar de acordo com as células
encontradas na lesdo. A presenca de ceélulas escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US) ou LSIL s&o conduzidas dependendo do contexto. Por
exemplo, todas as mulheres que tiverem resultados que indicam células escamosas
atipicas, ndo podendo excluir as demais lesdes ja mencionadas, deverao ser
encaminhadas para o exame de colposcopia (Banerjee et al., 2022).

Dessa forma, seguir os passos e diretrizes para o rastreamento torna-se um
ponto crucial na detecgcao de possiveis lesdes, permitindo que intervengdes sejam
realizadas no inicio das lesdes. Para isso, € fundamental que a conduta clinica seja
utilizada com base na idade e nos fatores de risco, além da periodicidade para
melhorar os desfechos. Essas agdes em conjunto visam contribuir com a diminuigao
da morbimortalidade associada a doenca e minimizar o impacto de terapias mais

agressivas (Kaur et al., 2023).

2.1.5 Prevencao e tratamento do céancer do colo do utero

A vacinacédo contra o HPV é uma das estratégias mais eficazes para a
prevencao do CCU, sendo as campanhas adotadas pelos paises um ponto chave no
controle da disseminacdo do virus e incidéncia desse tipo de céncer. Atualmente,
existem trés plataformas vacinais: uma bivalente (HPV 16 e 18), quadrivalente (HPV
6, 11, 16, 18) e nonavalente (HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58). Elas sao
formuladas com particulas semelhantes a virus, em que a parte externa do HPV é
mimetizada sem o conteudo infeccioso. O publico-alvo principal sdo meninas pré-
adolescentes, porém é recomendada a vacinagdo em meninos e mulheres adultas
quando possivel (Hernandez-Silva et al., 2024).

Tais vacinas podem sustentar a imunidade por pelo menos 12 anos, sendo
sustentada pela ativacao de células B de memodria. A OMS recomenda a vacinacao
para meninas de 9 a 14 anos, no esquema de uma ou duas doses antes do inicio da
vida sexual. Ja na faixa de 15 a 20 anos, indica-se uma ou duas doses, enquanto para
idades acima de 21, duas doses com intervalo de 6 meses (Basu et al.,, 2021;
Kamolratanakul et al., 2021).

Além das vacinas no modelo de prevencdo, pode-se destacar o

desenvolvimento de vacinas terapéuticas, que estimulam a resposta imune para
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atacar células infectadas pelo HPV. Como exemplo, tém-se a vacina de DNA VB10.16,
direcionada ao HPV-16, que demonstrou a capacidade de aumentar a resposta imune
contra células infectadas e aumentar a capacidade de eliminar NIC2/3, atuando na
parada da progresséo do CCU (Boilesen et al., 2021).

O estagio clinico do CCU e as comorbidades associadas sdo determinantes
para o tipo de tratamento a ser seguido, que pode incluir a cirurgia, quimioterapia e
radioterapia ou a combinagao desses métodos. No CCU em estagio inicial, a cirurgia
é o tratamento principal. Existem diversas abordagens cirurgicas, como a cirurgia
transabdominal que oferece uma maior sobrevida, mas apresenta o maior
sangramento intraoperatério, maior incidéncia de febre pds-operatéria. A
histerectomia radical transvaginal, que pode ser usada em casos complicados para a
cirurgia aberta ou pacientes com comorbidades, porém tem um campo cirurgico
limitado. Ja a cirurgia minimamente invasiva, tem algumas vantagens, como a redugao
das complicagdes e incisées menores (Chun et al., 2021).

Apesar da elevada taxa de sucesso e do baixo risco de complicagdes
imediatas, como sangramento, infecgao e dor, a remogao cirurgica de tumores do colo
do utero pode estar associada a riscos a longo prazo. Mulheres em idade fértil
requerem maior atengao, uma vez que a recorréncia ocorre em cerca de 10% dos
caso0s nos primeiros cinco anos apos a cirurgia. Essa taxa pode aumentar
significativamente, alcangando aproximadamente 28% em situagdes de infecgao pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e entre mulheres residentes em paises em
desenvolvimento (D’Oria et al., 2022; Schubert et al., 2023; Burmeister ef al., 2025).

A radioterapia € uma das alternativas, utilizando radiacédo de alta energia contra
as células tumorais. Entre os principais métodos, pode-se destacar a radioterapia de
feixe externo (RFE), que geralmente é administrada em sessdes diarias ao longo de
5 a 6 semanas, muitas vezes combinada com quimioterapia para potencializar seus
efeitos, e a braquiterapia, que consiste na insergcédo de fontes radioativas diretamente
no tumor, permitindo uma agao localizada mais intensa com menor impacto aos
tecidos adjacentes. Embora eficaz, a radioterapia pode causar efeitos colaterais tanto
a curto quanto a longo prazo. Entre os sintomas imediatos estdo fadiga, nauseas,
irritacdo vaginal e alteragdes menstruais, enquanto complicagdes tardias podem
incluir estenose e secura vaginal, problemas intestinais e urinarios cronicos,

fragilidade 6ssea e linfedema (American Cancer Society, 2025).
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Historicamente, a quimioterapia a base de cisplatina é utilizada no CCU, tanto
nos estagios localmente avangados quanto nos que estdo em metastase. O
mecanismo de acao da cisplatina se da pela formagcao de adutos de platina com o
DNA, que induz quebras na fita dupla. Porém, essa abordagem enfrenta 0 mecanismo
de resisténcia quimioterapica a monoterapia, pois a superexpressao de proteinas
associadas ao reparo de DNA, como ERCC1 e PARP1 esta associada a resisténcia
(Nguyen et al., 2022), oriundas principalmente de alteragdes epigenéticas (Mbodi et
al., 2024).

Atualmente a combinagdo da cisplatina com outros agentes como
bevacizumabe, topotecano, paclitaxel, 5-fluororacil ou bleomicina, demonstram maior
eficacia no tratamento clinico. Em pacientes com CCU recorrente ou metastatico,
impossibilitados de uma cirurgia, o tratamento padrdo é quimioterapia a base de
platina associada ao bevacizumabe, oferecendo uma sobrevida de 14,3 a 18,3 meses
(Monk et al., 2022). Para os pacientes com o CCU localmente avancado, o padrao é
a quimiorradioterapia, que promove melhoria na sobrevida global quando comparada
a radioterapia de forma isolada (Stuopelyte et al., 2023).

Ainda, estudos recentes abordam o direcionamento de resposta contra
proteinas virais do HPV, como terapia de linfocitos infiltrantes de tumor (Tumor-
Infiltrating Lymphocyte Therapy — TIL) e terapias com células T receptoras de antigeno
(TCR) geneticamente modificadas tendo como alvo as oncoproteinas E6 e E7 do HPV-
16. Os estudos ndo clinicos realizados demonstram eficacia contra células tumorais
infectadas com HPV, abrindo possibilidade de uso em neoplasias tanto cervicais,
quanto vulvares, anais e orofaringeas (Baba et al., 2025).

Novas substancias inovadoras, como o Nocardia rubra cell wall skeleton,
aprovado recentemente na China, demonstrando potencial em reduzir a exaustao de
linfocitos T e melhorar a resposta imune local de pacientes com HPV ou NIC. A
imunoterapia € uma das alternativas mais especificas contra o CCU, pois a utilizagao
de inibidores de check-points imunoldgicos, que agem como bloqueadores da proteina
1 de morte programada (PD-1), como anticorpos tremelimumabe, pembrolizumabe,
nivolumabe e durvalumabe ganham destaque no tratamento de casos mais
avancgados da doencga (Ferrall et al., 2021; Zhang et al., 2022).

Dentre todas as possibilidades, a quimioterapia e a radioterapia continuam
sendo escolha principal no tratamento de casos mais graves, como recorrentes e

metastaticos. Os novos esquemas de tratamento com a utilizagdo do bevacizumabe
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em combinagao com quimioterapicos, por exemplo, se tornam nao tao custo-efetivos
e ainda apresentam toxicidade que limita seu uso, além da prevaléncia de efeitos
adversos graves (Anjun et al., 2025).

Diante desse cenario, a quimioterapia se destaca como protagonista de
tratamentos oncoldgicos, podendo ser classificada de acordo com os objetivos
terapéuticos: (i) usada como tratamento primario, (ii) adjuvante para eliminar células
apos o tratamento principal e reduzir a recidiva, (iii) neoadjuvante para promover a
reducdo da massa tumoral antes do tratamento principal e (iv) paliativa, que tem como
objetivo melhorar a qualidade de vida e aliviar sintomas relacionados a doenga
(Brianna et al., 2023). Contudo, a resisténcia quimioterapia segue como um obstaculo
nas terapias (Gu et al., 2025). Ela pode ser dividida em dois principais grupos: a
intrinseca, que esta presente antes do inicio do tratamento; e a adquirida, que se
desenvolve ao decorrer do tratamento (Ramos et al., 2021).

A resisténcia quimioterapica em lesbées de CCU esta associada a uma
diversidade de processos, que incluem alteragcdo na disponibilidade intracelular de
compostos a base de platina, o aumento da capacidade reparativa do DNA, expressao
de chaperonas associadas ao estresse celular e alteragdes ao DNA por meio de
metilagbes (Mbodi et al., 2024). Nesse contexto, a agao sistémica quimioterapica
associada aos elevados efeitos colaterais, faz com que a comunidade cientifica

busque alternativas que contornem esses eventos negativos.
2.2 Apoptose e o cancer do colo do utero

A manutencdo da homeostase dos organismos multicelulares depende de um
processo essencial e altamente orquestrado de morte celular. Trata-se de uma
resposta fisiologica normal a diversos estimulos, infeccbes ou danos celulares,
envolvidos tanto na proliferagdo quanto na eliminagdo de células, atuando em
momentos de renovacgao tecidual ou diante de ameacgas patogénicas, por exemplo.
Dentre os tipos de morte, a apoptose se destaca como uma morte programada pela
célula, sendo altamente controlada por moléculas chave (Mustafa et al., 2024).

Esse tipo de morte celular programada tem algumas caracteristicas
morfologicas, tais como desaparecimento das jungdes celulares, condensagdo da
cromatina, redugéo do volume celular, lise nuclear, contragao citoplasmatica, aumento

do reticulo endoplasmatico, vesiculas na membrana plasmatica e fragmentagdo em



36

corpos apoptoticos, que contém fragmentos de organelas e cromatina (Chen et al.,
2024).

O maquinario molecular da apoptose € bem caracterizado e ocorre a partir da
ativacdo de proteases, por duas vias diferentes. Ela por ocorrer tanto pela via
intrinseca quanto pela extrinseca, tendo alteragbes em as moléculas efetoras e
estimulos. A via intrinseca € desencadeada pela permeabilizagdo da membrana
mitocondrial externa (MOMP, do inglés mitochondrial outer membrane
permeabilization), enquanto a extrinseca é ativada por receptores de morte como Faz
e DR4/5, respondendo aos seus ligantes especificos FasL e TRAIL, respectivamente
(Morana et al., 2022) (Figura 7).

Ambas as vias convergem na ativagao de um grupo de cisteino-proteases,
denominadas como caspase. A execugao da apoptose ocorre a partir das caspases
efetoras (3, 6 e 7), que quando ativadas promovem a clivagem de substratos
intracelulares que acabam formando corpos apoptoticos, e entdo morte celular. As
caspases iniciadoras, como a caspase-9 (via intrinseca) e as caspases 8 e 9 (via
extrinseca) atuam ativando as caspases efetoras. Ainda, existe um grupo de caspases
(1, 4, 5 e 11) que esta envolvido em processos inflamatérios e na piroptose, que € um
tipo de morte celular (Moyer et al., 2025).

A via extrinseca é desencadeada principalmente por ligantes pré-apoptéticos,
como FasL (Fas ligand), TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) que se ligam aos seus respectivos receptores na
membrana plasmatica, como Fas (CD95/APO-1), TNFR1 ou TRAIL-R1/DR4 e TRAIL-
R2/DR5, induzindo a sua trimerizagdo (Mustafa et al., 2024). Assim, ha a exposigao
do dominio de morte DD (death domain) desses receptores na regido intracelular,
provocando o recrutamento da proteina adaptadora FADD (Fas-associated death
domain), que atrai procaspases-8 e/ou -10, por meio dos dominios de recrutamento
de caspases DEDs (do inglés death effector domains), formado o complexo DISC (do
inglés death-induzing signaling complex). A partir disso, as procaspases sofrem
clivagem, tornando-se ativas. As caspases iniciadoras ativas clivam e ativam
caspases efetoras, como as caspases 3, 6 e 7, que degradam proteinas da estrutura
celular levando a alteragdes morfologicas classicas da apoptose. Em algumas células,
a caspase-8 também cliva a proteina BID (do inglés BH3-interacting domains death
agonist) em tBid (do inglés truncated BID), que se transloca para a mitocéndria e ativa
a via intrinseca (Vitale et al., 2023; Qian et al., 2024; Wang et al., 2024) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo molecular de ativagédo das vias intrinseca e extrinseca da apoptose
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Legenda: Ambas as vias dependem de sinais especificos para iniciar uma cascata de eventos
moleculares dependente de energia, levando a ativacao de caspases iniciadoras e, subsequentemente,
a ativacao das caspases executoras, como a caspase-3. Entre os componentes envolvidos estdo TNF
(fator de necrose tumoral), FASL (ligante associado ao antigeno de superficie FS-7), TRAIL (ligante
indutor de apoptose relacionado ao TNF), TNFR1 (receptor 1 do fator de necrose tumoral), DRS
(receptores de morte), DISC (complexo indutor de sinal de morte), BID (dominio de interagao BH3),
MCL (proteina de diferenciacédo de leucemia mieloide), ER (reticulo endoplasmatico), BAX (proteina X
associada a Bcl-2), BAK (Bcl-2 killer), SMAC (ativador mitocondrial secundario de caspases), XIAP
(inibidor de apoptose ligado ao X), MOMP (permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial) e APAF
(fator ativador de protease apoptotica).

Fonte: Adaptado de Wani et al. 2024.

Ja avia intrinseca ou mitocondrial € ativada por sinais internos de estresse, tais
como dano ao DNA, hipdxia, acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), entre
outros. Esses estimulos estdo envolvidos na modulagao de proteinas da familia Bcl-
2, que controlam a permeabilidade mitocondrial externa (MOMP). Com isso, as
proteinas pro-apoptéticas Bax (Bcl-2-associated X protein) e Bak (Bcl-2

antagonist/killer) sdo ativadas e se oligomerizam na membrana da mitocondria,
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resultando na formacgao de poros que permitem a liberagdo de proteinas do espaco
intermembranar, como o citocromo ¢, Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived
Activator of Caspases | Direct IAP-Binding protein with Low pl) e AIF (Apoptosis-
Inducing Factor) (Lossi, 2022; Schofield, Schafer, 2023). O citocromo ¢, agora no
citosol, liga-se ao Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1) na presenca de
ATP/dATP, formando o apoptossomo, que recruta e ativa a procaspase-9 por
dimerizagdo. A caspase 9 inicia a cascata de ativagcdo das caspases efetoras,
culminando na degradacdo de componentes celulares. De forma paralela,
Smac/DIABLO inibe proteinas antiapoptoticas como a XIAP (X-linked Inhibitor of
Apoptosis Protein), potencializando a agao das caspases (Abbas et al., 2020; Wani et
al., 2023) (Figura 7).

No cancer do colo do utero, majoritariamente iniciado pelo HPV, a proteina ES
esta associada a modulacdo das vias de sinalizagdo referentes a resisténcia
apoptética. E5 pode inibir apoptose por influenciar proteinas reguladoras da familia
Bcl-2, protegendo a célula de estresse ou morte mediada pelo sistema imunoldgico.
Tal inibicdo possibilita as células infectadas de continuarem se proliferando mesmo
com danos ao DNA ou com outros estimulos oncogénicos, configurando como um
escape e resisténcia a apoptose (Hakim et al., 2025)

As proteinas antiapoptoéticas da familia Bcl-2 tem sido avaliadas pela sua
relagdo com a progressao do CCU. Diversos estudos avaliaram a associagao da
expressao de Bcl-2 em diferentes graus de NICs e no carcinoma in situ. Como
resultado, um estudo observou o aumento dessa proteina de acordo com o avango do
grau da lesdo, enquanto outro estudo relacionou a redugcdo dos membros dessa
familia de proteinas ao desenvolvimento e resisténcia ao tratamento de CCU. A
inibicao funcional de proteinas dessa familia pode resultar na restauracédo da apoptose
em células tumorais, sendo os membros dessa familia também potenciais
biomarcadores (Bostanci et al., 2025).

Atualmente, o desenvolvimento de tumores nao esta relacionado apenas a
proliferacdo descontrolada, mas também ao desequilibrio no processo de apoptose
nas células tumorais. Assim, os novos alvos estdo sendo propostos por intervencoes
no processo apoptotico, como miméticos de SMACs e inibidores das proteinas IAPs
(Liu et al., 2021).
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2.3 Estresse oxidativo e o cancer do colo do utero

As espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species),
sao moléculas que contém oxigénio, geradas a partir de reacdes celulares, sendo
subprodutos de respiracao celular e produgao de energia, por exemplo. Elas também
podem ser produzidas quando ha exposicdo da célula a radiacdo, poluentes
atmosféricos e outras substancias téxicas. As principais moléculas desse grupo
presente nos organismos vivos sao o anion superoéxido (O,+7), o radical hidroxila (+*OH)
e o peroxido de hidrogénio (H,O,) (Kozlov et al., 2024).

ROS sao moléculas altamente reativas, produzidas por organismos Vivos
oriundas da manutencdo da homeostase de fatores ambientais, que, em altas
quantidades, podem danificar acidos nucleicos, lipidios e proteinas, causando
alteragbes funcionais. Pode-se incluir como fonte enddgena de ROS as células
inflamatdrias, mitocéndrias e os peroxissomos. Na cadeia respiratdria mitocondrial, a
maior parte do oxigénio utilizado é reduzido a agua, porém até 5% pode ser convertido
em anion superoéxido. Outras fontes sao por meio da agao de NADPH oxidase, xantina
oxidase, lipoxigenases e cicloxigenases. Os peroxissomos, por exemplo, detém a
producdo de quantidades elevadas de peroxido de hidrogénio e superdxido, mas
concentram antioxidantes como catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
superoxido dismutase (SOD) (Kozlov et al., 2024; Sikder et al., 2025).

As ROS estdo, aparentemente, conectadas a todos os processos biologicos
conhecidos, com papéis relevantes na modulagéo fisiologica e de doengas. Em alguns
contextos, ROS podem atuar no controle de cascatas de sinalizagdao e, em outros,
podem iniciar danos a macromoléculas como proteinas e DNA. Ainda, podem causar
citotoxicidade levando a morte de células, o que esta associado a um desbalanco de
componentes antioxidantes (Hecht ef al., 2024).

Sabe-se que em condigdes fisioldgicas, baixas concentragcdes de ROS atuam
como moléculas sinalizadoras na proliferagdo, migracao, diferenciacdo celular e
ativagdo de mecanismos de sobrevivéncia frete ao estresse. Por outro lado, os altos
niveis podem culminar em danos celulares significativos, como quebras de fita simples
no DNA, despolarizacdo da membrana mitocondrial, peroxidagao lipidica e alteragbes
na estrutura secundaria de proteinas. Por isso, no intuito de contornar esses efeitos,

0s organismos mantém sistemas complexos que fazem o equilibrio entre ROS e
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antioxidantes, promovendo uma homeostase redox (Azmanova; Pitto-Barry, 2022)
Figura 8).

As células dispéem de um sistema de defesa para manter os niveis de ROS
dentro de limites adequados, composto por enzimas antioxidantes capazes de
converter radicais livres em moléculas mais estaveis e menos danosas. Entre as
principais vias de neutralizagéo, incluem-se: a conversdo de O, em H,0, pela
superoxido dismutase (SOD); a agao da catalase sobre o H,0,, gerando H,0O e O,; a
decomposic¢éo de H,0, e hidroperoxidos lipidicos (LOOH) pela glutationa peroxidase;
a reducao de H,0, pelo ciclo da tiorredoxina, formando H,O; e a detoxificacao
exdgena catalisada pela glutationa transferase (Jomova et al., 2023; Jomova et al.,
2024).

No microambiente tumoral, existe uma elevada atividade metabdlica e
frequentemente € possivel encontrar condicbes de hipdxia. Devido a rapida
proliferacao e vascularizacao insuficiente, as células tumorais tendem a produzir altas
concentragcdes de ROS para provocarem danos ao DNA e simultaneamente ativarem
vias moleculares redox-sensiveis, a partir da ativagao de fatores induzidos por hipdxia
(HIFs), induzem a expressao de diversos genes relacionados a vascularizagao
tumoral, a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), a invasdo e metastase, ao
metabolismo especifico do cancer, a evasao do sistema imune e a aquisicao de
caracteristicas de células-tronco cancerigenas, que estardo envolvidas na resisténcia
terapéutica, sobrevivéncia e progressao tumoral (Arfin et al., 2021; Bae et al., 2024).

Em inflamagdes crbnicas, ocorre a ativacdo de células mediadoras
inflamatérias que produzem ROS e espécies reativas de nitrogénio (ERN),
aumentando o desequilibrio redox, havendo uma superacio da resposta antioxidante
enddgena, o que causa danos irreversiveis a componentes essenciais. Dentre as vias
de sinalizagcao responsaveis pela proliferacdo das células tumorais e associadas a
ROS, pode-se destacar a do EGFR, Nrf2, RAS/RAF, MAPK (ERK1/2, MEK), PI3K,
fosfolipase C e proteina cinase C. Ainda, pode-se destacar a expressao alterada de
p53, que regula a apoptose, contribuindo com a progressao da célula tumoral (Igbal
et al., 2024; Plociniczak et al., 2025).
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Figura 8. Efeitos dos diferentes niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) na célula
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Legenda: O equilibrio entre a geracdo e a remogao de espécies reativas de oxigénio (ROS) permite
que as células cancerigenas mantenham niveis de ROS dentro da faixa tumorigénica. A ativagdo da
produgao mitocondrial de ROS, induzida por oncogenes, mutagdes mitocondriais, hipdxia ou perda de
genes supressores de tumor, intensifica a sinalizagdo redox, promovendo a tumorigénese.
Paralelamente, células tumorais apresentam niveis elevados de proteinas antioxidantes, que impedem
que o aumento de ROS atinja concentragdes citotoxicas incompativeis com a sobrevivéncia e
proliferagédo celular.

Fonte: Adaptado de Sullivan et al. 2014.

Assim, a perda de equilibrio redox €& presente em varios tipos de cancer,
incluindo no CCU. Pode-se destacar como os fatores que contribuem com seu
desenvolvimento a inflamacao crénica em decorréncia de traumas na regiéo cervical,
infec¢cdes bacterianas e, principalmente a infeccédo pelo HPV (Munkherjee et al.,
2023). Este ultimo, esta envolvido no processo de carcinogénese cervical por
aumentar o estresse oxidativo principalmente pela persisténcia ativa do sistema
imunoldgico nessa situagao. Ainda, essa geragao de ROS pode promover alteragdes
genéticas no epitélio cervical, o que também favorece o aparecimento de neoplasias
(Anton et al., 2025).

Dados da literatura mostram que, antes mesmo do tratamento oncolégico, os
niveis de moléculas antioxidantes nos pacientes sdo baixos em detrimento de um
aumento nas espécies oxidantes. Além disso, o estado redox celular tem relevancia
na determinagédo do prognostico da doenga em relagao ao tratamento, direcionando
um plano terapéutico adequado a cada situagao. Atualmente, é reconhecido que
alguns quimioterapicos utilizados clinicamente promovem apoptose das células
tumorais por indugado do estresse oxidativo causado pelo aumento da geragao de

ROS, como a doxorrubicina, a cisplatina e o paclitaxel (Jelic et al., 2025).
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2.4 Vias de sinalizagdao intracelulares das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitéogenos (MAPKs)

Codificadas por genes especificos, as MAPKs integram o grupo de proteinas
cinases serina/treonina. Pode-se subdividi-las em trés familias: as cinases reguladas
por sinais extracelulares (ERK1/2), as cinases N-terminais de c-Jun ou cinases
ativadas por estresse (JNK1/2/3) e as isoformas de p38 MAPK (a, B, v, ) (Yan et al.,
2024). As ERK1 e ERK2 correspondem a MAPK3 e MAPK1, enquanto as ERKs
atipicas ERK3 e ERK4 correspondem a MAPK6 e MAPK4. Ja as MAPKs ativadas por
estresse p38a MAPK e p38B MAPK sao conhecidas como MAPK14 e MAPK11
(Morgos et al., 2024). A ativagao dessa cascata de sinalizagao ocorre em trés niveis:
primeiro, ha a ativagdo de uma MAPK cinase cinase (MAP3K), seguida pela
fosforilagdo de uma MAPK cinase (MAP2K), que segue para uma dupla fosforilacéo
das proteinas da subfamilia MAPK (Katopodis et al., 2021).

As vias de transducdo de sinal mediadas pelas MAPKs atuam como
importantes mecanismos reguladores dos processos vitais celulares e de alteragdes
anormais. Na constante pesquisa sobre o cancer, diversas cinases ja foram
associadas intimamente ao desenvolvimento e progressédo da doencga. Por exemplo,
0 gene KRAS esta associado a cerca de 25% das mutagdes genéticas presentes em
canceres humanos, e ainda ndo existem agentes terapéuticos direcionados e de fato
eficazes para esse alvo (Shi et al., 2024).

As MAPKs desempenham um papel fundamental em eventos celulares e estdo
amplamente expressas em células eucaridticas. Elas participam da regulacédo de
processos como proliferacdo, diferenciagdo e resposta ao estresse oxidativo e
apoptose (Morgos et al., 2024).

2.4.1 Via de sinalizagao intracelular das Proteinas Cinases Reguladas por Sinais
Extracelulares (ERK) e o cancer do colo do utero

A familia de Cinases Reguladas por Sinais Extracelulares (ERK) consiste nas
isoformas ERK1 (p44) e ERK2 (p42), intimamente relacionadas aos fatores de
crescimento celular. Essa via é ativada por receptores localizados na superficie da
célula, como o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR); receptor do fator
de crescimento de fibroblastos (FGFR); receptor do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGFR); receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR)

e receptor do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFR) (Bahar et al., 2023).
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A ligagao dos fatores de crescimento a estes receptores, culmina na ativagéao
da porgao catalitica de RTKs na membrana plasmatica, que ira fosforilar residuos de
tirosina localizadas na regiao citoplasmatica do receptor. Esse evento promove o
recrutamento de um complexo adaptador chamado GRB2/Shc/SOS (do inglés Growth
factor receptor-bound protein 2, SHC-transforming protein, Son of Sevenless homolog,
respectivamente) para a membrana plasmatica, que por sua vez induz a conversao
de RAS-GDP na conformacdo ativa RAS-GTP (Hendrikse et al., 2023). Apds essa
ativagédo, a cinase serina/treonina RAF (A-RAF, B-RAF e C-RAF) é atraida para a
membrana celular e ativada por processos de fosforilagdo e dimerizagdo com
complexos de ancoragem. As proteinas RAF agem regulando diretamente as cinases
MEK1 e MEK2, que fosforilam e ativam ERK1/ERK2. Quando ativadas, as ERKs irdo
se translocar para o nucleo, promovendo a ativagao de dois importantes fatores de
transcricdo da familia AP-1: c-JUN e c-FOS (Moon et al., 2021; Garcia-Hernandez et
al., 2022; Adamopoulos et al., 2024). Tais fatores irdo induzir a transcricao de genes
que estao envolvidos na progresséao do ciclo celular e em outros processos, ligando-
se as porgdes AP-1 das regides promotoras. Ainda, sabe-se que genes codificadores
de fatores de crescimento possuem sitios de ligagdo para ativadores induzidos pela
via ERK, o que leva a uma autossuficiéncia de sinais proliferativos e a uma continua
estimulagao de crescimento celular em um cenario de ativagdo anormal dessa via (Fei
et al., 2025) (Figura 9).

Como a via da ERK desempenha um papel fundamental e importante no
controle de processos celulares como sobrevivéncia e proliferagdo, quando sua
ativacdo esta aberrante, ela é fortemente associada a eventos de transformacgao
celular e carcinogénese. Por exemplo, essa via pode inibir proteinas pro-apoptéticas
da familia Bcl-2, como BAX e BIM, e ainda pode induzir a expressao de proteinas
antiapoptéticas, como Bcl-2 e Bcl-XL, levando a um desbalanco e sobrevivéncia
celular (Barbosa et al., 2021).
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Figura 9: Via de sinalizagdo da familia de Cinases Reguladas por Sinais Extracelulares (ERK)
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Legenda: A ativagédo da via MAPK/ERK (Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular Signal-Regulated Kinase)
inicia quando ligantes se ligam a receptores de membrana, como o EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), o
FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) e o VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) ativando
RTKs que fosforilam residuos de tirosina. Esse evento recruta o complexo adaptador GRB2 (Growth factor
receptor-bound protein 2) | Shc (SHC-transforming protein) | SOS (Son of Sevenless homolog), que converte RAS
(Rat Sarcoma protein) de sua forma inativa ligada a GDP (Guanosina Difosfato) para a forma ativa ligada a GTP
(Guanosina Trifosfato). RAS ativo atrai e ativa as cinases RAF, que por sua vez ativam MEK1/2, culminando na
fosforilagéo e ativagdo de ERK, gerando sinais proliferativos e de sobrevivéncia celular.

Fonte: Adaptado de Moon et al. 2021.

Nucleus

No contexto do HPV, principal agente causador do CCU, as oncoproteinas E6
e E7 contribuem para o aumento da atividade das vias MAPK. Em varios tipos de
CCU, oncogenes derivados de células transformadas sao ativados e superexpressos
por meio da via ERK. A oncoproteina E5, por exemplo, desempenha um papel central
na regulacdo de EGFR e VEGF, promovendo a expressao de VEGF através da
ativacdo de ERK, ao mesmo tempo em que regula sua fosforilagdo e estabiliza o
VEGF. Além disso, a E5 também esta envolvida na resisténcia a autofagia e a
apoptose, por meio da regulagéo da ERK (Bonab et al., 2021).

Embora a sinalizagao via ERK1/2 seja frequentemente associada a efeitos pro-
tumorais, também ha relatos de que essas MAPKs podem induzir a morte de células
tumorais, dependendo do tipo celular e do estimulo aplicado. Esse efeito antitumoral
ocorre por meio da ativagdo da apoptose, seja pela via intrinseca, envolvendo a
liberacdo de citocromo ¢ e ativagao da caspase-9, ou pela via extrinseca, mediada

pela ativagao da caspase-8. Diversos estimulos tém sido apontados como capazes
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de desencadear essa morte celular via ERK1/2, incluindo ROS e alguns agentes
quimioterapicos, como cisplatina, doxorrubicina, etoposideo, carboplatina e paclitaxel
(Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021).

Diante do exposto, a via ERK desempenha um papel central no CCU ao estar
envolvida nos processos de proliferacéo celular, sobrevivéncia e progressédo tumoral,
evidenciando seu potencial como alvo terapéutico para estratégias de intervengao

direcionadas.

2.4.2 Via de sinalizagao intracelular das Proteinas Cinases c-Jun N-terminal

(JNK) e o cancer do colo do utero

A JNK (cinase c-Jun N-terminal) faz parte das proteinas da familia MAPK pode
ser ativada por estimulos externos como radiagéo ultravioleta, citocinas, fatores de
crescimento, ROS, choque térmico, patégenos, entre outros (Yan et al., 2024). No
inicio, essa cascata de sinalizacao foi identificada no figado de camundongos e foi
chamada de proteina cinase ativada por estresse (SAPK), porém depois de alguns
estudos recebeu o nome de JNK por ser capaz de fosforilar e ativar o fator de
transcricdo c-Jun. Assim como outras vias MAPK, elas sdo encontradas em trés
isoformas: JNK1 (MAPKS8), JNK2 (MAPK9) e JNK3 (MAPK10). As duas primeiras sdo
encontradas em quase todos os tecidos, enquanto a terceira € restrita ao cérebro,
coragao e testiculos (Hammouda et al., 2020).

A via da JNK regula a expressao de varios genes downstream. Quando uma
célula recebe um estimulo de estresse extracelular, a fosforilagdo de MAPKKK (por
exemplo, MEKK1-4, ASK1/2, TAK1, MLK2) leva a fosforilagdo de MAPKK (por
exemplo, MKK4 e MKK7), que resulta na fosforilagcdo das JNKs em sitios de treonina
e tirosina no motivo Thr-Pro-Tyr (Treonina-Prolina-Tirosina). As MAPKKs sé&o
apresentadas a uma regulagcédo adicional por proteinas scaffold (responsaveis por
organizar os componentes para garantir a interacao proteica) tais como as proteinas
associadas a JNK (JIP1, JIP2 e JIP3) proteinas SH3 (por exemplo, a POSH) e o
complexo associado a IkB quinase (IKAP) (Hammouda et al., 2020). Quando ativadas,
ativam e modulam diversas proteinas tanto nucleares quanto ndo nucleares. JNK ativa
proteinas Jun (por exemplo, MKK4 e MKK7) que se dimerizam com proteinas Fos (c-
Fos, FosB, Fra-1/2), culminando na formacdo do fator de transcricao AP-1,

responsavel pela expressdo dos genes envolvidos na progressdao e proliferacao
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tumoral. Ainda, podem modular proteinas como p53, Bcl-2 e BAX, que s&o importantes
no processo tumoral (Pua et al., 2022; Ma et al., 2025) (Figura 10).

A via da JNK esta presente em diversos processos bioldgicos, tais como
desenvolvimento embrionario, metabolismo e crescimento, longevidade, morte celular
programada, migracao, reparo e proliferagdo celular entre outros. Ainda, é visto um
papel dual dessa via atuando tanto na morte quanto na sobrevivéncia celular, a
depender do contexto e do tipo de célula que esta envolvida (Corrales et al., 2021).

Dentre os estudos que abordam o CCU induzido pelo HPV, é relatado na
literatura uma forte relagdo com a via de sinalizacdo JNK. Um estudo realizado por
Morgan e colaboradores (2021) demonstrou que essa via se encontra ativada tanto
em lesdes cervicais quanto no CCU, a partir de uma fosforilagdo de JNK induzida pelo
oncogene E6. Para isso, foi realizado um bloqueio da via com inibidores especificos
ou o silenciamento do substrato c-Jun, resultado em uma reducado da proliferacéo
celular e inducéo da apoptose em células de cancer do colo do utero. Ainda, observam
que esse efeito esta parcialmente associado a ativagdo dependente de JNK da via do
EGFR, com aumento da expressédo de EGFR e de seus ligantes. A sinalizagao JNK/c-
Jun também favoreceu a invasao tumoral ao induzir fatores relacionados a transicao
epitélio-mesenquimal (EMT), como Slug e vimentina, além de sustentar a expressao
dos oncogenes virais E6/E7, criando um circuito de retroalimentagao positiva que

promove proliferacdo, sobrevivéncia e EMT no cancer do colo do utero.
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Figura 10: Via de sinalizagédo das Cinases c-Jun N-terminal (JNK)
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Legenda: Em resposta a estresses ambientais, fatores de crescimento e citocinas, as JNKKKs (c-Jun
N-terminal Kinase Kinase Kinases ou Cinases c-Jun N-terminais de terceira ordem, como ASK1 —
Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1) fosforilam as JNKKs (c-Jun N-terminal Kinase Kinases ou
Cinases c-Jun N-terminais de segunda ordem), especificamente MKK4 (Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinase 4 / Quinase 4 da MAP2K) e MKK7 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 7 / Cinase
7 da MAP2K). Essas MAP2Ks (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinases / Cinases da MAP2K), por
sua vez, ativam as JNKs (c-Jun N-terminal Kinases / Cinases c-Jun N-terminais), que finalmente
modulam os fatores de transcricdo da familia AP-1 (Activator Protein 1 | Proteina Ativadora 1),
promovendo a regulagao de genes envolvidos em proliferacao, apoptose, diferenciagéo e respostas ao
estresse celular.

Fonte: Adaptado de Hammouda et al., 2020.

Portanto, a via JNK modula de forma critica a sobrevivéncia e a apoptose no
CCU, influenciando a expressao dos oncogenes E6/E7 do HPV e a capacidade

invasiva tumoral, reforgando seu valor como alvo para abordagens terapéuticas.

2.4.3 Via de sinalizagao intracelular das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitégenos p38 (p38 MAPK) e o cancer do colo do utero

A via de sinalizagdo da familia p38 MAPK é composta por quatro isoformas
codificadas por genes distintos: p38a MAPK (MAPK14), p383 MAPK (MAPK11), p38y
MAPK (MAPK12) e p386 MAPK (MAPK13). Essas isoformas compartilham alta

homologia estrutural, mas apresentam diferengcas quanto a expressao tecidual e
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fungdes bioldgicas. A p38a MAPK ¢é a isoforma mais bem caracterizada, amplamente
expressa e essencial para a regulacdo de processos inflamatorios, apoptéticos e
diferenciagao celular (Yin et al., 2025).

A ativagéo da p38 MAPK ocorre em resposta a estresses ambientais, radiagao
UV, choque térmico, hipoxia, osmolaridade alterada, além de estimulos inflamatorios
mediados por citocinas e fatores de crescimento. A cascata inicia-se pela ativacédo de
MAP3Ks (como ASK1 e TAK1), que fosforilam as MAP2Ks MKK3 e MKKG6,
responsaveis pela fosforilagdo nos residuos Thr180 e Tyr182 da p38 MAPK, levando
a sua ativagcdo. Uma vez ativada, a p38 MAPK transloca-se ao nucleo e fosforila
diversos substratos, incluindo fatores de transcrigdo como ATF2, Elk-1 e p53, além de
proteinas reguladoras da resposta inflamatéria, apoptose e ciclo celular. A ativagao da
p38 MAPK ¢é modulada por proteinas scaffold, que organizam espacial e
temporalmente os complexos de sinalizacdo, definindo a intensidade da sinalizagao.
Entre os principais alvos da via, destacam-se a regulacdo da produgao de citocinas
pro-inflamatdrias, tais como o TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa), IL-1B
(Interleucina-1 beta) e IL-6 (Interleucina-6), além da modulagao da apoptose e controle
da diferenciagdo de células imunes e musculares (Garcia-Hernandez et al., 2022;
Zheng et al., 2023).

A via é controlada principalmente por fosfatases, especialmente pela agao de
fosfatases de serina/treonina, tirosina e de dupla especificidade (DUSP/MKP), que
atuam desfosforilando residuos criticos da p38 MAPK ou de seus alvos a montante. A
DUSP4, por exemplo, tem sido associada a diferentes desfechos clinicos no cancer,
exercendo papéis oncogénicos ou supressores conforme o tipo tumoral. Evidéncias
demonstram que sua baixa expressdo em cancer de mama e colorretal correlaciona-
se com pior prognéstico, enquanto no carcinoma papilifero de tireoide esta
relacionada a melhor desfecho. Em contrapartida, em tumores gastricos e mamarios,
a DUSP4 associa-se a quimiorresisténcia (Canovas; Nebreda, 2021).

Alguns estudos recentes indicam que a via p38 MAPK desempenha um papel
fundamental na modulagdo do CCU. Compostos demonstraram efeitos antitumorais,
promovendo apoptose por meio da ativagao de p38 MAPK e da clivagem de caspases.
A ativacdo de p38 MAPK, especificamente, foi responsavel pela indugéo da cascata
apoptotica, enquanto a inibicado desta MAPK reduziu significativamente a apoptose
(Lee et al., 2024).
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Tais achados reforcam a relevancia de p38 MAPK como um alvo terapéutico
potencial em estratégias de tratamento do cancer do colo do utero, destacando seu

papel na regulagdo da sobrevivéncia e morte celular nesse tipo tumoral.

2.5 Compostos de selénio

No corpo humano, existem cerca de 70 micronutrientes em concentragdes tao
pequenas que representam aproximadamente 0,005-0,01% do peso total do
organismo. Esses elementos sao primordiais para o adequado funcionamento
fisioldgico e podem ser classificados como elementos essenciais e ndo essenciais. Os
nutrientes essenciais, como o ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), selénio (Se), cromo
(Cr), cobalto (Co), manganés (Mn) e iodo (l), ndo podem ser sintetizados pelo
organismo, sendo, portanto, obtidos exclusivamente por meio da dieta. Por outro lado,
os nutrientes ndo essenciais, como o arsénio (As), cadmio (Cd), niquel (Ni), mercurio
(Hg), chumbo (Pb) e bario (Ba) podem ser sintetizados pelo organismo e sao
necessarios em pequenas quantidades (Moses et al., 2025).

Apoés a segunda guerra mundial, houve um aumento da ingestao de alimentos
em todo o mundo. No entanto, a qualidade nao foi acompanhada, culminando em uma
deficiéncia de minerais e microelementos, principalmente de ferro, zinco, cobre e
selénio. Essa deficiéncia refere-se ao conceito de “fome oculta”, pela falta prolongada
desses micronutrientes. Por exemplo, a Organizagdo Mundial da Saude recomenda
que um adulto ingira cerca de 55 ug de selénio por dia, a fim de manter a homeostase
desse elemento no organismo. No entanto, € estimado que a ingestdo diaria seja
metade do que é recomendado (Organizagao Mundial da Saude, 1996; Shenkin, 2006;
Venturelli et al., 2022).

A forma organica do selénio € majoritariamente a selenocisteina, incorporada
em 25 genes humanos, presente principalmente nas selenoproteinas atuando como
oxidoredutases com Sec sendo o residuo catalitico. A capacidade protetora do selénio
contra radicais livres esta relacionada a sua posigao estratégica nos centros ativos de
enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase, fortalecendo as defesas do
organismo contra danos oxidativos. Elas desempenham um papel fundamental em
diversos processos bioquimicos e fisiolégicos devido principalmente a suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias por regular células do sistema

imunologico (Basegmez, 2023). A tioredoxina redutase 1 (TR1), a selenoproteina de
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15 kDa (Sep15) e a glutationa peroxidase 2 (GPx2) sdo mais estudadas em relagao
ao cancer e pertencem a essa familia (Venturelli et al., 2022).

No ambito fisioldgico, o selénio quando em doses nutricionais atua como um
antioxidante, enquanto em altas doses torna-se oxidante. O efeito oxidante do selénio
€ usado no tratamento de tumores, pois estudos mostram que células tumorais sao
mais suscetiveis a acdo oxidante do selénio (Razaghi et al., 2021). Sua deficiéncia
estd relacionada a doengas como cardiomiopatias, doencas degenerativas e
disfungdes imunoldgica. Ja a exposi¢ao a altos niveis cronicamente pode culminar em
queda de cabelo, erupgdes cutaneas, entre outros (Radomska et al., 2021).

Dessa forma, o efeito dual de compostos de selénio esta vinculado a sua
concentragdo. Ao mesmo tempo que o selénio integra sistemas antioxidantes e
protegem a célula de mutagdes e danos ao DNA, as altas concentragbes podem
induzir a morte celular (Anjum et al., 2025). Um estudo in vitro realizado por Diaz-
Argelich e colaboradores (2017) usou compostos inéditos de selénio para avaliar a
citotoxicidade em células de linhagens humanas de cancer de mama (MCF-7),
prostata (PC-3), colorretal (HT-29), pancreas (PANC-1) e pulmdo (HTB-54). Foi
possivel identificar o efeito citotoxico dos compostos por inibirem a proliferagao celular
em concentragoes inferiores a 10 yM, provocando parada do ciclo celular na fase
G2/M, alteracao do estado redox e indugao de morte celular apoptoética e autofagica-

O papel do selénio no cancer ainda permanece parcialmente controverso,
exigindo investigagdes mais aprofundadas e abrangentes para esclarecer sua
influéncia sobre a saude. Nesse contexto, € fundamental considerar aspectos como a
forma quimica do selénio (inorganico, como o selenito de sédio, ou organico, como a
selenometionina), a dose administrada, a biodisponibilidade, os niveis basais de
selénio na populacéo estudada, bem como o tipo e o estagio do cancer, entre outros
fatores determinantes (He et al., 2025).

Assim, a crescente resisténcia dos tumores a tratamentos convencionais, como
a quimioterapia e a radioterapia, aliada aos efeitos colaterais severos frequentemente
associados a esses métodos, tém motivado a busca por novos agentes anticancer.
Nesse contexto, os compostos de selénio emergem como uma promissora alternativa,
tendo como vantagens sua menor toxicidade, maior seletividade e eficacia quando
comparado aos quimioterapicos tradicionais, além da capacidade de atenuar os

efeitos adversos das terapias anticancer convencionais (Radomska et al., 2021).
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2.5.1 SeNitro

No contexto da necessidade de novas abordagens terapéuticas antitumorais,
pode-se inserir o N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeNitro). Um
composto organosselado obtido com rendimento de 59% e ponto de fusdo entre 180-
182 °C. As analises espectroscopicas do composto confirmaram a presenca dos
grupos funcionais esperados, como as carbonilas associadas as ligagdes N—CO e Se—
CO, além de sinais caracteristicos de anéis aromaticos e do grupo nitro. Os espectros
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) evidenciaram a correta distribuicdo dos
hidrogénios aromaticos e alifdticos, bem como os carbonos do sistema
etilenolactadmico, corroborando a estrutura proposta (De Sousa et al., 2023).

Um estudo conduzido com o SeNitro demonstrou atividade antimicrobiana
contra a cepa laboratorial Mycobacterium tuberculosis H37Ra em ensaios in vitro. O
valor de concentragao inibitéria minima (CIM) foi de 80 uM, indicando eficacia
moderada em comparacao aos demais compostos da série, que apresentaram CIMs
entre 10 e 20 uM. Para fins de referéncia, os agentes terapéuticos padrao utilizados,
isoniazida e rifampicina, exibiram CIMs de 1,9 e 0,03 pM, respectivamente. Apesar da
atividade relativamente mais baixa, os resultados indicam que o composto possui
efeito antimicrobiano sobre M. tuberculosis, sinalizando seu potencial como candidato
a investigagdo adicional, possivelmente em combinagdes terapéuticas ou
modificagcdes estruturais visando otimizagao de sua poténcia (De Sousa et al., 2025).

Além disso, o SeNitro demonstrou atividade antiparasitaria contra multiplas
espécies de Leishmania. O experimento foi conduzido em cepas de L. braziliensis, L.
infantum, L. major e L. amazonensis, e o composto apresentou valores de Clsg
superiores a 50 uyM para todas as cepas testadas. Esses resultados corroboram os
achados preditivos obtidos por modelos de triagem virtual, nos quais o composto
apresentou probabilidades de atividade entre 50 e 61%, sugerindo que ele pode
exercer efeito leishmanicida sobre a forma promastigota do parasita. Essa
consisténcia entre os dados preditivos e experimentais sugere que o composto
mantém efeito leishmanicida sobre a forma promastigota do parasita e reforga seu
potencial como candidato promissor para otimizagdes futuras, podendo servir como
base para o desenvolvimento de derivados mais potentes e seletivos contra
Leishmania (De Sousa et al., 2023).
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Embora os resultados do SeNitro tenham apresentado atividade bioldgica
moderada, sua estrutura quimica, derivada de seleno-etilenolactamida, evidencia
caracteristicas promissoras de interagao bioldgica. A presenga de atomos de selénio
e grupos aromaticos estrategicamente posicionados sugere potencial para modular
processos celulares e redox, conferindo ao composto um perfil interessante para
investigagcao em outros contextos biologicos.

Esses atributos estruturais e a capacidade demonstrada de atuar sobre alvos
bioldgicos justificam o teste do SeNitro em um modelo de citotoxicidade contra células
tumorais, ja que ele pode atuar em vias que sdo comuns a células cancerosas.
Portanto, esse trabalho se propés a explorar a potencial atividade do SeNitro frente a
linhagens tumorais, contribuindo para o avanco cientifico na descoberta de novos
compostos terapéuticos a base de selénio e ampliando as possibilidades de

estratégias inovadoras no tratamento do cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a atividade antitumoral in vitro do SeNitro em linhagem celular de

cancer do colo do utero.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a citotoxicidade do SeNitro em diferentes linhagens de células tumorais
humanas (HelLa, SK-MEL-28, HCT-116, MCF-7; MDA-MB-231);

Avaliar a citotoxicidade do SeNitro em linhagem de células sadias de rim
embrinario humano HEK-293;

Determinar o indice de seletividade (IS) do SeNitro;

Identificar o tipo de morte celular induzida pelo SeNitro (apoptose ou necrose)
em células Hela;

Investigar o envolvimento do estresse oxidativo no efeito citotoxico do SeNitro
em células Hela;

Avaliar a participacado de Proteinas Cinases Ativadas por Mitogenos (MAPKSs)

na citotoxicidade do SeNitro em células Hel.a.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local da pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratorio de
OncoFarmacologia (OncoFar), localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM), onde funciona o Programa de Pds-graduagéo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e no Laboratério de Biofoténica do Centro
de Biotecnologia da UFPB (CBiotec/UFPB).

4.2 Material

4.2.1 Amostra teste

O composto N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeNitro) (Figura 11)
foi sintetizado conforme descrito por Sousa e colaboradores (2023) e fornecido
gentilmente pelo Prof. Dr. Petronio Filgueiras de Athayde Filho e Prof. Dr. Helivaldo
Diogenes da Silva Souza do Laboratério de Pesquisa em Bioenergia e Sintese
Organica (LPBS) do Departamento de Quimica (DQ) pertencente ao Centro de
Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

O produto foi mantido em vial a temperatura ambiente.

Figura 11. Estrutura quimica do composto N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeNitro)
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Fonte: Sousa et al., 2023.
4.2.2 Preparo da amostra

Para a realizacdo dos ensaios farmacoldgicos, o composto SeNitro (MM:
377,25 g/mol) foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) puro (100%), resultando em
uma solugcao estoque com concentracao final de 40 mM. A partir dessa solugao, foram
realizadas diluicbes seriadas a fim de obter as diferentes concentragdes necessarias
para os testes. Em todos os experimentos, assegurou-se que a concentracao final de

DMSO em cada pogo nao excedesse 1%.
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4.2.3 Substancias e reagentes

Foram utilizadas as seguintes substancias: azul de tripan - (Sigma-Aldrich®,
EUA); Solugao fosfato tamponada (PBS, IpeFarM, Brasil); Dimetilsulfoxido — DMSO
(Sigma-Aldrich®, EUA); MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio)
(Sigma-Aldrich®, EUA), meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) (Sigma Aldrich®,
EUA), meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (SigmaAldrich®, St. Louis,
Missouri, EUA), Soro fetal bovino — SBF (Nutricell®, Brasil), Solugdo estabilizada de
penicilina (100 Ul/mL) - estreptomicina (100 pg/mL) (Sigma Aldrich®, EUA), Dodecil
sulfato de sodio (SDS) (Sigma Aldrich®, EUA), Tripsina (GIBCO®, Irlanda).
doxorrubicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), N-acetilcisteina (NAC)
(GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), iodeto de propideo (Thermo Fisher®,
Rochester, New York, EUA), JC-1 (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA),
Hoechst 34580 (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA). Os inibidores
SP600125, U-0126, PD169316 foram adquiridos na Cayman Chemical®, Ann Arbor,
Michigan, EUA.

4.2.4 Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: Centrifuga (HETTICH Zentrifugen
- Rotina 380 R, Alemanha); Microscépio invertido (Olympus®, Japdo); Balanga
analitica (GEHAKA® AG 200, Japao); Fluxo laminar vertical modelo PA-300
(Pachane®, Brasil), Estufa de CO2 modelo TE-399 (TECNAL®, Brasil), Leitor de
Multidetecgdo Synergy HT (BioTek®, Brasil), Autoclave vertical CS (PRISMATEC®,
Brasil), Estufa de secagem e esterilizagdo (DeLeo® equipamentos laboratoriais,
Brasil), microscopio confocal de varredura a laser (Leica®, Hesse, Alemanha), banho
maria AQUAline (LAUDA®, Sao Paulo, Brasil), geladeira DFN49 (Eletrolux®, Parana,
Brasil), agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-Wurttemberg, Alemanha).

4.2.5. Linhagens tumorais e nao tumoral humanas

Para a realizagao dos ensaios de citotoxicidade, foram utilizadas as seguintes
linhagens celulares tumorais: SK-MEL-28 (melanoma humano), HeLa (cancer cervical
humano), MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario), HCT-116 (adenocarcinoma de
c6lon humano), MCF-7 (cancer de mama humano). Ja a linhagem nao tumoral usada

foi a de rim embrionario humano (HEK-293).
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Tabela 1. Linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas

Linhagem Classificagao Origem Meio de cultura?®
SK-MEL-28 Melanoma Humana DMEM
HelLa Adenocarcinoma cervical Humana DMEM
MDA-MB-231 Adenocarcinoma mamario Humana DMEM
HCT-116 Adenocarcinoma colorretal Humana RPMI
MCF-7 Adenocarcinoma mamario Humana DMEM
HEK 293 Rim embrionario Humana DMEM

Legenda: aDMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium; RPMI: Roswell Park Memorial Institute 1640.
Fonte: Elaborado pelo autor

A manipulacao das células foi feita em fluxo laminar e mantidas em estufa a
37 °C, com 5% de CO,. O monitoramento do crescimento foi feito a cada 24 horas,
realizando o procedimento de repique sempre que as garrafas atingissem cerca de
80% de confluéncia. Para isso, em todas as linhagens, adicionaram-se 2 mL de
solucao de tripsina por 3 minutos, promovendo o desprendimento das células aderidas
a superficie do frasco. Em seguida, o meio contendo SBF (10%) foi adicionado na
mesma propor¢ao para inativar a tripsina. As células foram centrifugadas a 500 x g
por 5 minutos, ressuspensas em meio suplementado e, entdo, submetidas a contagem
em camara de Neubauer. A viabilidade foi verificada por exclusdo com azul de tripan,

e a concentragao ajustada para 5 x 10* células/mL.

4.3 Métodos

4.3.1 Avaliagao da citotoxicidade do SeNitro em linhagens de células tumorais e
nao tumoral humanas e determinacgao do Indice de Seletividade (IS)

O ensaio de redugdgo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) foi utilizado para avaliagdo da citotoxicidade do SeNitro frente as
diferentes linhagens celulares. Esse método envolve a avaliacdo da viabilidade e
proliferacdo celular através da atividade redutora de enzimas mitocondriais e
citoplasmaticas. O MTT, um corante amarelo soluvel em agua, é convertido em cristais
de formazan insoluveis de cor azul-purpura pela atividade de desidrogenases
(principalmente a desidrogenase succinica) de células viaveis, resultando na clivagem
do anel tetrazol. Apds a lise da célula, os cristais sdo liberados e a subsequente
solubilizag&do permite a quantificagcao via espectrofotometria (Mosmann, 1983; Kumar
et al., 2018).
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Para o ensaio do MTT, as células foram semeadas em placas de 96 pocos a
uma concentragao de 2 x 10° (HeLa, MCF-7, MDA-MB-231, HEK-293 e SK-MEL-28)
ou 3 x 10° (HCT-116) células/mL, adicionando-se 100 uL por pogo. Apds 24 h de
aderéncia, foram adicionados 100 yL das solugdes de SeNitro (1,17—-100 uM) ou
doxorrubicina (DXR) (0,16—20 yM), diluidos em DMSO a uma concentragao final ndo
superior a 1%. As células foram incubadas por 24, 48 ou 72h a 37 °C e 5% de CO.,.
Apo6s a incubacao, 110 uL de sobrenadante foi removido, e 10 uL de solugdo de MTT
(5 mg/mL) adicionado. As placas foram incubadas por mais 4 horas. Apds esse tempo,
100 pL de uma solugao de hidrocloreto de dodecil sulfato de sddio acido (SDS-HCI) a
10% foi adicionado para dissolver os cristais de formazan produzidos. A absorbancia
foi medida usando um espectrofotbmetro-em um comprimento de onda de 570 nm.
Estes dados foram utilizados para calcular a Clso (concentragdo que inibe 50% da
viabilidade celular). Para cada linhagem celular, foram realizados trés experimentos
independentes em quintuplicata.

A partir deste parametro foi escolhida a linhagem celular mais sensivel, a fim
de investigar os mecanismos de agao antitumorais responsaveis pelo efeito citotoxico.

O indice de Seletividade (IS) foi determinado de acordo com a férmula abaixo:

IS = Clso da linhagem celular nao tumoral

Clso da linhagem celular tumoral

4.3.2 Investigagao do tipo de morte celular induzida pelo SeNitro em células
HelLa

4.3.2.1 Analise morfolégica por microscopia confocal apds coloragdo com
laranja de acridina e iodeto de propideo

Neste ensaio, foi realizada a analise morfolégica das células apds tratamento
com o SeNitro, utilizando a coloragdo com laranja de acridina (LA) e iodeto de
propideo (IP). O LA € um corante metacromatico, permeavel as membranas celulares,
que se ligara aos acidos nucleicos (Gao et al., 2020). Células viaveis serdo coradas
em verde, devido a ligacado do LA ao RNA citoplasmatico e nuclear (Banko et al., 2021).
Ao contrario do LA, o IP n&o consegue penetrar em células com membrana intacta,
ligando-se apenas em DNA de células comprometidas, diferenciando de células

viaveis (Crowley et al., 2016).
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Para a realizagdo do ensaio, as células HelLa foram plaqueadas a uma
densidade de 3 x 10* células/mL em placas de 24 pogos (1 mL por pogo) e incubadas
overnight a 37 °C e 5% de CO,. Posteriormente, foram tratadas com o SeNitro em
diferentes concentragdes (2,5, 5 ou 10 uM) ou DXR (4 yM) por 24 horas. Apos o
periodo de tratamento, as células foram coletadas e centrifugadas a 500 x g, 25 °C,
por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas com 20 pL de solugéo contendo os corantes LAa 1 mg/mL e IP a 10
Mg/mL.

As células coradas foram analisadas em microscopio confocal de varredura a
laser, com aumento de 4000 x, utilizando /asers com comprimentos de onda de
excitagao de 488 e 552 nm, e detecgédo de emissao nas faixas de 510-541 nm e 639—
701 nm. Para cada amostra, foram obtidas imagens de quatro campos aleatorios,
sendo o experimento repetido trés vezes, em duplicata. A quantificagao celular em
cada campo foi realizada com o auxilio do software ImagedJ (Sousa et al., 2023).

Os critérios estabelecidos para a analise morfologica foram: a) Células viaveis:
nucleo verde claro e estrutura celular intacta; b) Células em apoptose inicial: nucleo
verde brilhante, mostrando cromatina em condensagao; c) Células em apoptose
tardia: areas alaranjadas densas (coradas em verde e vermelho) com condensagéao
da cromatina e formagéo de bolsas apoptéticas (blebs) na membrana; e d) Células
necroticas ou mortas: coradas apenas em vermelho (Robbins, Marcus, 1963;
Renviosé et al., 1998; Tan et al., 2019).

4.3.2.2 Andlise de alterag6es nucleares em células HelLa por microscopia
confocal apés coloragao com Hoechst 34580

Durante o processo de apoptose, diversas alteracdes celulares podem ser
observadas, incluindo modificagdes nucleares como condensagéao e/ou fragmentagao
da cromatina e encolhimento nuclear (picnose). O Hoechst 34580 € um marcador
fluorescente permeavel a membrana celular que se liga a cromatina, permitindo a
visualizacdo de alteragbes nucleares relacionadas a apoptose. Ele se liga
preferencialmente ao sulco menor do DNA, com afinidade aumentada por regides
ricas em pares de bases adenina-timina (A-T). Assim, quanto maior a fluorescéncia
observada, mais pronunciadas sdo as alteragcdes nucleares nas células afetadas
(Bucevicius, 2018).



61

Para a realizagdo do ensaio, as células HelLa foram plaqueadas a uma
densidade de 3 x 10* células/mL em placas de 24 pogos (1 mL por pogo) e incubadas
overnight a 37 °C e 5% de CO,. Posteriormente, foram tratadas com o SeNitro em
diferentes concentragdes (5 ou 10 uM) ou DXR (4 uM) por 24 horas. Apds o periodo
de tratamento, as células foram coletadas e centrifugadas a 500 x g, 25 °C, por 5
minutos. Em seguida, as células foram ressuspendidas em uma solugdo de 20 pL
contendo o corante Hoechst (10 pg/mL) por 20 minutos em temperatura ambiente,
protegidas da luz. As células recém-coradas foram entdo analisadas utilizando um
microscopio confocal de varredura a laser, para identificar alteragdes nucleares
caracteristicas de células em apoptose. Foi utilizada uma ampliacdo de 4000 x,
utilizando laser de excitacdo a 405 nm e detecgao de emissao entre 410 e 600 nm.
Para cada amostra, foram adquiridas quatro imagens de campos aleatorios,
totalizando trés experimentos independentes em duplicata. A fluorescéncia foi
mensurada utilizando o software ImagedJ, e os dados analisados no software
GraphPad Prism. Os resultados estdo expressos como média * erro padrao da média

de trés experimentos independentes realizados em duplicata.

4.3.2.3 Analise do efeito de SeNitro no potencial de membrana mitocondrial de
células HelLa por microscopia confocal apés coloragao com JC-1

A avaliagao das alteragdes no potencial de membrana mitocondrial foi realizada
utilizando o corante fluorescente JC-1 (cloreto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'"-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina), um composto lipofilico e catiénico capaz de
apresentar dois padrdes distintos de emissdo fluorescente. Em mitocéndrias
funcionais, o JC-1 se acumula na matriz mitocondrial formando agregados, os quais
emitem fluorescéncia vermelha. Por outro lado, em condi¢des de despolarizagao
mitocondrial, como ocorre em células em apoptose, 0 corante permanece em sua
forma monomeérica, emitindo fluorescéncia verde. Assim, a transicao do sinal vermelho
para o verde indica a perda do potencial de membrana mitocondrial (Sivandzade;
Bhalerao; Cucullo, 2019).

Para a realizagdo do ensaio, as células HelLa foram plaqueadas a uma
densidade de 3 x 10* células/mL em placas de 24 pogos (1 mL por pogo) e incubadas
overnight a 37 °C e 5% de CO,. Posteriormente, foram tratadas com o SeNitro em
diferentes concentragdes (5 ou 10 yM) ou com o controle positivo carbonil cianeto

clorofenilidrazona (CCCP) (50 uM) por 24 horas. Apos o periodo de tratamento, as
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células foram coletadas e centrifugadas a 500 x g, 25 °C, por 5 minutos. Em seguida,
as células foram ressuspendidas em uma solugdo de 20 pyL contendo o corante e
visualizadas com 2000 x de magnificagao, utilizando o /aser de 488 nm, e emisséo
nas faixas de 520-542 nm e 580-614 nm. A fluorescéncia foi mensurada utilizando o

software Image J.

4.3.2.4 Investigacao do efeito de SeNitro no estado redox celular: citotoxicidade
na presenc¢a ou auséncia de N-acetilcisteina (NAC)

Para avaliar o envolvimento de espécies reativas de oxigénio (ROS) no efeito
citotoxico do SeNitro, as células foram pré-tratadas com N-acetilcisteina (NAC), uma
molécula antioxidante que neutraliza ROS e serve como precursora na sintese de
glutationa (Marco; Foti; Corsico, 2022). As células foram semeadas em placas de 96
pocos a uma densidade de 2 x 10° células/mL (100 yL). Apds 24 h, as células foram
incubadas na presenga ou auséncia de NAC (5 mM) por 3 h. Em seguida, as células
foram tratadas com diferentes concentragdes de SeNitro (5 ou 10 uM) ou DXR (4 uM)
(100 pL). Apds 72 h de incubagao, o sobrenadante foi descartado (110 uL), a solugao
de MTT (5 mg/mL, 10 pL) foi adicionada e a placa incubada novamente por 4 h. O
formazan formado foi dissolvido com SDS (100 pL) overnight (Mosmann, 1983). A
absorbancia foi medida com um comprimento de onda de 570 nm usando um
espectrofotdbmetro para determinar a viabilidade celular (%). Foram realizados trés

experimentos independentes em triplicata.

4.3.3 Avaliagao da citotoxicidade do SeNitro na presenga ou auséncia de
inibidores de MAPKs (iMAPKSs)

Com o objetivo de investigar o papel das vias das MAPKs na citotoxicidade
induzida pelo SeNitro, as células HelLa foram submetidas a um pré-tratamento com
inibidores especificos de ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125) e p38 MAPK (PD
169316). Para isso, as células foram semeadas em placas de 96 pogos a uma
concentragao de 2 x 10° células/mL (100 uL). Apds 24 horas, foram incubadas por 1
hora na presenca ou auséncia dos inibidores: 40 uM de iIMEK ERK1/2, 20 uM de iJNK
ou 20 uM de ip38 MAPK. Em seguida, foram tratadas com o SeNitro (5 yM) ou com
DXR (4 uM) (100 pL). Apds 72 h de incubagao, o sobrenadante foi descartado (110
ML), a solugdo de MTT (5 mg/mL, 10 uL) foi adicionada e a placa incubada novamente
por 4 h. O formazan formado foi dissolvido com SDS (100 uL) overnight (Mosmann,

1983). A absorbancia foi medida usando um espectrofotdbmetro para determinar a
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viabilidade celular (%), com um comprimento de onda de 570 nm. Foram realizados

trés experimentos independentes em quadruplicata.

4.3.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o GraphPad Prism®, e os resultados
foram expressos como média * erro padrao da média (EPM).

A analise dos dados foi realizada por meio da Andlise de Variancia (ANOVA)
one-way, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). A concentragdo que inibe 50% da
viabilidade celular (Clso) e seus intervalos de confianga de 95% foram obtidos por

analise de regressao nao-linear.



(Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade em linhagens de células tumorais e nao tumoral humanas e
determinacgao do indice de seletividade (IS)

Inicialmente, a citotoxicidade do N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida
(SeNitro) foi testada em diferentes linhagens celulares tumorais humanas utilizando o
ensaio do MTT apds 72 h de tratamento. A linhagem celular menos sensivel ao
tratamento foi a de carcinoma colorretal HCT-116 (Clso, concentragéo que inibe 50%
da viabilidade celular, > 100 uM), enquanto a linhagem de cancer cervical HelLa foi a
mais sensivel, com Clsode 5,03 + 0,45 uM. Em relagéo a linhagem nao tumoral HEK-
293, o SeNitro apresentou Clso de 93,00 + 16,13 pM, enquanto a doxorrubicina obteve
Cls0 0,51 £ 0,03 uM (Tabela 2).

A partir dos valores de Clso obtidos, foi possivel determinar o indice de
seletividade (IS) para o SeNitro e DXR usando os dados da linhagem de célula renal
embrionaria humana HEK-293 como modelo ndo tumoral. Como resultado, observou-
se que o SeNitro apresentou maior IS para a linhagem HelLa (IS = 18,49), sendo esta

a linhagem celular escolhida para dar prosseguimento aos experimentos.

Tabela 2. Citotoxicidade do N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeNitro) e da doxorrubicina
(DXR) em linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas apds 72 h de tratamento

Linhagem celular? - Clsa” (M) - o

SeNitro DXR SeNitro DXR
HelLa 5,03 +0,45 3,80+1,10 18,49 0,13
MDA-MB-231 24,39 +2,78 0,2+0,02 3,81 2,55
MCF-7 65,03 £ 5,67 1,53+ 0,20 1,43 0,33
SK-MEL-28 76,64 + 15,37 3,65 +1,67 1,21 0,14
HCT-116 > 100 2,57 £ 0,001 - 0,20
HEK-293 93,00 + 16,13 0,51+ 0,03 - -

Legenda: 2HCT-116: carcinoma colorretal; HelLa: cancer cervical; MCF-7 (superexpressa receptores estrogénio e
progesterona) e MDA-MB-231 (triplo negativa para hormonios): adenocarcinoma mamario; SK-MEL-28:
melanoma; HEK-293: linhagem de rim embrionario humano. ®°Concentragédo que inibe 50% da viabilidade celular;
¢IS: indice de seletividade (Clso linhagem néo tumoral/Clso linhagem tumoral. Os dados estdo expressos como
média £ EPM de trés experimentos independentes realizados em quadruplicata e apresentados em valores de Clso
obtidos por regressao nao linear com intervalo de confianga de 95%. Fonte: Elaborado pelo autor.

Em adicao, a citotoxicidade do SeNitro foi avaliada em diferentes tempos de
tratamento (24, 48 e 72 h) na linhagem celular HeLa. Conforme apresentado na tabela
3, a molécula teste apresentou citotoxicidade significativa nos tempos avaliados, com
valores de Clso de 15,88 + 1,45, 11,04 + 0,94 e 5,03 + 0,45 uM, respectivamente.
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Tabela 3. Citotoxicidade do N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeNitro) nas linhagens
celulares humanas Hela (cancer cervical) e HEK-293 (sadia embrionaria renal) apos 24, 48 e 72 h de
tratamento.

Clso® (uM)
Linhagem . P
sl e SeNitro DXR
24 h 48 h 72 h 72 h
HelLa 15,88 + 1,45 11,04 £ 0,94 5,03+0,45 3,80+1,10
HEK-293 > 100 > 100 93,00 + 16,13 0,51 +£0,03

Legenda: Hela: cancer cervical; HEK-293: linhagem de rim embrionario humano. PConcentragdo que inibe 50%
da viabilidade celular apés 24 h, 48 h e 72 h de tratamento com o SeNitro. Os dados estdo expressos como média
+ EPM de trés experimentos independentes realizados em quadruplicata e apresentados em valores de Clsp
obtidos por regresséo néo linear com intervalo de confianca de 95%. ¢N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida
(SeNitro). 9doxorrubicina. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Morfologia das células HeLa por analise de microscopia confocal apés
coloragao com laranja de acridina e iodeto de propideo

A Figura 12 (A) ilustra alteragdes morfoldgicas caracteristicas do processo
apoptotico nos grupos tratados com SeNitro ou DXR. As células viaveis apresentam
nucleo verde claro e uma estrutura intacta, enquanto células em apoptose inicial
exibem nucleo verde brilhante mostrando condensagao da cromatina. Ja as células
em apoptose tardia mostram areas alaranjadas densas (verde/vermelho) de
condensacao da cromatina, enquanto as necréticas apresentam nucleo vermelho.

Na Figura 13 (B) observam-se eventos tipicos da fase de execucdo da
apoptose, como a condensagao da cromatina e a formagao de blebs na membrana

plasmatica.
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Figura 12: Imagens representativas da avaliagdo da apoptose por coloragao de laranja de acridina (LA)
e iodeto de propideo (IP) de células de cancer cervical humano HelLa incubadas com N-(4-
nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeNitro) ou doxorrubicina (DXR) por 24 h

SeNitro

Controle 2,5 uM 5 pM 10 uM DXR (4 pM)
P.oa’ .« g 8¢ @

LA (488/550 nm)

IP (553/650 nm)

Sobreposigido

Legenda: células marcadas com laranja de acridina (LA) (10 mg/mL) e iodeto de proideo (IP) (10 mg/mL) apds o
tratamento com SeNitro (2,5, 5 ou 10 yM) ou DXR (4 uM) por 24 h. Imagens observadas por microscopia confocal
a laser, utilizando-se os lasers 488 e 552 nm, e emissdo nas faixas de 510-541 e 639-701 nm. As células viaveis
apresentam nucleo verde claro e uma estrutura intacta. Células em apoptose inicial exibem nucleo verde brilhante
mostrando condensacdo da cromatina. As células em apoptose tardia mostram areas alaranjadas densas
(verde/vermelho) de condensacgéo da cromatina, enquanto as necréticas apresentam nucleo vermelho. Barra de
escala: 100 ym.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13: Imagens representativas detalhadas da avaliagdo da apoptose por coloragéo de laranja de
acridina (LA) e iodeto de propideo (IP) de células de cancer cervical HeLa incubadas com N-(4-
nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeNitro) ou doxorrubicina (DXR) por 24 h

SeNitro

LA+IP

Legenda: Células marcadas com laranja de acridina (LA) (10 mg/mL) e iodeto de propideo (IP) (10 mg/mL) apds
o tratamento com SeNitro (2,5, 5 ou 10 yuM) ou DXR (4 uM) por 24 h. Imagens observadas por microscopia confocal
a laser, utilizando-se os lasers 488 e 552 nm, e emissdo nas faixas de 510-541 e 639-701 nm. (A) As setas azuis
indicam blebs de membrana e as setas rosas indicam alteragdes de cromatina celular. (B) Imagem 3D das células
Hela tratadas com 5 pM de SeNitro. Barra de escala: 50 pm.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Esses dados sdo apresentados de maneira quantitativa na Figura 14, que
mostra o percentual de células HeLa marcadas com LA e/ou IP, ap6s 24 h de
tratamento com o SeNitro (2,5, 5 ou 10 uM) ou DXR (4 uM). Pode-se observar que o
SeNitro induziu, comparado ao grupo controle (3,83 + 0,34%), aumento significativo
do percentual de células em apoptose inicial (2,5 uM: 83,76 + 4,23%; 5,0 uM: 81,72 +
1,21%; 10 uM: 84,25 + 2,07%; p < 0,0001 para todos). Em adicdo, a molécula teste
induziu aumento significativo do percentual de células em apoptose tardia/necrose nas
concentracdes de 5,0 e 10 uM (12,55 £ 1,22% e 15,33 £ 1,77%, respectivamente; p <
0,0001 para ambos), comparado ao grupo controle (1,33 £ 0,26%).

No grupo tratado com a DXR, observou-se um aumento significativo do
percentual de células em apoptose inicial e tardia/necrose (56,71 + 4,91 e 30,00 +

2,43%, respectivamente, p < 0,0001) quando comparado ao grupo controle.

Figura 14: Indugcdo da apoptose pelo N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeNitro) ou
doxorrubicina (DXR) analisada por coloragéo de laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP) em
células de cancer cervical humano Hela apds 24 h de tratamento

1 Controle
100 a .
1 1m b b b [ SeNitro (2,5 uM)
80 = E SeNitro (5 uM)
< ] c = SeNitro (10 uM)
" 60—_ Hl DXR (4 uM)
E
© 407 c
o .
20 b . b b D
] EEEN a2 [
I I I
Viaveis Apoptose inicial Apoptose tardia/Necrose

Legenda: Percentual de células marcadas com laranja de acridina (LA) (10 mg/mL) e iodeto de propideo (IP) (10
mg/mL) ap6s o tratamento com SeNitro (2,5, 5 ou 10 yM) ou DXR (4 uM) por 24 h. Dados obtidos a partir de trés
experimentos independentes realizados em duplicata e analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) one-way
seguidos de Tukey. Letras diferentes denotam diferengas significativas entre os grupos experimentais de cada
condigdo (p < 0,0001). SeNitro: N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Alteracoes nucleares induzidas pelo SeNitro em células HelLa por analise de
microscopia confocal apés marcagdao com Hoechst 34580

A Figura 15 apresenta imagens representativas da fluorescéncia dos grupos
controle e tratados com o SeNitro (5 ou 10 uM) ou DXR (4 uM) apds marcagao das
células com o Hoechst 34580. O aumento da intensidade da fluorescéncia, comparado
ao grupo controle, indica aumento de alteragdes relacionadas na cromatina nuclear

caracteristicas da apoptose, como condensagao.
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Figura 15: Imagens representativas de alteragdes nucleares induzidas pelo SeNitro (5 ou 10 uM) ou
DXR marcadas por coloragdo Hoeschst 34580 em células de cancer cervical humano Hela apds 24 h
de tratamento

Controle SeNitro (5 pM) SeNitro (10 pM) DXR (4 pM)
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Sobreposigao

Legenda: Células marcadas com Hoeschst 34580 apos o tratamento com SeNitro (5 ou 10 uM) ou DXR por 24 h,
observadas por microscopia confocal a laser com laser a 405 nm e emissdo 410-600 nm. SeNitro: N-(4-
nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida. Barra de escala: 100 um. Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 16 apresenta o percentual de fluorescéncia de Hoechst 34580 nas
células HelLa apds 24 h de tratamento com o SeNitro (5 ou 10 yM) ou DXR (4 uM).
Pode-se observar que os tratamentos com o SeNitro, nas duas concentragdes
utilizadas, aumentaram significativamente o percentual de células fluorescentes (5
MM: 240,0 + 6,93%; 10 uM: 254,1 + 4,78%, p < 0,0001) quando comparado ao grupo
controle. O tratamento com a DXR aumentou significativamente o percentual em cerca

de 40% (140,4 + 8,78%; p < 0,0001), quando comparado ao grupo controle.
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Figura 16: Percentual de fluorescéncia da marcagdo com Hoechst 34580 apds o tratamento de células
de cancer cervical HeLa com SeNitro (5 ou 10 pM) ou DXR em apéds 24 h de tratamento
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Legenda: Percentual de intensidade de fluorescéncia de células marcadas com Hoechst 34580 (10 mg/mL) apds
o tratamento com SeNitro (5 ou 10 yuM) ou DXR (4 uM) apds 24 h. Dados obtidos a partir de trés experimentos
independentes realizados em duplicata e analisados por Analise de Varidncia (ANOVA) one-way seguido de Tukey.
Letras diferentes (a, b, c) indicam diferengas significativas entre os grupos (p < 0,0001). SeNitro: N-(4-
nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Efeito do SeNitro sobre o potencial de membrana mitocondrial de células
HelLa por analise de microscopia confocal apés coloragao com JC-1

A Figura 17 contém imagens representativas das fluorescéncias de JC-1 em
mondmeros (verde), caracterizando células com perda de potencial de membrana
mitocondrial; e agregados (vermelho), indicando células com mitocéndrias integras,
dos grupos tratados com SeNitro (5 ou 10 yM) ou com o controle positivo carbonil

cianeto M-clorafenilhidrazona (CCCP) (50 pM).
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Figura 17: Imagens representativas da avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial por coloragao
de JC-1 em células de cancer cervical humano Hela incubadas com N-(4-nitrofenil)benzoseleno-
etilenolactamida (SeNitro) ou doxorrubicina (DXR) ou carbonil cianeto M-clorafenilhidrazona (CCCP)
apos 24 h de tratamento

Controle SeNitro (5 pM) SeNitro (10 pM) CCCP (50 uM)
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Sobreposicao

Legenda: Células marcadas com JC-1 apds o tratamento com SeNitro (5 ou 10 yM) ou CCCP apds 24 h,
observadas por microscopia confocal a /aser, utilizando o laser 488 nm e emiss&o 520-542 e 580-614 nm. SeNitro:
N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida. Barra de escala: 100 ym. Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 18 apresenta a razao de fluorescéncia entre os agregados de JC-1 e
sua forma monomérica nas células HelLa, apds 24 h de tratamento com SeNitro ou
CCCP. Observa-se que ambos os compostos promoveram uma reducgao significativa
na razao de fluorescéncia (SeNitro, 5 yM: 0,24 £ 0,02; SeNitro, 10 yM: 0,20 £ 0,01;
CCCP: 0,17 £ 0,01; p < 0,0001 para todos), comparado ao grupo controle (1,81 +
0,13).
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Figura 18: Avaliagdo do potencial mitocondrial em células tratadas com o SeNitro (5 ou 10 pM) ou
CCCP analisado por coloragao JC-1 em células de cancer cervical humano HelLa apds 24 h de
tratamento
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Legenda: Fluorescéncia dos agregados vermelhos em razdo dos monémeros verdes de células HelLa marcadas
com JC-1 (2,5 uM) apés o tratamento com SeNitro (5 ou 10 pM) ou CCCP (50 uM) por 24 h. Dados obtidos a partir
de trés experimentos independentes realizados em duplicata e analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-
way seguidos de Tukey. Letras diferentes (a, b) indicam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,0001).
SeNitro: N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Citotoxicidade do SeNitro na presenga ou auséncia de N-acetilcisteina (NAC)

A figura 19 apresenta os dados dos experimentos nas diferentes condigdes.
Como esperado, na auséncia de NAC, apds 72 h de tratamento com o SeNitro, foi
observada significativa redugao da viabilidade celular (5 pM: 54,50 + 1,49%; 10 pM:
39,20 + 1,71%; p < 0,0001 para todos), quando comparado ao grupo controle (100,00
* 1,26%) (Figura 19). Ja o pré-tratamento de 4 h com NAC (5 mM) preveniu
significativamente o efeito citotoxico de SeNitro quando comparado aos grupos
tratados na auséncia de NAC, nas duas concentragdes testadas (5 uM: 97,57 * 3,88%;
10: uM 80,44 £ 2,10%, p < 0,0001 para ambos).

No grupo tratado com DXR na auséncia de NAC, verificou-se uma redugao
significativa da viabilidade celular (13,01 £ 0,89%; p < 0,05) em relagdo ao grupo
controle. Por outro lado, a presengca do NAC preveniu significativamente o efeito
citotoxico da DXR, aumentando a viabilidade celular para 45,93 + 1,92% (p < 0,0001),
quando comparado ao grupo tratado com DXR na auséncia do antioxidante (Figura
19).
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Figura 19: Citotoxicidade do SeNitro (2,5, 5 ou 10 uM) em linhagem de células de cancer cervical
humano Hela na presencga ou auséncia de N-acetilcisteina (NAC) por 72 horas
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Legenda: Viabilidade celular (%) apds 72 h de tratamento com SeNitro ou DXR na presenga ou auséncia de NAC.
Dados obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em ftriplicata e analisados por Analise de
Variancia (ANOVA) one-way seguido de Tukey. Letras diferentes denotam diferengas significativas entre os grupos
experimentais de cada condigdo (p < 0,0001). #p < 0,0001 comparado ao seu respectivo grupo na auséncia de
NAC. SeNitro: N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida. DXR: doxorrubicina; NAC: N-acetilcisteina

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6 Efeito citotoxico do SeNitro em células HeLa na presencga ou auséncia de inibidores
de proteinas cinase ativadas por mitégenos (MAPKs)

A Figura 20 apresenta os resultados da avaliagado do efeito citotoxico do SeNitro ou
DXR na presencga ou auséncia de inibidores das proteinas cinases ativadas por mitdgeno
(MAPKSs) ap6s 72 h de tratamento.

Na auséncia de pré-tratamento com os inibidores, como esperado, foi observada uma
redugéo significativa da viabilidade celular na concentragdo de 5 uM de SeNitro (58,73 *
6,79%, p < 0,05) e no grupo tratado com 4 uyM de DXR (37,82 + 1,35%, p < 0,05) quando
comparado ao controle (100,00 £ 2,18%).

Na presenca dos inibidores iERK1/2 ou iJNK (Figura 20 A e C), observou-se uma
reducéo significativa da viabilidade celular ap6s o tratamento com 5 yM de SeNitro (35,02 +
1,00% e 39,58 + 3,04%, respectivamente; p < 0,05 para ambos) quando comparado aos
grupos tratados com 5 uM de SeNitro na auséncia desses inibidores. Ja o pré-tratamento com
ip38 MAPK nao provocou alteragao significativa da viabilidade celular apés o tratamento com
5 uM de SeNitro (45,71 + 6,34%) (Figura 20 B).

Na presenca dos ip38 MAPK ou iJNK (Figura 20 B e C), o tratamento com DXR reduziu
significativamente a viabilidade celular (22,15 + 1,42% e 17,85 + 2,04%, respectivamente; p <
0,05 para ambos), comparado aos grupos tratados com DXR na auséncia desses inibidores.
Contudo, o pré-tratamento com IiERK1/2 (Figura 20 A) ndo foi capaz de alterar
significativamente o efeito citotéxico da DXR, comparado ao grupo tratado com essa droga
padrao na auséncia do inibidor de ERK1/2 (viabilidade celular: 38,36 + 1,00%).
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Figura 20: Efeito citotoxico do N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida.(SeNitro) (5 ou 10 uM) ou
doxorrubicina (DXR) na presenga ou auséncia de inibidores de ERK1/2 (U0126) (5 uM), JNK
(SP600125) (20 uM) ou p38 MAPK (PD 169316) (20 uM) em linhagem de células de cancer cervical
humano HelLa apds 24 h de tratamento
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Legenda: Viabilidade celular (%) apds 72 h de tratamento com SeNitro ou DXR na presenga ou auséncia dos
inibidores ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125) ou p38 MAPK (PD 169316). Dados obtidos a partir de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata e analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) one-way
seguidos de Tukey. Letras diferentes denotam diferengas significativas entre os grupos experimentais de cada
condigéo e # denota diferenca significativa entre as condigbes experimentais (p < 0,05, para todos).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

O céancer do colo do utero (CCU) € um problema a nivel mundial. Ele é o quarto
tipo de cancer mais prevalente, com numeros dominantes tanto em incidéncia quanto
mortalidade entre mulheres de todo o mundo. Ainda que seja um problema global,
areas de paises de baixa renda e emergentes apresentam alta incidéncia da doenga
(Mengistie et al., 2025). Atualmente, o tratamento contra o cancer enfrenta diversos
desafios clinicos que incluem a elevada recorréncia e metastase. Assim, ha uma
necessidade da comunidade cientifica em contornar efeitos como a baixa eficacia dos
tratamentos disponiveis, impulsionando a demanda para o desenvolvimento de novas
abordagens como o aumento do arsenal farmacologico (Wang et al., 2024)

Nesse contexto, pode-se inserir o N-(4-nitrofenil)benzoseleno-etilenolactamida
(SeNitro), um composto que contém o microelemento selénio em sua estrutura, como
candidato. Ele € uma substéncia com atividade ainda restrita na literatura a dois
estudos. Os artigos disponiveis mostram uma atividade consideravel do SeNitro como
antiparasitario contra Leishmania e antibacteriano contra M. tuberculosis (Sousa et al.,
2023; Sousa et al., 2025). No entanto, nao foi relatado o efeito citotéxico em células
tumorais humanas, encorajando a investigagao da atividade tumoral in vitro desse
composto.

Assim, foi avaliada a citotoxicidade do SeNitro frente a linhagens de células
tumorais e nao tumoral humanas, por meio do ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio). Esse método permite estimar a viabilidade
celular, uma vez que o MTT, um sal de coloragdao amarela, € reduzido pelas
desidrogenases mitocondriais de células viaveis, originando cristais de formazan,
insoluveis em agua e de coloragdo purpura. A formacao de formazan pode ser
quantificada em espectrofotdmetro, sendo a intensidade da coloragcdo diretamente
proporcional a viabilidade celular (Mosmann, 1983). Trata-se de um ensaio
amplamente utilizado para avaliar o metabolismo celular, devido a sua simplicidade
metodoldgica e a rapidez na obtencao dos resultados (Ghasemi et al., 2021).

Nesse trabalho, a doxorrubicina (DXR) foi utilizada como droga padrao. Ela é
um agente antineoplasico amplamente estudado e usado em esquemas de tratamento
com quimioterapicos, sendo consolidada como um dos mais utilizados clinicamente.
A DXR apresenta diversos mecanismos de agao, que incluem inibicdo da

topoisomerase Il, aumento do estresse oxidativo e modulagao de vias das MAPK (Xia
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et al., 2025; Shackebaei et al., 2025). Além disso, ha uso recorrente em ensaios néo-
clinicos como a avaliacido da citotoxicidade in vitro em diversas células tumorais,
incluindo HeLa (Pummarin et al., 2024).

Como resultado do ensaio de viabilidade pelo MTT, dentre todas as linhagens
testadas, o SeNitro demonstrou um significativo efeito citotoxico contra a linhagem
celular humana de cancer do colo do utero HelLa (Clso de 5,03 £ 0,45 uM em 72 h).
Tais células sdao uma linhagem de CCU imortalizadas, coletadas de Henrietta Lacks,
uma mulher afro-americana de 31 anos que faleceu em 1951. Essas células foram as
primeiras a serem cultivadas com sucesso em laboratério e até hoje contribuem com
o desenvolvimento de pesquisas cientificas, como o estudo de vacinas, doenca de
Parkinson, Covid-19 e cancer (MacDonald; Forman, 2024).

Um estudo realizado por Huang e colaboradores (2021) utilizando complexos a
base de selénio (Se-NHC) avaliou o potencial citotéxico em linhagens de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2), de cancer de ovario humano (A2780) e de células
sadias de epitélio ovario humano (IOSE80). Foi observada auséncia de efeito em
HepG2, mas significativa atividade citotéxica frente a linhagem A2780, sem toxicidade
significativa em IOSE80. Os compostos mais ativos foram 2a (Clso = 9,7 uM), 2b (Clso
= 6,4 uM) e 2h (Clso = 13,0 uM). Ja os derivados 2e e 2g apresentaram atividade
moderada, enquanto outros mostraram baixa eficacia. Os dados sugerem que
substituintes aromaticos e grupos fenila no anel imidazdlico sdo cruciais para a
atividade antitumoral e conferem seletividade para células tumorais.

Outro estudo abordou os disselenetos, uma classe de compostos orgéanicos
contendo ligacdo Se—Se, como promissores na atividade antitumoral. Foram relatados
diferentes perfis de citotoxicidade frente a células tumorais. O difenil disseleneto
demonstrou efeito citotéxico em linhagem de cancer de colon HT-29 a 80 uM. Seus
derivados 4,4'-dimetoxi e 3,3"-ditrifluorometil-difenil disseleneto foram mais ativos, com
citotoxicidade em HT-29 a 20 uM. O 3',5',3,5-tetratrifluorometil-difenil disseleneto
apresentou valores de ICso, = 8 yM em HL-60 (células de linhagem de leucemia
humana), 13 yM em PC-3 (células de linhagem humana de cancer de proéstata), 18
MM em MCF-7 (células de linhagem humana de cancer de mama) e 27 yM em HCT-
116 (células de linhagem de cancer colorretal). O 1,2-bis(cloropiridazinil) disseleneto
(12) exibiu Clsg de 10,34 uM em MCF-7, enquanto o composto N,N-
((diselanediylbis(2,1-fenileno))bis(metileno))di(etanoamina) mostrou citotoxicidade
em Hela (ICso = 20 uM) e MCF-7 (30 uyM) (Radomska et al., 2021).
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A quimioterapia apresenta algumas limitagdes no seu uso clinico, tanto pela
significativa toxicidade em células normais, que é responsavel pelos efeitos colaterais,
quanto pelo desenvolvimento de resisténcia por parte das células tumorais, indicando
reduzida seletividade dos compostos quimioterapicos que sao utilizados atualmente
(Blagosklonny et al., 2023). Sabendo disso, pode-se destacar a citotoxicidade
apresentada pelo SeNitro. Com o ensaio do MTT realizado em linhagem de células
renais embrionarias humanas (HEK-293), foi possivel definir o indice de seletividade
(IS) do composto para as células tumorais. O SeNitro apresentou uma seletividade
cerca de 18 vezes maior (IS = 18,49) para a linhagem tumoral HelLa, indicando uma
alta seletividade quando comparado a da DXR, droga amplamente usada na clinica,
que foi de apenas 0,13 vez, sendo considerada pouco seletiva.

De acordo com dados da literatura, a seletividade de um composto em relagao
as células tumorais pode ser categorizada em quatro niveis: alta, quando o IS é igual
ou superior a 6; moderada, para valores entre 3 e 6; baixa, quando varia entre 1 e 3;
e ausente, quando o IS é inferior a 1 (Dobiasova et al. 2021).

Um estudo feito por Karakas e colaboradores (2025) avaliou a atividade
anticancer de sais benzimidazolio fluorados complexados com selénio (Se-NHC) por
meio do ensaio do MTT em células HCT-116 e em linhagem murina de fibroblastos
L929. Os resultados demonstraram significativa citotoxicidade contra a linhagem
tumoral, exibindo Clso de 58,91 £ 0,97 uM para o composto 3b e 19,62 + 0,79 yM para
o 3c. O destaque ficou para o composto 3d, que a Clso foi 6,46 uM e ainda apresentou
o maior indice de seletividade, sendo 11,21 vezes mais seletivo para a célula tumoral,
indicando baixa toxicidade e alta seletividade (Clso em L929 = 74,34 uM).

Desse modo, ao considerar a significativa citotoxicidade e a alta seletividade
para a linhagem Hela, o composto SeNitro demonstrou-se promissor para
prosseguimento dos experimentos a fim de investigar e elucidar seu efeito antitumoral
nessa linhagem tumoral. Dessa forma, os experimentos seguintes foram realizados
para determinar as concentragdes usadas nas investigacbes dos mecanismos de
citotoxicidade induzidos pelo SeNitro. Assim, foram observadas as concentragcdes
citotdéxicas do SeNitro em diferentes tempos de tratamento. Como resultado, nao
houveram diferengas significativas entre os dados nos tempos de tratamento
avaliados, sendo escolhido o menor valor de Clso associado ao menor tempo de
tratamento. A escolha das condigbes do ensaio de citotoxicidade € uma estratégia

consolidada na avaliagdo farmacoldgica, pois a abordagem de usar tempos curtos e
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concentracdes baixas permite identificar efeitos precoces sem induzir adaptacdes
celulares ou consequéncias que venham a mascarar o efeito principal (Komissarova
et al., 2005; Matotoka et al., 2025). Assim, foram utilizadas as concentragdes de 2,5
MM (correspondente a metade da concentragdo da Clso em 72 h), 5 uM
(correspondente a concentragdo da Clso em 72 h) e 10 uM (correspondente ao dobro
da concentragao da Clso em 72 h) de SeNitro para os experimentos subsequentes.

Estudos recentes tém demonstrado que os compostos de selénio exercem
atividade antitumoral por multiplos mecanismos, incluindo inducido de apoptose,
indugdo do estresse oxidativo intracelular e regulagdo de vias de sinalizagéo
essenciais para a sobrevivéncia celular, como as vias das Proteinas Cinase Ativadas
por Mitégenos (MAPKSs) (Garbo et al., 2022; Whang et al., 2023; Shaaban et al., 2024).

A apoptose é um tipo de morte celular programada, caracterizada por eventos
morfologicos especificos, incluindo a condensag¢éo da cromatina e redugao do volume
celular como caracteristicas iniciais; e fragmentacido do DNA e formagao de corpos
apoptéticos como finais (Saraste et al., 2000; Chen et al., 2024).

Dentre as diversas metodologias para avaliar esse tipo de morte, pode-se
destacar o método de dupla coloragédo LA/IP (laranja de acridina/iodeto de propidio).
A LA penetra todas as células, emitindo fluorescéncia verde nos nucleos, enquanto o
IP entra apenas em células com membranas danificadas, emitindo fluorescéncia
vermelha/alaranjada. Células verdes indicam células viaveis; verde-brilhante com
cromatina condensada, apoptose inicial; alaranjadas, apoptose tardia; e vermelhas,
necrose (Ude et al., 2022; Jabbari et al., 2022).

Nesse ensaio, as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia, revelaram
caracteristicas morfolégicas classicas de apoptose nas células HeLa apés tratamento
com o SeNitro, incluindo a formagao de blebs na membrana celular e a condensacao
e fragmentagao da cromatina.

Em seu estudo, Zhang e colaboradores (2015) utilizaram um selenodiazol na
avaliagao do efeito antitumoral em células das linhagens HelLa e de fibrossarcoma
humano HT-1080. Apds verificarem que o composto de selénio apresentou atividade
citotéxica e dependente de tempo nessas linhagens, os pesquisadores buscaram
observar a indugéo da apoptose por meio da coloragdo com o LA, na qual foi possivel
observar condensacgao da cromatina e fragmentagao nuclear, que sédo caracteristicas
desse tipo de morte. Ainda, verificaram que a citotoxicidade do composto testado

envolve a ativagcado de proteinas ligadas a apoptose e parada do ciclo celular na fase
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G2/M. Tais resultados indicam o potencial anticancer desse agente baseado em
selénio.

Estudos recentes também demonstram a utilizagdo da dupla coloracdo com
LA/IP analisadas por microscopia de fluorescéncia na investigagdo do efeito
antitumoral de compostos de selénio. Santos e colaboradores (2022) usaram esse
método para avaliar células da linhagem de glioblastoma humano A172 apds o
tratamento com o composto de selénio Se-IP-06. Como resultado, observaram
aumento significativo do percentual de células em apoptose, confirmado por
alteragdes morfologicas observadas por microscopia, que incluem condensagao da
cromatina e alteragdes nucleares tipicas de células apoptéticas.

Combinar técnicas para investigagcao do tipo de morte celular induzida por
compostos com potencial antitumoral é uma estratégia para obter resultados mais
robustos e bem elucidados. Nesse sentido, pode-se realizar a técnica do Hoechst para
a analise de alteragdes nucleares durante o processo apoptotico. Esse corante é
amplamente empregado na identificagdo de alteragdes caracteristicas desse tipo de
morte, como a condensagao da cromatina e a fragmentagao nuclear, sendo capaz de
detectar alteragdes em células por atravessar a membrana plasmatica (Majtnerova et
al., 2021).

O aumento significativo da fluorescéncia celular apds a marcagao do DNA com
o Hoeschst 34580, observado em células tratadas com SeNitro, evidencia
caracteristicas tipicas da apoptose, como fragmentagdo nuclear e condensagao da
cromatina. Esses achados corroboram os resultados obtidos no ensaio do LA/IP,
reforcando que o efeito citotdoxico dessa molécula em células HelLa esta associado a
inducao da apoptose.

Recentes estudos mostram o uso do Hoechst em ensaios de analise
morfologica de células tumorais. Foi 0 que Yu e colaboradores (2022) observaram ao
usar esse corante para avaliar a atividade de dois compostos de polissacarideos
selenizados (SeLP1 e SeLP2) ao compara-los com o composto sem o selénio em sua
estrutura. O estudo realizado em HT-29 foi capaz de mostrar alteragdes morfoldgicas
como retracédo e fragmentagao dos nucleos, condensagéo da cromatina e formagéao
de corpos apoptoticos nos grupos tratados com os compostos quando comparados
ao grupo sem o selénio. Assim, propuseram que a selenizagao do polissacarideo foi

responsavel pela atividade antitumoral dos compostos.
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Fu e colaboradores (2011) investigaram a indugcéo da apoptose em células
HeLa utilizando selenito de sodio. Apos 24 h de tratamento, a coloragdo com Hoechst
revelou alteragdes morfolégicas tipicas de apoptose, incluindo intensa condensagéao
da cromatina e fragmentag¢ao nuclear. As analises de fluorescéncia indicaram que a
porcentagem de células apoptoticas variou entre 18% e 32%, enquanto no grupo
controle a ocorréncia de apoptose foi praticamente nula.

A apoptose pode ser desencadeada por vias intrinseca e extrinseca. A via
intrinseca, em particular, envolve a mitocondria como reguladora central, que
responde a sinais de estresse celular liberando proteinas pro-apoptaticas e alterando
o potencial de membrana mitocondrial (AWm) (Lossi, 2022). Alteracbes nesse
potencial sdo sinais precoces de apoptose e podem ser avaliadas experimentalmente
por sondas fluorescentes, como o JC-1 (Sabirova et al., 2025).

O ensaio com JC-1 permite avaliar a despolarizagcao mitocondrial, permitindo a
avaliacao da integridade e funcionalidade das mitocondrias em células submetidas a
tratamentos citotoxicos (Sivandzade et al., 2019). Esse corante catidnico se acumula
exclusivamente em mitocondrias de células vivas, formando agregados que emitem
fluorescéncia vermelha, enquanto os monémeros emitem fluorescéncia verde. A perda
do potencial de membrana mitocondrial reduz a formagao de agregados, de modo que
a razao entre fluorescéncia vermelha e verde é comumente utilizada para medir o AW
mitocondrial. Nesse ensaio, o CCCP (hidrazona m-clorofenil cianeto de carbonila) foi
empregado como controle positivo, por se tratar de um inibidor da fosforilagéo
oxidativa, que resulta em uma perda do potencial de membrana mitocondrial
(Perelman et al., 2012; Elefantova et al., 2018; He et al., 2024).

A diminuicao da razado vermelha/verde apés tratamento com SeNitro indicou a
perda do potencial de membrana mitocondrial das células HelLa. Esses resultados
reforcam que o composto induz apoptose e que esta pode estar sendo ativada pela
via intrinseca.

Um estudo realizado por Yuan e colaboradores (2024), avaliou o potencial de
membrana mitocondrial em células HelLa tratadas com o composto selenodiazol por
meio do ensaio do JC-1. Como resultado, observaram que o composto aumentou
significativamente os niveis intracelulares de ROS associados a alteragbes no AW
mitocondrial, com acumulo de monémeros verdes de JC-1. Ainda, viram que essa
alteragcao foi acompanhada da ativacdo de caspase-9, modulagdo da expressao de

Bcl-2 e ativacdo da via JAK2/STAT3. Com tais achados, puderam concluir que o
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selenodiazol exerceu seu efeito antitumoral em células de cancer do colo do utero por
induzir aumento de ROS e apoptose mitocondrial.

De forma semelhante, um estudo feito por Lv e colaboradores (2024) utilizou o
selenito de sédio (SS) para avaliar o tipo de morte em células HelLa por meio da
analise mitocondrial com JC-1. Os resultados indicaram que o SS induziu a formacéao
de ROS mitocondriais (mtROS), que levaram a perda do potencial de membrana
mitocondrial provocada pela diminuicdo da fluorescéncia vermelha e aumento da
verde, além da ativagao das vias de apoptose. Ainda, verificaram que o pré-tratamento
das células HeLa com Mito Q, um antioxidante direcionado a mitocéndria capaz de
remover mtROS, atenuou esses efeitos, sugerindo que os mtROS desempenham um
papel crucial na apoptose induzida pelo SS.

Com base nesses achados reportados na literatura, é possivel sugerir que os
compostos de selénio podem induzir a apoptose por meio da perda do potencial de
membrana mitocondrial, frequentemente associada ao aumento dos niveis de ROS.
Nesse contexto, a etapa subsequente de avaliagdo dos mecanismos de acéao
antitumorais do SeNitro buscou investigar o seu efeito sobre o estado redox das
células Hela.

Para tanto, a avaliacdo do estresse oxidativo induzido pelo composto em
células Hel a foi realizada com o uso de N-acetilcisteina (NAC). No estudo com células
tumorais e outros modelos né&o-clinicos, a NAC é utilizada como uma molécula
antioxidante e sequestradora de ROS. Os resultados desse ensaio servem como
evidéncia experimental da formacao de ROS e da ativagdao de mecanismos redox
intracelulares (Kalyanaraman, 2022). O SeNitro diminuiu a viabilidade das células
HelLa quando na auséncia da NAC, enquanto o pré-tratamento com NAC preveniu
esse efeito. Esses resultados sugerem que a citotoxicidade do SeNitro esta
diretamente relacionada a inducao de estresse oxidativo, mediada pelo aumento da
producido de ROS.

De forma semelhante, Hsu e colaboradores (2022) investigaram o efeito do
composto de selénio L-selenocistina (SeC) em células da linhagem de cancer
colorretal humano (WiDr), demonstrando que o pré-tratamento com antioxidantes,
como a NAC, reduziu a producado de ROS e atenuou parcialmente a citotoxicidade
induzida pelo composto. De forma semelhante, Noé e colaboradores (2023) avaliaram
derivados de selénio organico em células da linhagem de cancer pancreatico e

verificaram que o pré-tratamento com NAC também foi capaz de prevenir a
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citotoxicidade induzida pelo composto, reforcando a evidéncia de que o mecanismo
de agao desses compostos esta associado a modulagédo do estado redox celular por
provocar o aumento dos niveis de ROS.

Atualmente, sabe-se que ROS desempenham um papel dual, atuando tanto
como mediadores de danos celulares quanto como moléculas sinalizadoras que
regulam processos criticos como sobrevivéncia, proliferagao e morte celular (Wang et
al., 2023; Rauf et al., 2024). Entre os principais alvos dessas moléculas sinalizadoras
estdo as MAPK, incluindo ERK, JNK e p38 MAPK, que modulam respostas celulares
distintas. Por exemplo, a ativagdo de ERK frequentemente estd associada a
sobrevivéncia e proliferagcao, enquanto p38 MAPK e JNK s&do mais ligados a indugao
de apoptose em resposta a estresse celular. Estudos recentes demonstram que
compostos de selénio podem aumentar os niveis de ROS, ativando seletivamente
essas vias, desencadeado a apoptose em diferentes linhagens tumorais (Wang et al.,
2023; Igbal et al., 2024).

Esse mecanismo evidencia a atuagcdo do estresse oxidativo como um
sinalizador envolvido em processos de regulagao de sobrevivéncia e morte celular.
Nesse contexto, o ultimo conjunto de experimentos buscou avaliar o efeito do SeNitro
na viabilidade das células Hela, tanto na auséncia quanto na presenca de inibidores
de MAPKs (iMAPK).

Na presenca dos inibidores iERK1/2 (U0126) e iJNK (SP600125), o SeNitro foi
capaz de reduzir significativamente a viabilidade celular, indicando que a inibicao
dessas vias facilitou o efeito citotdxico do composto. Em contrapartida, o pré-
tratamento com o ip38 MAPK nao afetou significativamente a viabilidade.

Vias de sinalizagao envolvidas na proliferacdo e sobrevivéncia de varios tipos
de cancer sao amplamente estudadas. Por exemplo, um estudo realizado com
derivados de selénio, como o 1,3-selenazolin-4-ona, mostrou que esses compostos
foram capazes de induzir apoptose em células de cancer de préstata (PC-12) por meio
da ativacao da via ERK1/2 via MEK (Sanmartin et al., 2012). Enquanto outra pesquisa
mostrou que a selenometionina, um composto organico de selénio, pode induzir a
fosforilagdo sustentada de ERK, sugerindo mais uma vez que a ativagdo dessa via
pode estar envolvida nos efeitos antitumorais dos compostos de selénio (Goulet et al.,
2005).

Recentemente, um estudo se propds a avaliar compostos de selénio na

prevengao e terapia do cancer. Como exemplo, destacaram que o metilseleninato
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(MSeA), pode ajudar no tratamento do cancer ao atuar nas vias de sinalizagéo que
controlam a morte celular. A inibicao de JNK com SP600125 reduziu a ativacao de
caspases € bloqueou a apoptose causada pela combinacdo de MSeA com
quimioterapicos como paclitaxel, SN38 e etoposideo. Esses resultados indicam que o
MSeA potencializa a apoptose por meio de alvos dependentes de JNK, mostrando seu
potencial como adjuvante em terapias anticaAncer, mesmo em células com deficiéncia
de p53 (Lu et al., 2025).

Tais achados corroboram os resultados observados no estudo do mecanismo
antitumoral do SeNitro, reforgando o papel das vias MAPK na regulagdo da morte
celular. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para avaliar de forma mais

detalhada como essas proteinas participam do processo apoptotico.
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7 CONCLUSOES

Diante do exposto, pode-se concluir que o composto de selénio SeNitro
apresentou significativa citotoxicidade seletiva em linhagem de células de cancer do
colo do utero (HelLa). Os achados sugerem que seu mecanismo de agao envolve a
inducao de apoptose, associada a perda do potencial de membrana mitocondrial e ao
estresse oxidativo. Além disso, observou-se potencializagdo da agao citotoxica na
presenca de inibidores de vias das proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKs)
ERK e JNK, indicando o envolvimento dessas vias no efeito citotoxico. Esses
resultados reforcam o potencial do SeNitro como candidato promissor para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra o cancer do colo de utero.
Contudo, investigagdes adicionais sdo necessarias para melhor caracterizagdo dos

efeitos observados.
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