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LOUREIRO, P. B. A. Efeito citotéxico do composto de selénio N-(4-
metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida em linhagem de céncer de colo de
Gtero. 2025. 110 f. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos) — UFPB/CCS, Joéo Pessoa.

RESUMO

O cancer de colo do Utero € um dos principais tumores malignos que afetam mulheres,
estando fortemente associado a infeccdo persistente pelo papilomavirus humano
(HPV). Apesar dos avancos no rastreamento e no tratamento, as terapias disponiveis
apresentam limitacdes relacionadas a toxicidade e a resisténcia tumoral, o que reforca
a necessidade de novas alternativas terapéuticas O composto N-(4-
metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeB2) tem se destacado por seu amplo
espectro de atividades bioldgicas, incluindo efeitos leishmanicida e antimicrobiano,
além de apresentar baixa toxicidade em modelos experimentais. Nesse contexto, o0
objetivo deste estudo foi investigar o efeito citotoxico e o tipo de morte celular induzido
pelo composto SeB2 em células da linhagem Hela. A citotoxicidade foi avaliada pelo
ensaio de MTT nas linhagens tumorais SK-MEL-28, HeLa, HCT-116 e MCF-7, e na
linhagem né&o tumoral HEK293. A Cls, foi de 5,03 £ 0,32 uM para HelLa e de 30,22 £
2,70 uM para HEK293. Com base nesses valores, o indice de seletividade (IS) indicou
gue o SeB2 foi seis vezes mais seletivo para HelLa do que para as demais linhagens
testadas. O tipo de morte celular foi determinado pelo ensaio de laranja de acridina e
iodeto de propideo por microscopia confocal, revelando aumento significativo na
porcentagem de células em apoptose inicial (2,5 uM: 86,23 + 3,56%; 5,0 uM: 78,34 +
8,77%; 10 uM: 35,62 + 8,06%:; p < 0,05 para todos) e em apoptose tardia/necrose (10
uM: 64,38 + 8,06%; p < 0,05), além de alteracdes morfolégicas como blebs de
membrana, condensacao da cromatina e fragmentacao nuclear, caracteristicas tipicas
de apoptose. O ensaio com Hoechst 34580 confirmou esses achados, com aumento
significativo da fluorescéncia em 85 * 7,16% e 153 + 6,01% nas concentracdes de 5
e 10 pM, respectivamente. Avaliou-se também se a apoptose estava associada a
alteracdo do potencial de membrana mitocondrial, observando-se reducéo
significativa na razdo de fluorescéncia JC-1 agregado/monémero, que passou de 2,01
no controle para 0,27 e 0,22 nas concentracdes de 5 e 10 uM, respectivamente (p <
0,05). Para investigar se essa alteracdo estava relacionada ao estresse oxidativo, foi
realizado pré-tratamento com N-acetilcisteina (NAC, 5 mM), que preveniu
significativamente o efeito citotoxico do SeB2 (5 uM: 100,60 £ 2,9%; 10 uM: 88,71 *
2,28%; p < 0,05 para ambos), sugerindo um efeito oxidante do composto em células
HelLa. Por fim, avaliou-se o envolvimento das vias MAPK utilizando inibidores de
MEK/ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125) e p38 MAPK (PD169316) pelo ensaio de
MTT, sendo observado que a combinacdo do inibidor de JNK e o SeB2 reduziu
significativamente a viabilidade celular para 31,63 + 2,93% (p < 0,05), indicando que
0 composto potencializou a citotoxicidade na presenca do inibidor de JNK. Conclui-se
gue o0 SeB2 apresenta potencial como agente antitumoral contra o cancer de colo do
Utero, sendo promissor para estudos ndo clinicos.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Apoptose; Linhagem HelLa; MAPK.



LOUREIRO, P. B. A. Cytotoxic effect of the selenium compound N-(4-
methylphenyl)benzoseleno-ethylenolactamide on a cervical cancer cell line.
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UFPBJ/CCS, Joao Pessoa.

ABSTRACT

Cervical cancer is one of the main malignant tumors affecting women and is strongly
associated with persistent infection by the human papillomavirus (HPV). Despite
advances in screening and treatment, available therapies still present limitations
related to toxicity and tumor resistance, reinforcing the need for new therapeutic
alternatives. The compound N-(4-methylphenyl)benzoseleno-ethylenolactamide
(SeB2) has drawn attention due to its broad spectrum of biological activities, including
leishmanicidal and antimicrobial effects, as well as its low toxicity in experimental
models. In this context, the aim of this study was to investigate the cytotoxic effect
and type of cell death induced by SeB2 in HeLa cells. Cytotoxicity was assessed
using the MTT assay in the tumor cell lines SK-MEL-28, HeLa, HCT-116, and MCF-
7, and in the non-tumor cell line HEK293. The ICs, values were 5.03 £ 0.32 uM for
HelLa and 30.22 + 2.70 uM for HEK293. Based on these results, the selectivity index
(SI) indicated that SeB2 was six times more selective for HeLa cells than for the other
tested cell lines.The type of cell death was determined by acridine orange/propidium
iodide staining under confocal microscopy, revealing a significant increase in the
percentage of cells in early apoptosis (2.5 uM: 86.23 + 3.56%; 5.0 uM: 78.34 + 8.77%;
10 uM: 35.62 * 8.06%; p < 0.05 for all) and in late apoptosis/necrosis (10 uM: 64.38
+ 8.06%; p < 0.05), along with morphological changes such as membrane blebbing,
chromatin condensation, and nuclear fragmentation, typical features of apoptosis.
The Hoechst 34580 assay confirmed these findings, showing a significant increase
in fluorescence of 85 + 7.16% and 153 + 6.01% at 5 and 10 uM, respectively. The
involvement of the mitochondrial membrane potential was also evaluated, revealing
a significant decrease in the JC-1 aggregate/monomer fluorescence ratio, from 2.01
in the control to 0.27 and 0.22 at 5 and 10 M, respectively (p < 0.05). To determine
whether apoptosis was associated with oxidative stress, cells were pre-treated with
N-acetylcysteine (NAC, 5 mM), which significantly prevented the cytotoxic effect of
SeB2 (5 pM: 100.60 + 2.9%; 10 uM: 88.71 + 2.28%; p < 0.05 for both), suggesting an
oxidative mechanism of SeB2 in HelLa cells. Finally, the involvement of the MAPK
pathways was evaluated using inhibitors of MEK/ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125),
and p38 MAPK (PD169316) through the MTT assay. The combination of the JNK
inhibitor with SeB2 significantly reduced cell viability to 31.63 + 2.93% (p < 0.05),
indicating that SeB2 enhanced cytotoxicity in the presence of JNK inhibition. In
conclusion, SeB2 exhibits potential as an antitumor agent against cervical cancer,
representing a promising candidate for further preclinical studies.

Keywords: Oxidative stress; Apoptosis; HeLa cell line; MAPK.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Anatomia do COI0 dO ULEIO........ccovvviiiiiii e e e eeaanes 25
Figura 2. Estagios do desenvolvimento da infeccdo pelo HPV levando ao
aparecimento de CANCEr CEIVICAl.........coooi i 27
Figura 3. Representagao espacial das taxas estimadas de incidéncia por neoplasia
maligna do colo do utero, ajustadas por idade pela populacdo mundial, por 100 mil
mulheres, para cada ano do triénio 2023-2025, segundo Unidade da Federacéo....30
Figura 4. Mecanismo pelo qual o HPV interrompe processos celulares criticos para

promover o desenvolvimento do cancer por meio de suas oncoproteinas virais E6 e

Figura 5. Marcas moleculares propostas para a carcinogénese cervical. Todos esses

marcadores desempenhariam um papel importante no desenvolvimento do cancer de

(o0 [0 1o [ N1 1= (o 36
Figura 6. Visdo geral da resisténcia ao tratamento com cisplatina........................... 39
Figura 7. Esquema da via de sinalizacdo da apoptoSe .......cccceeeeeeveieeiiiiiiieieeeeeeeennnns 42
Figura 8. Sinalizacao celular induzida por ROS N0 CANCEr..........ccovvveiiviiiiiiieeeeeeeaias 45
Figura 9. Esquema do sistema de fosforilagdo da familia MAPK ............ccccccceiiinis a7

Figura 10. Estrutura molecular do N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2)

Figura 11. Imagens representativas da avaliacdo da apoptose por coloracdo de
laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo de propideo (IP) em células HelLa (cancer
de colo do utero) incubadas com o N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2)
(oW 0 [o)1(o] ¢ £ U o] o | o F- USRI 73
Figura 12. Imagens reprsentativas de alteragdes celulares observadas na avaliagao
de apoptose por coloracdo de laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo de
propideo (IP) em células HelLa (cancer de colo do utero) incubadas com N-(4-
metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2) ou doxorrubicina (DXR) ap6s 24h de
L= 122 1 0 TT 1 (o PP 74
Figura 13. Inducdo de apoptose pelo N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida
(SeB2) ou pela doxorrubicina (DXR), analisada por coloracdo com laranja de acridina
(LA) e iodeto de propidio (IP) em células HelLa (cancer de colo do utero) apés 24 h de
L= 122 1 0 TT 1 (o PP 75



Figura 14. Imagens representativas de células HeLa (cancer de colo do utero)
tratadas com N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2) ou doxorrubicina
(DXR) por 24 h e marcadas com Hoechst 34580...............uuuuumiiiiiiiiiiiiiiiieee 76
Figura 15. Indugdo de apoptose pelo N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida
(SeB2) ou doxorrubicina (DXR) analisada por marcacdo com Hoechst 34580 em
células HelLa (cancer de colo do utero) apds 24 h de tratamento ...............ccevvvvvnnnn. 77
Figura 16. Imagens representativas da fluorescéncia do JC-1 em células Hela
(cancer de colo do utero) incubadas com N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida
(SeB2) ou doxorrubicina (DXR) POr 24 N.......ueiiiiieiiieeeiee e 78
Figura 17. Razdo de fluorescéncia agregado/monémero de  N-(4-
metilfenil)lbenzoseleno-etilenolactamida SeB2 ou doxorrubicina (DXR) apés 24 h de
tratamento pelo ensaio de JC-1 em células HelLa (cancer de colo do utero)............ 79
Figura 18. Viabilidade celular (%) apds tratamento de 72 h em células HelLa (cancer
de colo do duatero) com N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida SeB2 ou
doxorrubicina (DXR) na presenca ou auséncia N-acetilcisteina (NAC) avaliado pelo
(=T 057> 1o o o 1Y N I P 80
Figura 19. Efeito do N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2) ou
doxorrubicina (DXR), na presenc¢a ou auséncia de inibidores de MEK/ERK1/2 (U0126),
JNK (SP600125) ou p38 MAPK (PD 169316), sobre a viabilidade de células em células

HelLa (cancer de colo do Utero) ap0s 72 h de tratamento ..............eevvvvvvinnnenennnnnnnnnnns 82



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Estadiamento do cancer do colo do Utero .....................

Quadro 2. Linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Citotoxicidade do N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeB2) ou
doxorrubicina (DXR) em linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas apés
72 h de tratamento avaliado pelo ensaio do MTT ........cceiiiiiiiiiiieiice e, 71
Tabela 2. Citotoxicidade do N-(4-metilfenil)lbenzoseleno-etilenolactamida (SeB2) ou
doxorrubicina (DXR) em células de colo uterino (HeLa) apés 24, 48 e 72 h de
tratamento avaliado pelo ensaio dO MTT ......ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 72



5-FU
ADC
AlF
AIS
ANOVA
ARID1A
ATF
CASP8
CAT
CBiotec
CCEN
CCS
CCuU
CEC
Clso
D/CDK4/6
4eb
DMEM
DNA
DQ
DXR
E2F
E6AP
E3

EGF
EGFR
EMT
ERK
ERKp
EROs
FIGO
GPx

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

5-fluororacil

Adenocarcinomas

Fator indutor de apoptose
Adenocarcinoma in situ

Analise de Variancia

Proteina 1A contendo dominio interativo rico em AT
Fator de Transcricdo ativador 2

Caspase 8

Catalase

Centro de Biotecnologia

Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
Centro de Ciéncias da Saude

Céancer do colo do utero

Carcinomas de células escamosas
Concentracao que inibe 50% das células

Ciclinas do tipo D associadas as quinases dependentes de ciclina

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Acido dexoribonucleico
Departamento de Quimica
Doxorrubicina

Fatores E2 de transcricdo 1 a 8

Proteina associada a E6 com atividade de ubiquitina ligase tipo

Fator de crescimento epidérmico

Receptor do fator de crescimento epidérmico
Transicao epitelial-mesenquimal

Cinase Regulada por sinal Extracelular

ERK fosforilada

Espécies Reativas de Oxigénio

Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia
Glutationa peroxidase



Grb2
GSH
HDACs
HER2
HIV

HPV
HSIL
hTERT
IARC

IL

INCA

IP
IPeFarM
IS

JC-1
JNK
KRAS
LA
LPBS
LSIL
MAPK
mTOR
MTT
difeniltetrazolio
NAC

NIC
NRAS
OMS
OncoFar
pl67NINK4A

Proteina 2 ligada ao receptor do fator de crescimento
Glutationa

Histonas desacetilases

Fator de crescimento epidérmico humano

Virus da imunodeficiéncia humana

Papilomavirus humano

Lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau
Transcriptase reversa da telomerase humana
International Agency for Research of Cancer
Interleucina

Instituto Nacional do cancer

lodeto de Propideo

Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos

indice de Seletividade

5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina

c-Jun N-terminal Cinases

Homoélogo do oncogene viral do sarcoma de rato Kirsten

Laranja de Acridina

Laboratério de Pesquisa em Bioenergia e Sintese Organica

Lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau
Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos
Proteina alvo de rapamicina em mamiferos

Brometo de

N-acetilcisteina

Neoplasias intraepiteliais cervicais

Homoélogo do oncogene viral RAS do neuroblastoma
Organizacao Mundial da Saude

Laboratério de OncoFarmacologia

Proteina inibidora de quinases dependentes de ciclina 4 e 6,

codificada pelo gene CDKN2A

PARP
PKD
PPgPNSB

Poli(ADP-ribose) polimerase
Proteina Cinase D

Programa de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio



PTEN
PUMA
p53
RB1
RE
RFE
RNA
RPMI
RTKs
SAPK
SBCO
SDS
Se
SeB2
SOD
SOS
TCA
Thr
TILs
TNF
TP53
TrxR
Tyr
UFPB
uv
VEGF
VEGFR

Homoélogo da fosfatase e tensina

Proteina moduladora da apoptose regulado positivamente por

Proteina do retinoblastoma

Reticulo endoplasmatico

Radioterapia de Feixe Externo

Acido Ribonucleico

Roswell Park Memorial Institute
Receptores tirosina quinase

Proteina Cinase ativada por estresse
Sociedade Brasileira de Cirurgia Oncolégica
Dodecil sulfato de sddio

Selénio
N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida
Superdéxido dismutase

Son of sevenless

Ciclo do é&cido tricarboxilico

Treonina

Terapias com linfocitos infiltrantes de tumor
Fator de Necrose Tumoral

Proteina tumoral p53

Tiorredoxina redutase

Tirosina

Universidade Federal da Paraiba
Ultravioleta

Fator de crescimento endotelial vascular

Receptor do fator de crescimento endotelial vascular



SUMARIO

(RS0 ] 510070 RS 22
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA ..ottt 25
2.1 Cancer do colo do utero: conceito, caracteristicas gerais e tratamento ...25
A N 0 o] o (0 =1 = PP 39
2.3 Espécies Reativas de OXigénio (EROS) ......ccoeeviiiiiiiiiiiii e 43

2.4 Vias de sinalizacao intracelulares das Proteinas Cinases Ativadas por
MItOGENOS (MAPKS) it e e e e e e s nneaeees 46

2.4.1 Via de sinalizacao intracelular das Proteinas Cinases Reguladas por Sinais
Extracelulares (ERK) € 0 CANCEL.........uuiiii ittt e e 48

2.4.2 Via de sinalizacao intracelular das Proteinas Cinases c-Jun N-terminal (JNK) e o

2.4.3 Via de sinalizacao intracelular das Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos p38

(P38 MAPK) € O CANCET .euuinie ettt e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eatrbaaeaeaaeas 51
2.4 Compostos de Selénio € 0 SEB2........ooeviiiiiii e 53
SOBUIETIVOS ...t e ettt e e e e e ettt e e e e eeaaae 59
3.1 ODJELIVOS GBIAIS ... uuuuiii e e e ee ettt e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e et eeeeaeeeeanae 59
3.2 ODbjJetivos €SPECITICOS ....eeeeieeeeiece e e 59
A MATERIAL E METODOS ..ottt 61
4.1 LOCAl 0B POSGUISA ...ttt 61
B2 MAEETTAL . ... i 61
O N 1 [0 1S £ = W (=11 (S PRSP 61
4.2.2 SUDSTANCIAS © FEAYEINTES ....ueeeereruererreieeeeeeeneeanenenennnnneeenesnssnnsssssnssnsssnnnnnnsssnnssnnnnsnnnnnns 62
G B o [ o= =T o1 (01 SRR 62
4.2.4 Linhagens celulares tumorais e ndo tumoral humanas ...........ccooveeviiiiiiiiiin e 63
4.3 MELOUOS ...eeeeiiiieeet ettt e e e 64
4.3.1 Preparo da @mMOSIIA ........cuuuiuiiieeeeeeeeeeiie s s e e e e e ettt ea s s e e e e e e e aaat e s e eeaeaeaaatt e e aeaaaaaarae 64

4.3.2 Avaliacao da citotoxicidade do SeB2 em linhagens de células tumorais e ndo tumoral
humanas e determinacédo do Indice de Seletividade (IS) ..., 64

4.3.3 Investigacao do tipo de morte celular induzida pelo SEB2 ............cccoovvvviiiiiieeeeeiinnn, 65



R S A g b= LYY =Es] = L] (7= T 68

ST ST | I 1 5 1 70
5.1 Citotoxicidade do SeB2 em linhagens de células tumorais e ndo tumoral
UMANEAS ..o e et e e e e e e e e e e ab e e e e eees 70
5.2 SeB2 induz morte celular por apoptose pela via intrinseca..........c.c........... 72
5.2.1 Marcacéao de células HeLa com laranja de acridina e iodeto de propideo................. 72
5.2.2 Marcacao de células HeLa com Hoechst 34580 ...........ccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeaee 75
5.2.4 Citotoxicidade do SeB2 é dependente de estresse oXidativo.............cceevvvvviiinnnnenn.. 79
5.2.5 Efeito do SeB2 sobre a modulagdo das Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgeno
(IMAPKS) ...ttt n ettt s et s e s st e et et en s s naneneeenees 80
B DISCUSSAOD ...ttt sttt 84
7 CONCLUSOES ......ociiiieetee ettt 93

B REFERENCIAS ..ot 95



Introducdo



22

1 INTRODUCAO

O cancer € um grupo complexo de doencas caracterizado pelo crescimento
descontrolado e pela disseminacdo de células anormais (Perez-Fidalgo, 2020). A
aquisicdo dessas caracteristicas malignas decorre de mutacdes genéticas
desencadeadas por fatores ambientais, como a fumaca do tabaco, produtos quimicos
e radiacao ultravioleta, modificacdes epigenéticas ou ainda por mutacdes hereditarias,
alteracdes nos niveis hormonais e disfun¢des imunolégicas (Davies et al., 2023; Bhat
et al. 2024). Esses eventos conferem as células transformadas vantagens
relacionadas a sobrevivéncia, proliferacdo, evasdo dos mecanismos de morte celular
programada e mestastase (Hanahan, 2022).

Dados epidemiolégicos indicam que, em 2022, foram registrados cerca de 20
milhdes de novos casos de cancer no mundo, incluindo os canceres de pele nao
melanoma, e aproximadamente 9,7 milhdes de mortes pela doenca, consolidando o
cancer como a segunda principal causa de morte global (Bray et al., 2024). Entre as
mulheres, o cancer do colo do Utero (CCU) foi o quarto tipo mais comum, com cerca
de 660 mil novos casos e 350 mil 6bitos no mesmo ano (OMS, 2024).

No Brasil, a incidéncia de cancer segue em crescimento. A estimativa para o
triénio 2023-2025 é de 704 mil novos casos anuais, sendo 483 mil excluindo os
canceres de pele ndo melanoma (INCA, 2023). O CCU é o terceiro cancer mais
incidente entre as mulheres brasileiras, com previsdo de 17.010 novos casos por ano
no triénio, correspondendo a uma taxa bruta de incidéncia de 15,38 por 100 mil
mulheres (INCA, 2025).

O CCU pode se desenvolver com ou sem a presenca da infeccado pelo
papilomavirus humano (HPV), embora esta seja a principal causa associada ao seu
surgimento (Yu; Majerciak; Zheng; 2022). A vacinacdo contra o HPV é uma medida
eficaz na prevencao da infeccédo e, consequentemente, na reducdo da incidéncia do
CCU. O tratamento primario com intencao curativa, independentemente da presenca
de infeccdo, geralmente envolve cirurgia, quimioterapia, radioterapia ou a combinacao
dessas abordagens, a depender do tipo do tumor, do estagio da doenca e das
condicdes clinicas do paciente (Abu-Rustum et al., 2023).

Entre os quimioterapicos de primeira linha utilizados no tratamento do cancer
do colo do utero (CCU), destacam-se o paclitaxel, a cisplatina e o topotecano. Apesar

de sua eficacia, esses agentes estdo associados a efeitos adversos significativos,
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como mielossupressao, neuropatia periférica, alopecia e disturbios gastrointestinais
(Ferro et al., 2023). Outro desafio relevante no tratamento é a resisténcia das células
tumorais aos quimioterapicos, que pode ocorrer por diversos mecanismos, incluindo
metilacdo do DNA, ativacdo de vias de reparo do DNA, transicdo epitelial-
mesenquimal, ativacdo de células-tronco cancerigenas, inibicdo da via apoptotica e
alteracdes no microambiente tumoral (George et al., 2022).

Diante dessas limitagOes terapéuticas, cresce o interesse na investigagao de
produtos naturais e sintéticos com atividade antitumoral, com o objetivo de ampliar o
arsenal terapéutico e oferecer alternativas mais seguras e eficazes para o tratamento
do cancer cervical. Entre os elementos quimicos de destaque nesse contexto esta o
selénio, pertencente ao grupo dos calcogénios, cuja relevancia decorre de suas
propriedades biol6gicas amplamente descritas. Esse elemento € capaz de modular
processos oxidativos, induzir apoptose e inibir a angiogénese, mecanismos
fundamentais no controle da progressdo tumoral, o que justifica seu potencial como
candidato para o desenvolvimento de novas terapias oncolégicas (Lenardéo et al.,
2018; Ali et al., 2021).

Nessa perspectiva, a N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida, uma
lactamida contendo selénio sintetizada a partir de acidos organicos inspirados em
produtos naturais, tem se destacado por apresentar um amplo espectro de atividades
biologicas. Estudos anteriores demonstraram sua expressiva atividade leishmanicida,
aliada a um bom perfil preditivo de absorgéo oral e baixa toxicidade em modelos
computacionais (Sousa et al., 2023). Além disso, a molécula mostrou atividade
relevante frente ao modelo de Mycobacterium tuberculosis sob restricdo nutricional,
sem apresentar efeito citotoxico sobre a linhagem celular HepG2, sugerindo um perfil
de seguranca favoravel (Sousa et al., 2025).

Considerando os elevados indices de incidéncia e mortalidade do CCU, aliados
a limitada eficacia terapéutica dos farmacos atualmente disponiveis na prética clinica,
e ao fato de o cancer permanecer um desafio prioritario de saude publica em escala
global, o presente estudo prop6s-se a investigar o efeito antitumoral e o perfil de
toxicidade da N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeB2) em células
tumorais e nao tumoral humanas. Trata-se de uma molécula inédita, ainda pouco
explorada na literatura cientifica, cuja estrutura incorpora selénio, elemento bioativo
associado a mecanismos celulares relevantes no estudo in vitro, conferindo-lhe

potencial promissor no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 Cancer do colo do utero: conceito, caracteristicas gerais e tratamento

O céancer do colo do utero (CCU), também conhecido como cancer cervical, é
caracterizado pela replicacdo desordenada de células epiteliais do 6rgao que se
localiza na extremidade inferior e estreita que conecta o Utero a vagina (canal de parto;
figura 1). Este tipo de cancer pode se espalhar pela invaséo direta no corpo do Utero,
vagina e paramétrio ou para locais distantes (Hakim; Amin; Ul Islam, 2025).

Figura 1. Anatomia do colo do Utero.

Cervix Anatomy

Legenda: O colo do Utero é a parte inferior e estreita do Utero que o conecta a vagina. Ele é composto
pelo orificio interno (a abertura entre o colo do Gtero e a parte superior do Utero), o endocérvix (a parte
interna do colo que forma o canal endocervical), o ectocérvix (a parte externa do colo que se abre na
vagina) e o orificio externo (a abertura entre o colo do Utero e a vagina). A regido onde o endocérvix e
0 ectocérvix se encontram é chamada de juncdo escamocolunar, que contém tanto células glandulares
(células em forma de coluna que produzem muco) provenientes do endocérvix, quanto células
escamosas (células finas e achatadas) provenientes do ectocérvix. A juncdo escamocolunar também é
frequentemente chamada de zona de transformacéao.

Fonte: National Cancer Institute (2023).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2020), o CCU pode ser
classificado histologicamente em trés principais grupos de tumores epiteliais:
carcinomas de células escamosas (CEC), adenocarcinomas (ADC) e outros tumores
epiteliais menos frequentes (IARC, 2020). Entre eles, o CEC é o subtipo mais

prevalente, cerca de 80 a 85% dos casos, e esta fortemente associado a infec¢ao pelo
papilomavirus humano (HPV) (MSD Manual, 2024). J4 os ADCs, embora também
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possam estar relacionados ao HPV, apresentam uma maior heterogeneidade
morfologica e etioldgica (Casey et al., 2015; Hohn et al., 2021).

Nesse contexto, os ADCs passaram a ser subdivididos em dois grandes
grupos: os ADCs associados ao HPV (HPV-associado ADCs - HA-ADCs), que incluem
o tipo usual e variantes mucinosas, como os de células intestinais, células em anel de
sinete e os de producédo de mucina estratificada; e os ADCs independentes do HPV
(HPV-independente ADCs - HI-ADCs), que englobam subtipos como o gastrico, de
células claras, mesonéfrico e endometrioide (Park, 2020). Entre essas variantes, 0
adenocarcinoma in situ (AIS) também é considerado uma lesdo glandular pré-
invasiva, geralmente associada ao HPV. Entdo, enquanto os CECs sdo quase
totalmente relacionados ao HPV, a proporcdo de ADCs com associagao viral
significativa € menor (Schaafsma et al., 2025).

Esses tumores malignos surgem de um processo gradual de transformacéao
neoplasica que pode durar anos. Essa progressdo normalmente comeca com a
infeccéo persistente por tipos oncogénicos do HPV e evolui para lesbes precursoras,
que acometem o epitélio cervical sem invadir a membrana basal. Essas lesdes sao
denominadas Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NIC) e refletem distintos graus de
displasia epitelial: NIC I: displasia leve, com alteracfes celulares restritas a um terco
basal do epitélio; NIC II: displasia moderada, envolvendo até dois tercos da espessura
epitelial; NIC llI: displasia grave ou carcinoma in situ, comprometendo toda a
espessura epitelial, porém sem evidéncia de invaséo estromal (Figura 2) (INCA, 2016).



27

Figura 2. Estagios do desenvolvimento da infeccéo pelo HPV levando ao aparecimento de cancer
cervical

Healthy cervix CIN1 CIN 2 CIN3 Invasive cancer

Stratified nonkeratinizi
squamous epithelium

Superficial cells
Intermediate cells

Parabasal cells
Basal cells

Basal lamina
Lamina propria

Evolucéo do cancer de colo do Gtero: da mucosa cervical saudavel até o cancer invasivo. A infeccao
pelo papilomavirus humano (HPV) pode levar a lesdes intraepiteliais cervicais (CIN, do inglés Cervical
Intraepithelial Neoplasia), classificadas em: CIN 1 (les&o de baixo grau), CIN 2 e CIN 3 (lesdes de alto
grau), culminando no cancer invasivo. A ilustracdo mostra as altera¢cfes histolégicas nas diferentes
camadas do epitélio estratificado ndo queratinizado do colo uterino durante a progressdo da doenga.
Fonte: Lizarazo-Taborda (2025).

Além da classificacdo histolégica convencional, o Sistema Bethesda é
amplamente utilizado para a interpretacao citologica, especialmente em exames de
Papanicolau, padronizando a terminologia e categorizando as alteracdes celulares de
acordo com seu grau de anormalidade. Dentre as alteracdes escamosas, destacam-
se as atipias de significado indeterminado (ASC-US e ASC-H), as lesdes intraepiteliais
escamosas de baixo grau (LSIL) e de alto grau (HSIL), além do carcinoma de células
escamosas. Também sé&o identificadas alteracdes em células glandulares, como as
atipias de significado incerto (AGC), o adenocarcinoma in situ (AIS) e o
adenocarcinoma invasivo. Essa classificacdo citologica € essencial para o
rastreamento, diagnéstico precoce e definicdo da conduta clinica frente as lesdes
cervicais (MSD Manual, 2023).

Outro parametro de classificacdo do cancer do colo do Gtero também é quanto
a sua extensao no organismo, utilizando-se o sistema de estadiamento proposto pela
Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia, conforme apresentado no
quadro 1 (FIGO, 2021).

Esse sistema divide a doenga em quatro estagios principais (I a IV), de acordo
com a extensdo anatémica do tumor. O Estégio | abrange os tumores confinados ao
colo do utero, sendo subdividido em IA (detectado apenas por microscopia) e IB
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(identificavel clinicamente), conforme a profundidade da invasdo. O Estagio Il indica
gue o tumor ultrapassou os limites do colo, mas sem alcancar a parede pélvica ou o
terco inferior da vagina, podendo ou ndo envolver o paramétrio. O Estagio Il
corresponde ao comprometimento do terco inferior da vagina, parede pélvica,
presenca de hidronefrose ou envolvimento linfonodal (pélvico e/ou para-aértico,
classificado como 1lIC). Ja o Estagio IV representa a doenca localmente avancada ou
metastatica, com invasdo de 6rgdos adjacentes, como bexiga ou reto (IVA), ou
disseminacdo para érgaos distantes (IVB). Essa classificacdo € fundamental para a
identificacdo do progndstico e para a escolha da conduta terapéutica mais adequada
(Quadro 1) (Bhatla et al., 2021).

Quadro 1. Estadiamento do cancer do colo do Gtero

Estagio Descricao
| Carcinoma estritamente confinado ao colo (a extens&o para o corpo uterino nao é
considerada).
A Carcinoma invasor diagnosticado somente pela microscopia, com profundidade de
invasdo maxima < 5 mm?
A1 Invasao do estroma < 3,0 mm de profundidade
IA2 Invasao do estroma > 3,0 mm e < 5,0 mm de profundidade
B Carcinoma invasor com invasao de profundidade > 5 mm (maior que estadio 1A),
lesao limitada ao colo com o tamanho mensurado no maior didmetro do tumor®
IB1 Carcinoma invasor > 5 mm de invasao estromal e £ 2 cm na maior dimensao
IB2 | Carcinoma invasor > 2 cm e <4 cm na maior dimensao
IB3 | Carcinoma invasor >4 cm na maior dimensao
' O carcinoma se estende além do colo uterino, mas n&o até o terco inferior de vagina
ou parede pélvica
A Envolvimento até dois tergos superiores de vagina, sem invasdo parametrial
[IA1 | Carcinoma invasor <4 cm na maior dimensao
[IA2 | Carcinoma invasor >4 cm na maior dimensao
1B Envolvimento parametrial que ndo atinge a parede 6ssea
O carcinoma envolve o terco inferior de vagina e/ou atinge a parede pélvica e/ou
[ causa hidronefrose ou rim nao funcionante e/ou envolve linfonodos pélvicos e/ou
paradrticos
A Envolvimento da parede inferior de vagina, sem extensao a parede 6ssea
B Envolvimento até parede dssea e/ou hidronefrose ou rim ndo funcionante (a menos
que seja de outra causa)
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e Metastases linfonodais pélvicas e/ou paradrticas (incluindo micrometastases®)
independentemente do tamanho do tumor e da extensdo (com anotagdes r e p)?

IIC1 | Metastases linfonodais pélvicas apenas

IIC2 | Metastases linfonodais paradrticas

O carcinoma se estende além da pelve verdadeira ou envolve (com bidpsia
v confirmando) a mucosa da bexiga ou do reto. Um edema bolhoso, por exemplo, ndo

permite alocar o caso como estadio IV

IVA Propagacgao para 6rgaos adjacentes

VB Metastases a distancia

Legenda: Quadro ilustrativo dos diferentes estdgios do cancer do colo do utero (CCU), conforme a
classificagdo FIGO. Cada estagio representa a progressao da doenga, desde lesdes iniciais localizadas
até formas avancadas com invasdo de estruturas adjacentes ou metastases a distancia, sendo
fundamental para a definicdo do prognéstico e escolha da conduta terapéutica.

a) Imagem e avaliacéo patologica podem ser utilizadas quando disponiveis para suplementar achados
clinicos em relacéo ao tamanho do tumor e sua extenséo, em todos os estadios. A avaliagao patolégica
supera as imagens e os achados clinicos.

b) O envolvimento do espaco vascular/linfatico ndo muda o estadio. A extensao lateral do tumor néo é
mais considerada.

¢) Células tumorais isoladas ndao mudam o estadio, mas devem ser referidas no laudo.

d) Adicionar anota¢Bes para r (imagem) e p (patologia), para indicar o método que foi utilizado para
alocar o caso em estadio IlIC. Por exemplo, se for a imagem que detectou a metastase em linfonodo
pélvico, o estadio sera IlIC1r; se a metastase for confirmada pela patologia, sera estadio 11IC1p. O tipo
de imagem e a técnica patolégica utilizadas deverdo sempre ser documentadas. Quando houver
davida, o menor estadio devera ser atribuido.

Fonte: Adapatado de FIGO (2021).

Segundo dados do GLOBOCAN (2022), foram registrados, no ano de 2022,
aproximadamente 662.044 novos casos de cancer do colo do utero e 348.709 6bitos,
tornando-se a quarta principal causa de morbidade e mortalidade por cancer entre
mulheres em todo o mundo, especialmente naquelas com 40 anos ou mais. As
maiores taxas de incidéncia foram observadas em paises em desenvolvimento, com
destaque para a Africa Subsaariana, América do Sul e Sudeste Asiatico. Estima-se
gue o numero de casos possa alcancar um milhdo em 2050, com cerca de 630 mil
mortes no mesmo ano, mantendo-se o0 padrdao de maior incidéncia em paises em
desenvolvimento (Bray et al., 2024; Wu et al., 2025).

No cenario nacional, o cancer do colo do Utero apresenta elevada incidéncia
entre as mulheres. Para cada ano do triénio 2023-2025, foram estimados 17.010
NoVos casos, correspondendo a uma taxa bruta de incidéncia de 15,38 casos por 100
mil mulheres (INCA, 2022). S6 em 2020, ocorreram 6.627 6bitos por esta neoplasia,
representando uma taxa ajustada de mortalidade por este cancer de 4,60/100 mil
mulheres (INCA 2021a). Na analise por regido, o cancer do colo do utero ocupa a

segunda posicdo em incidéncia nas Regides Norte (20,48/100 mil) e Nordeste
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(17,59/100 mil), a terceira na Regido Centro-Oeste (16,66/100 mil), a quarta na Regido
Sul (14,55/100 mil) e a quinta posi¢cdo na Regido Sudeste (12,93/100 mil), conforme
observado na figura 2 (INCA, 2022).

Figura 3 Representacdo espacial das taxas estimadas de incidéncia por neoplasia maligna do colo do
Utero, ajustadas por idade pela populagcdo mundial, por 100 mil mulheres, para cada ano do triénio
2023-2025, segundo Unidade da Federacao

Mulheres

M 16,99-31,71
B8 1325-16,98
B 10,78-1324
W 7,11-1077

Fonte  INCA. 2022

Legenda: Observa-se que a regido Norte apresenta as maiores taxas de incidéncia do cancer do colo
do utero, seguida pelas regides Nordeste e Centro-Oeste. Em contraste, as regifes Sudeste e Sul
registram as menores incidéncias estimadas no periodo analisado.

Fonte: INCA, 2022

Essas diferencas regionais estéo fortemente relacionadas as desigualdades no
acesso a vacinacao contra o HPV, aos servicos de triagem e tratamento, além de
fatores como a prevaléncia do HIV e determinantes sociais e econdmicos, incluindo
desigualdade de género e pobreza (De Martel, 2020).

Embora diversos fatores de suscetibilidade geral estejam implicados na génese
do cancer do colo do utero, a infec¢ao persistente por subtipos oncogénicos do HPV
é considerada a principal causa da doenca. Mais de 150 tipos diferentes de HPV ja
foram identificados, sendo classificados como de baixo ou alto risco, conforme seu
potencial de transformacao celular (Hakim; Amin; Islam, 2025).

Os tipos de baixo risco estdo associados a lesbes benignas, como verrugas
genitais e papilomas laringeos, enquanto os tipos de alto risco estdo implicados na
formacao de lesdes precursoras e no desenvolvimento de diversos tipos de céancer,

principalmente o do colo do utero, mas também, com menor frequéncia, os canceres
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de anus, vagina e pénis (Wild; Weiderpass; Stewart, 2020). Entre os subtipos
oncogénicos mais frequentemente associados ao cancer cervical, destacam-se o HPV
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 e 73 (Pimple; Mishra, 2022).

A diferenca entre os gendtipos do HPV de alto risco esté relacionada a fatores
como carga viral e perfil de expressao génica, os quais contribuem para o potencial
oncogénico distinto de cada subtipo. Em cada caso, cada genotipo é capaz de produzir
suas proprias oncoproteinas E6 e E7, que interferem nos mecanismos de controle do
ciclo celular e favorecem a imortalizagéo celular (Salcedo et al., 2002; Hakim; Amin;
Islam, 2025). Estudos demonstram que determinados genoétipos apresentam
distribuicdo geogréfica caracteristica: o HPV-31 é mais prevalente em partes da
Europa, o0 HPV-58 no leste da Asia e 0 HPV-45 é endémico da Africa Subsaariana.
Esses padrdes geogréaficos podem refletir uma interacdo complexa entre fatores como
a genética do hospedeiro, dinamicas locais de transmissdo sexual e o0s niveis de
cobertura vacinal em cada regiao (Seyoum et al., 2022 ).

Além disso, quando ocorrem co-infec¢des por multiplos genétipos oncogénicos
em um mesmo hospedeiro, os eventos moleculares envolvidos na carcinogénese
cervical tendem a ser ainda mais intensificados, aumentando o risco de progressao
para lesbes malignas (Wu et al., 2019).

A infeccdo persistente por subtipos de alto risco do HPV, especialmente o HPV-
16 e o HPV-18, é reconhecida como a principal causa do desenvolvimento do cancer
do colo do utero (Yu; Majerciak; Zheng, 2022). O virus infecta preferencialmente
células epiteliais da camada basal da mucosa na zona de transformacédo do colo
uterino, geralmente por meio de microlesdes provocadas durante a atividade sexual.
Essa regido é particularmente suscetivel a infeccdo devido a sua elevada taxa de
renovacao celular (turnover) e a constante exposicdo das células basais (Ozbun;
Campos, 2021).

Apés a entrada do HPV na célula hospedeira, a infeccdo ocorre nas células
basais do epitélio escamoso estratificado. A medida que essas células se diferenciam
em células parabasais, inicia-se a expressao dos genes virais E6 e E7, que promovem
a progressao do ciclo celular nas células infectadas, permitindo a ativagdo da
maquinaria celular necessaria a replicagdo do DNA viral e a liberagéo eficiente dos
virions (Ozbun; Campos, 2021). Em seguida, 0s genes virais E1 e E2 sd0 expressos
nas ceélulas intermediarias, promovendo a replicacdo do genoma viral. Nas camadas

superficiais do epitélio, as proteinas capsidicas L1 e L2 sdo produzidas e responsaveis
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por empacotar o DNA viral, formando as particulas virais completas. Mesmo quando
as células basais infectadas se dividem lateralmente, o HPV pode persistir nessa
camada, pois o DNA viral permanece retido junto ao genoma do hospedeiro nas
células-filhas (Kobayashi et al., 2024).

As oncoproteinas E6 e E7 exercem papeéis centrais na transformacao celular
associada ao papilomavirus humano (HPV) (Pal; Kundu, 2020). A E6 inativa a proteina
p53 (proteina supressora tumoral p53), um regulador fundamental que normalmente
induz a parada do ciclo celular ou a apoptose em resposta a danos no DNA. Essa
inativacdo ocorre por meio da interagcdo com a E6AP (proteina associada a E6 com
atividade de ubiquitina ligase tipo E3), promovendo a degradacao da p53 e induzindo
a entrada das células na fase S do ciclo celular sem o bloqueio fisiologico em G1.
Além disso, E6 ativa a hTERT (transcriptase reversa da telomerase humana),
subunidade catalitica da telomerase, que normalmente € inativa em células somaticas.
Sua reativacao permite a manutencao dos teldmeros, conferindo imortalidade celular
(Olmedo-Nieva et al., 2018; Vallejo-Ruiz et al., 2024).

Por sua vez, a oncoproteina E7 inativa a proteina do retinoblastoma (pRB ou
RB1), responsavel por controlar a progressao do ciclo celular ao se ligar e inibir os
fatores de transcricao E2F (fatores E2 de transcri¢do 1 a 8). A inativacdo da pRB libera
os E2F, promovendo a entrada desregulada das células na fase S do ciclo. E7 também
inibe as HDACs (histonas desacetilases), enzimas envolvidas na repressdo da
transcricdo génica por meio da modificacdo da estrutura da cromatina, favorecendo a
expressdo de genes que promovem a proliferacdo celular. Além disso, E7 interfere
com o controle exercido pela p16~INK4A (proteina inibidora de quinases dependentes
de ciclina 4 e 6, codificada pelo gene CDKN2A), que atua como inibidora dos
complexos ciclina D/CDK4/6 (ciclinas do tipo D associadas as quinases dependentes
de ciclina 4 e 6). Esses complexos normalmente promovem a fosforilagdo da pRB, e
sua inibicdo induz a senescéncia celular. Ao inativar a pRB, E7 permite a evasao
dessa via de controle, mesmo diante da superexpressdao compensatéria da
pl67INK4A (Figura 4) (Mirabello et al., 2017; Vallejo-Ruiz et al., 2024).
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Figura 4. Mecanismo pelo qual o HPV interrompe processos celulares criticos para promover o
desenvolvimento do cancer por meio de suas oncoproteinas virais E6 e E7
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Legenda: Representacdo esquematica dos mecanismos moleculares pelos quais o papilomavirus
humano (HPV) promove a carcinogénese cervical. As oncoproteinas virais E6 e E7 interferem em
processos celulares essenciais, como a regulagdo do ciclo celular, apoptose e reparo do DNA. A
proteina E6 promove a degradacao da p53, enquanto a E7 inativa a proteina do retinoblastoma (pRb),
resultando em proliferacédo celular descontrolada e acimulo de mutacdes gendmicas. Esses eventos
contribuem para a transformacao maligna das células infectadas.

Fonte: Hakim; Amin; Ul Islam (2025).

Embora a maioria das infec¢gdes por HPV oncogénico seja temporéaria e
controlada pelo sistema imunologico, cerca de 10% podem persistir. A infeccao
cronica, especialmente quando ndo acompanhada por mecanismos de vigilancia
imunoldgica eficazes, favorece a progressao de lesfes intraepiteliais de alto grau, que,
se nao tratadas, podem evoluir para carcinoma invasivo (Ye et al., 2023).

Além da infeccéo persistente por tipos oncogénicos do HPV, diversos agentes
carcinogénicos atuam como co-fatores importantes na progressao para o cancer
cervical invasivo (Figura 4). O tabagismo contribui para a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs), induzindo estresse oxidativo, danos ao DNA e alteragbes
no muco cervical que favorecem a infeccao viral. A imunossupressao crénica, como

nos casos de infeccdo pelo HIV, compromete a vigilancia imunoldgica e reduz a
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capacidade do organismo de eliminar o HPV, favorecendo a persisténcia viral e a
progressao de lesbes (Magalon et al., 2024).

O uso prolongado de contraceptivos orais também tem sido associado ao
aumento do risco, devido a influéncia hormonal (estrogénio e progesterona) sobre o
epitélio cervical, tornando-o mais vulneravel a acéo do virus (Bovo et al., 2023). Além
disso, o inicio precoce da atividade sexual e o0 elevado niumero de parceiros sexuais
aumentam a exposi¢cdo ao HPV em uma fase em que o colo do Gtero, especialmente
na zona de transformacdo imatura, apresenta maior suscetibilidade a infeccéo e
transformacao neoplasica (Adjei Boakye et al., 2022).

Nos casos de cancer do colo do utero que se desenvolvem de forma
independente da infeccdo pelo HPV destacam-se alteracdes epigenéticas como a
hipermetilagéo das regides promotoras de genes supressores tumorais, 0 que leva ao
seu silenciamento. Um exemplo notavel € o gene CDKN2A, que codifica a proteina
inibidora de quinases dependentes de ciclina 4 e 6 (p167INK4A). A metilacdo de seu
promotor impede a expressao dessa inibidora do ciclo celular, favorecendo a
proliferacdo descontrolada das células. AlteracBes semelhantes ocorrem em genes
reguladores da apoptose e da resposta ao dano no DNA, como BBC3, que codifica a
proteina moduladora da apoptose regulado positivamente por p53 (PUMA),
contribuindo para a evasao dos mecanismos de morte celular programada (Zhou et
al., 2024).

Além das alteracBes epigenéticas, mutacbes soméaticas também contribuem
para a carcinogénese independente do HPV. Mutacdes no gene TP53 (proteina
tumoral p53) comprometem a funcéo da proteina p53 como reguladora da resposta
ao dano no DNA, enquanto alteragdes em ARID1A (proteina 1A contendo dominio
interativo rico em AT), integrante do complexo multiproteico remodelador de cromatina
- SWI/SNF, afetam o controle transcricional e o reparo genémico (Lu et al., 2021).
Destacam-se ainda mutagbes no gene KRAS (homélogo do oncogene viral do
sarcoma de rato Kirsten), ativando constitutivamente a via RAS/MAPK (via sarcoma
de rato/quinoase de proteina ativada por mitdbgeno), presente em cerca de 18 a 36%
dos adenocarcinomas cervicais mucinosos do tipo gastrico, com relatos semelhantes
para NRAS (homologo do oncogene viral RAS do neuroblastoma). Essas mutacdes
impulsionam sinais de proliferacéo celular e resisténcia a apoptose, contribuindo para
0 crescimento tumoral na auséncia de HPV (Selenica et al., 2021; Giannella et al.,
2025).
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O acumulo de alteracbes genéticas e/ou epigenéticas contribuem para o
desenvolvimento dos “Hallmarks of cancer”, caracteristicas bioldégicas fundamentais
que conferem vantagens proliferativas as células tumorais (Hanahan, 2022). No
cancer do colo do utero, essas marcas incluem a sustentacdo da sinalizacao
proliferativa, evasdo de supressores de crescimento, resisténcia a morte celular,
replicacdo ilimitada, angiogénese, ativacdo de invasdo e metastase, além de
inflamacé&o tumoral e escape do sistema imune. Tais alteragdes sé&o impulsionadas
principalmente pela infecgdo persistente por HPV de alto risco, especialmente por
meio da acdo das oncoproteinas virais E6 e E7, que desregulam vias chave envolvidas
no controle do ciclo celular, apoptose e resposta imune, favorecendo o ambiente
necessario para a progressao tumoral (Figura 5) (Lizarazo-Taborda et al., 2025).

No contexto do tratamento, a vacinacao representa a principal medida de
profilaxia primaria, sendo altamente eficaz na prevencao dos subtipos oncogénicos do
HPV (Amiri et al., 2025). No entanto, outras modalidades terapéuticas podem ser
empregadas de forma isolada ou combinada, incluindo cirurgia, terapia-alvo,
imunoterapia, radioterapia e quimioterapia. A escolha do tratamento mais adequado
depende de diversos fatores, como o estadiamento clinico do cancer cervical segundo
a classificacdo FIGO (2018), o comprometimento linfonodal, o tipo histolégico do
tumor, a idade gestacional, os achados de imagem (como a ressonancia magnética)
e o0 desejo de preservacédo da fertilidade por parte da paciente e sua familia (Schubert
et al., 2023).
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Figura 5. Marcas moleculares propostas para a carcinogénese cervical. Todos esses marcadores
desempenhariam um papel importante no desenvolvimento do cancer de colo do Gtero
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Legenda: Fatores moleculares e celulares envolvidos na progressao do céncer do colo do Utero
induzido pelo HPV. A infec¢éo pelo papilomavirus humano (HPV) de alto risco desencadeia uma série
de eventos patolégicos que incluem o tropismo celular, predisposicdo genética, carga viral, estado fisico
do virus, disfuncdo de proteinas da célula hospedeira, alteracBes epigenéticas, perda da fungéo da
proteina E2 e superexpressao das oncoproteinas E6/E7. Esses eventos contribuem para a aquisicdo
de um fendtipo mesenquimal, promovendo a transformac¢éo maligna e a progressédo do cancer cervical.
Fonte: Hakim e colaboradores (2024).

A cirurgia para o CCU tem como principal objetivo ndo apenas a remocao
completa do tumor, mas também a preservacdo da funcionalidade do 6rgédo e de
estruturas nervosas essenciais, sempre que possivel. Em estagios iniciais, pode-se
optar pela histerectomia simples, que consiste na retirada do uUtero, preservando
nervos e tecidos adjacentes. Ja em casos mais avanc¢ados, indica-se a histerectomia
radical, que envolve a remocao do Utero juntamente com seus ligamentos e a por¢ao
superior da vagina. Esse procedimento pode ser realizado por via minimamente
invasiva ou por cirurgia aberta. Outras abordagens cirargicas incluem: a
salpingooforectomia bilateral (remo¢do das trompas de Falépio e ovarios), a
exenteracao pélvica (remogdo de 6rgdos como bexiga, reto, vagina e parte do colon),
a criocirurgia (destruicdo de células anormais por congelamento) e a cirurgia a laser
(utilizacéo de feixe de luz para queimar células pré-cancerosas) (SBCO, 2023).

A radioterapia utiliza radiagdes ionizantes para destruir ou inibir o crescimento
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de células tumorais, sendo um dos pilares no tratamento do cancer do colo do utero.
Os principais métodos empregados séo a radioterapia de feixe externo (RFE) e a
braquiterapia, que permitem uma abordagem combinada eficaz. A RFE é geralmente
realizada ao longo de 5 a 6 semanas, muitas vezes associada a quimioterapia. Em
seguida, a braquiterapia, que consiste na insercédo de fontes radioativas diretamente
no tumor, oferece altas doses localizadas com menor dano aos tecidos adjacentes.
Em alguns casos, esse tratamento € seguido por cirurgia radical realizada de seis a
oito semanas apos a braquiterapia (Chargari et al.,2022).

A terapia alvo no cancer do colo do utero tem como foco interferir em vias
moleculares especificas envolvidas na progresséo tumoral. Entre 0s principais alvos
estdo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seu receptor (VEGFR),
blogueados por agentes como bevacizumabe, pazopanibe, sunitinibe e cediranibe
(Watkins et al., 2023). Outros alvos incluem o receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2, também relacionado ao gene BCAR4), com o0 uso do
lapatinibe, e o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), com
medicamentos como cetuximabe, gefitinibe e erlotinibe. Além disso, inibidores da
proteina alvo de rapamicina em mamiferos (MTOR), como o temsirolimo, da
desacetilase de histonas (HDAC), como o &cido valproico, e da poli(ADP-ribose)
polimerase (PARP), como olaparibe e veliparibe, também estdo em avaliacdo ou ja
sao utilizados como terapias direcionadas (Vora; Gupta, 2018; Xu et al., 2025).

A imunoterapia € uma estratégia terapéutica que estimula ou modula o sistema
imunoldgico para reconhecer e eliminar células tumorais (Grau-Bejar et al., 2023). No
cancer do colo do utero, essa abordagem tem ganhado destaque principalmente com
0 uso de inibidores de checkpoints imunolégicos, como os anticorpos anti-PD-1/PD-
L1 (ex.: pembrolizumabe e nivolumabe), que blogueiam sinais de evasédo imune das
células tumorais. Outras estratégias em estudo incluem vacinas terapéuticas contra
as oncoproteinas virais E6 e E7 do HPV, terapias com linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs) e células dendriticas, que visam estimular respostas imunes especificas contra
o tumor. Embora promissora, a imunoterapia ainda enfrenta desafios como
resisténcia, efeitos adversos e a necessidade de biomarcadores preditivos de
resposta (Mauricio et al., 2021).

A guimioterapia € uma modalidade terapéutica que utiliza substancias quimicas
com acao citotoxica para destruir células tumorais ou inibir sua multiplicacdo. Ela

desempenha papel essencial no tratamento do CCU, principalmente em casos
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localmente avancados ou recorrentes, sendo utilizada de forma isolada ou em
combinagdo com outros tratamentos. Os quimioterapicos empregados no tratamento
do CCU pertencem a diferentes classes farmacoldgicas, cada uma atuando por
mecanismos especificos na destruicdo ou inibicdo da proliferacdo celular tumoral
(Valdivia et al., 2022).

Entre as principais classes, destacam-se o0s analogos da platina, como a
cisplatina e a carboplatina, que atuam formando ligagbes cruzadas com o0 DNA,
promovendo danos irreversiveis e induzindo apoptose. Os taxanos, como paclitaxel e
docetaxel, interferem na dindmica dos microtubulos, bloqueando a mitose celular. Ja
os inibidores da topoisomerase, como topotecano e irinotecano, impedem o
religamento das fitas de DNA durante a replicacdo, levando a morte celular. Os
antimetabalitos, como gemcitabina e pemetrexede, mimetizam bases nucleotidicas e
interrompem a sintese de DNA e RNA. Também sdao utilizados agentes alquilantes,
como a ifosfamida, que provocam quebras diretas nas cadeias de DNA (Thigpen et
al., 1981, Kitagawa et al., 2015; Boussios et al., 2016; Kumar et al., 2018; Francoeur;
Monk;Tewari, 2025).

No entanto, 0 uso dessas drogas estd associado a diversos efeitos adversos,
uma vez que tecidos com alta taxa de proliferacdo celular, como a medula 6ssea, a
mucosa gastrointestinal, os foliculos pilosos e as gbénadas, sdo particularmente
sensiveis a acgdo citotoxica da quimioterapia. Dessa forma, os efeitos colaterais
imediatos mais comuns incluem mielossupressdo, nauseas, vémitos, alopecia e
comprometimento da fertilidade (Aboud et al., 2023).

Além dos efeitos adversos provocados pela quimioterapia, as células tumorais
podem desenvolver mecanismos de resisténcia que comprometem a eficacia do
tratamento. Essa resisténcia esta associada a alteracdes gendmicas dinamicas, como
amplificacGes e dele¢Bes génicas, modificagdes epigenéticas (incluindo metilacdo do
DNA e alteragBes em histonas) e rearranjos estruturais de proteinas que surgem sob
a pressao dos agentes quimioterapicos. Tais modificacbes favorecem a adaptacao
celular por meio da ativacéo de vias de sinalizacdo e mecanismos de escape imune
(Sun et al., 2022). No caso da cisplatina, conforme mostrado na figura 6, destacam-
se mecanismos como 0 aumento da capacidade de reparo do DNA, a inibicdo da
apoptose, a ativacdo da transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) e alteracdes
epigenéticas que reforcam o fenotipo resistente, contribuindo significativamente para

a persisténcia tumoral e para a falha terapéutica (Zhu et al., 2016) (Figura X).
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Figura 6. Visao geral da resisténcia ao tratamento com cisplatina
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Legenda:Diminui¢cdo da acumulacéo intracelular de compostos de platina; (2) Aumento do relentinto
de residuo no DNA; (3) Inativacdo da apoptose; (4) Transicdo epitelial-mesenquimal. Abreviatura:
CTR1: Transportador de cobre 1; EMT: Transi¢cdo epitelial-mesenquimal; MMR: Reparo de
incomitibilidade; NER: Reparo de excisdo de nucleotideos; PARP: Poli polimerase Poli (ADP-ribose).
Fonte: Eksteen e colaboradores (2024).

Nesse contexto, o aumento da heterogeneidade das células tumorais ao longo
da carcinogénese decorre de altas taxas de mutacdes genéticas, o que inviabiliza a
adocao de um tratamento Unico e universal para o cancer. Diante desse desafio, a
busca por novos agentes antitumorais tem sido continua, com o objetivo de identificar
moléculas capazes de atuar seletivamente sobre as células neoplasicas, reduzindo ao
maximo os efeitos toxicos sobre tecidos saudaveis e aumentando a eficacia

terapéutica (Stine et al., 2022).
2.2 Apoptose

A apoptose ou morte celular programada € um processo que regula a
eliminacdo controlada de células, desempenhando um papel fundamental no
desenvolvimento, na manutencéo da homeostase e na defesa do organismo. O termo

tem origem no grego e significa “queda” ou “desprendimento”, como ocorre com folhas
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ou frutos que caem de uma arvore ao morrerem ou amadurecerem (Kerr; Wyllie;
Currie, 1972; Lossi, 2022).

Esse mecanismo é altamente orquestrado e dirigido por genes envolvidos em
eventos cruciais como a morfogénese, o equilibrio dos tecidos e a eliminacdo de
células potencialmente perigosas. A disfuncdo nos processos apoptoticos pode
contribuir para o surgimento de diversas doencas, incluindo cancer (Singh; Lim, 2022).

A apoptose ocorre em diferentes contextos fisiologicos e patoldgicos, como
durante o desenvolvimento embrionario e o envelhecimento, na eliminacao de células
tumorais, de células infectadas por virus e de células em excesso. Além disso, atua
como um mecanismo de defesa frente a danos celulares induzidos por agentes
nocivos ou em respostas imunes. Diante de sua relevancia, o aprofundamento na
compreensao dos mecanismos moleculares da apoptose e de suas implicagbes
clinicas é estratégico para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais
eficazes em diversas areas da medicina (Mustafa et al., 2024).

Esse fenbmeno é caracterizado por um conjunto de alteracfes bioquimicas e
morfolégicas bem definidas, que distinguem esse processo de outros tipos de morte
celular, como a necrose. No nivel bioquimico, destaca-se a ativacdo de uma cascata
enzimatica coordenada por caspases iniciadoras 2, 8, 9 e 10, e executoras, como as
caspases 3, 6 e 7, que promove a clivagem de proteinas essenciais, fragmentacao
internucleossomal do DNA, a inativacdo de enzimas reparadoras como a PARP e a
exposicao da fosfatidilserina na membrana celular, sinalizando para fagocitose (Al et
al., 2024). Alteragbes mitocondriais, como a perda do potencial de membrana e
liberacdo de citocromo ¢ também sdo marcantes, principalmente na via intrinseca.

Ja no aspecto morfologico, a célula sofre encolhimento, com condensacao da
cromatina (picnose), fragmentacao nuclear (cariorrexe) e formacao de protrusdes na
membrana plasmatica chamadas de blebs. Ao final do processo, ocorre a formacéo
de corpos apoptéticos, que séo fagocitados por células vizinhas ou imunolégicas, sem
induzir resposta inflamatoria. Esses eventos refletem a natureza regulada e silenciosa
da apoptose, fundamental para a homeostase e eliminacdo seletiva de células
danificadas (Hussar, 2022).

A via extrinseca da apoptose € ativada por meio da ligacdo de ligantes
especificos, como FasL e TRAIL, aos receptores de morte da superfamilia TNFRSF
presentes na membrana celular, incluindo FasR, TNFR1, TRAILR1 e TRAILR2 (Green
2022). Essa interacdo leva a formacao do complexo de sinalizagdo da morte (DISC),
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que inclui as proteinas adaptadoras FADD e TRADD, além da caspase 8 (CASP8) e,
em alguns casos, a caspase 10 (CASP10). A montagem do DISC varia conforme o
receptor ativado: FasR e TRAILRs recrutam diretamente a FADD, enquanto TNFR1
requer a ativacao inicial da TRADD, que posteriormente recruta a FADD. A FADD
promove a oligomerizacdo e clivagem autoproteolitica da CASP8, ativando-a. Uma
vez ativada, a CASP8 inicia a cascata de caspases efetoras responsaveis pela
execucao da morte celular programada (Rodriguez-Gonzélez; Gutiérrez-Kobeh, et al.,
2024) (Figura X).

A via intrinseca da apoptose € iniciada por estimulos intracelulares, como
danos ao DNA ou estresse oxidativo. Essa via é regulada pela familia de proteinas
BCL-2, que inclui trés grupos: i) proteinas pro-apoptéticas ativadoras e
sensibilizadoras que sdo conhecidas como BH3-only por possuirem apenas o dominio
BH3 (como BAD, BID, BIM, PUMA, NOXA) e detectam o estresse celular; ii) efetoras
pré-apoptéticas (BAX, BAK e BOK), responsaveis por permeabilizar a membrana
externa mitocondrial; iii) proteinas antiapoptéticas (como BCL-2, BCL-XL, MCL-1),
gue inibem as anteriores (Li; Van Delft; Dewson, 2021).

Durante a apoptose, as proteinas BH3-only sdo ativadas por mecanismos
transcricionais ou pos-traducionais e interagem com BAX e BAK, promovendo
mudancas conformacionais que levam a formacdo de poros na membrana externa
mitocondrial, um processo conhecido como permeabilizacdo da membrana externa
mitocondrial (MOMP). Isso permite a liberacdo de citocromo c e outras proteinas pro-
apoptoticas do espacgo intermembranar mitocondrial para o citosol (Winter; Yadav;
Rutter, 2022). O citocromo C liberado ativa a proteina APAF-1, que, em presenca de
ATP, forma o apoptossomo e ativa a caspase 9. Esta, por sua vez, inicia a cascata de
caspases efetoras, como a caspase 3, culminando na morte celular programada (Li et
al., 2017). A dinamica entre proteinas pr6 e antiapoptéticas da familia BCL-2 é
essencial para determinar o destino celular, atuando também em outros processos,
como homeostase do calcio, ciclo celular e migracdo celular (Figura 7) (Zhou et al.,
2024).
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Figura 7. Esquema da via de sinalizacdo da apoptose
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Legenda: Representacé@o das vias extrinseca e intrinseca da apoptose. A ativagdo do receptor FAS
leva a ativacdo da caspase-8, que pode acionar diretamente as caspases executoras (3/7) ou a via
mitocondrial por meio da clivagem da proteina Bid. Na mitocondria, ocorre liberacdo de citocromo c,
formacgdo do apoptossomo e ativagédo da caspase-9, culminando na apoptose. Proteinas como Bcl-2,
BAX/BAK, SMAC e IAPs regulam essas vias.

Fonte: Bock; Tait, 2020.

A familia de proteinas BCL-2 protege as células da morte celular programada
por, pelo menos, dois mecanismos principais. Primeiramente, essas proteinas inibem
a formacéo de poros na membrana mitocondrial externa, processo mediado por BAX
e BAK. Esses poros atuam como canais para ions e proteinas, de maneira semelhante
aos dominios de inser¢cdo de membrana presentes em toxinas como a diftérica e as
colicinas. As proteinas antiapoptéticas BCL-2 e BCL-XL, localizadas na face
citoplasmatica da membrana mitocondrial externa, interferem na formagédo desses
poros, impedindo a liberacdo do citocromo ¢, o que blogueia a montagem do
apoptossomo e, consequentemente, a ativagédo da via intrinseca da apoptose (Lopez
et al., 2022). No cancer do colo do utero, a superexpressdao de BCL-2 tem sido
associada a resisténcia a tratamentos como a cisplatina, conforme relatado por
Leisching et al. (2015), representando um importante mecanismo de evasao tumoral.

Diante desse cenario, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
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voltadas para a inducdo da apoptose representa uma abordagem promissora no

tratamento do cancer.

2.3 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) séo subprodutos normais de diversos
processos celulares, especialmente do metabolismo do oxigénio. Elas consistem em
derivados instaveis, reativos e parcialmente reduzidos do oxigénio, incluindo o anion
superéxido (O,7), acido hipocloroso (HOCI) e o radical hidroxila (*OH). Devido a
presenca de elétrons desemparelhados, essas moléculas sdo altamente reativas e
capazes de interagir com diferentes alvos celulares (Jomova et al., 2023).

EROs sao geradas por via enddgena, principalmente pela cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial, bem como por rea¢Bes associadas ao ciclo do acido
tricarboxilico (TCA), e ambas as vias podem levar a producdo aumentada de anion
superoxido (O,7). Além das mitocéndrias, outras organelas também contribuem para
a geracdo de EROs, como os peroxissomos e 0 reticulo endoplasmatico (RE).
Diversas enzimas estdo envolvidas na producdo enddgena de EROs, incluindo a
NADPH oxidase (NOX), xantina oxidase, 6xido nitrico sintase, ciclooxigenases,
enzimas do citocromo P450 e lipoxigenases (Huang et al., 2021). Adicionalmente,
fatores exégenos como radiacdo ionizante, agentes quimioterapicos e poluentes
ambientais também sdo importantes fontes de estresse oxidativo e promovem
significativamente a geracdo de EROs (Bayo et al., 2022).

Para evitar 0 aumento exacerbado de EROs, o organismo conta com
mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo. As concentracdes de EROs sao
rigorosamente controladas e mantidas dentro de niveis fisiol6gicos por um sistema
homeostatico composto por mecanismos de desintoxicacdo celular, envolvendo
antioxidantes enzimaticos, destacam-se a superéoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), e ndo enzimaticos, como as vitaminas C e E, -
caroteno, acido urico e a glutationa reduzida (GSH) (Policar et al., 2022; Saxena et al.,
2022; De Almeida et al., 2022).

No contexto da homeostase celular, o equilibrio entre os sistemas antioxidantes
permite que as EROs atuem como segundos mensageiros em vias de sinalizagcéao
intracelulares, sendo essenciais para a regulagdo de diversos processos fisiolégicos
em células normais (Zhang et al., 2022). Esse balanco entre a producédo e a
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neutralizacdo de EROs é sustentado pelos sistemas de defesa antioxidantes
intrinsecos presentes em todas as células. No entanto, a perda desse equilibrio resulta
em estresse oxidativo, condi¢cdo associada a tumores (Nakamura; Takada, 2021).

Evidéncias crescentes indicam que EROs desempenham um papel dual em
células cancerosas. O aumento da producdo de EROs em células tumorais pode
inativar supressores tumorais importantes, como p53 e PTEN (homodlogo da fosfatase
e tensina), além de ativar vias de sinalizagdo como MAPK/ERK1/2, PI3K/Akt e
proteina quinase D (PKD). Esses eventos favorecem a proliferagdo celular, migracao,
invasdo, angiogénese e resisténcia a farmacos (Moloney; Cotter, 2018; Huang et al.,
2021).

Por outro lado, niveis elevados de EROs acima da capacidade antioxidante
celular podem induzir a ativacdo de mecanismos de morte, como a apoptose. O
estresse oxidativo promove alteracdes na permeabilidade mitocondrial, em parte pelo
aumento dos niveis de Ca2* na mitocondria, pela reducdo da expresséo da proteina
antiapoptotica Bcl-2 e pela inducdo da expressdo da proteina pré-apoptotica BAX.
Esses eventos culminam na liberacao de fatores pré-apoptéticos, como o citocromo c,
o fator indutor de apoptose (AIF) e o fator ativador de protease apoptética-1 (APAF-1)
(Zhao et al., 2023). Além disso, altos niveis de EROs podem estimular a expresséo de
receptores de morte celular na membrana plasmaética, incluindo Fas (CD95/APO-1),
TNF-receptor 1 (TNF-R1/p55/CD120a) e os receptores da TRAIL, como TRAIL-
R1/DR4 e TRAIL-R2/DR5/APO-2/KILLER (Figura 8) (Redza-Dutordoir; Averill-Bates,
2016; De Almeida et al., 2022).



Figura 8. Sinalizacédo celular induzida por EROs no cancer
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Legenda: A producdo aumentada de EROs no cancer pode atuar tanto na sinalizacdo pro-tumoral
quanto antitumoral. Niveis moderados de EROs presentes em células tumorais ativam vias como
PI3K/AKT, MAPK/ERK1/2 e PKD, promovendo a sobrevivéncia e proliferacdo celular, enquanto inibem
proteinas pré-apoptoticas como Bad, Bax, Bim, Foxo e PTEN. Por outro lado, niveis toxicos de EROs
induzem apoptose por via mitocondrial (intrinseca), com liberacdo de citocromo ¢ e ativacdo de
caspases, ou por via extrinseca, via receptores de morte como o TNFR1, com ativagdo das caspases
8 e 3 e clivagem da proteina Bid.

Fonte: Moloney; Cotter, 2018.

No cancer cervical, a producdo de EROs esta intimamente relacionada a
infeccéo pelo HPV, a inflamacéo cronica e a infecgdes bacterianas persistentes. Esses
fatores contribuem para a ativagdo continua do sistema mondcito/macréfago,
resultando em uma producéo excessiva de EROs. Esse ambiente oxidativo favorece
danos ao DNA no epitélio cervical e promove um microambiente pro-inflamatério, por
meio da liberagdo de citocinas como IL-1f e IL-6 e do recrutamento de células imunes,
facilitando a transformag&o maligna e o desenvolvimento do cancer cervical (Preci et
al.2021).

Portanto, o desenvolvimento de abordagens terapéuticas capazes de modular
os niveis de EROs em células tumorais afim de induzir morte celular tem se mostrado

uma estratégia promissora no tratamento do cancer.
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2.4 Vias de sinalizacdo intracelulares das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitégenos (MAPKS)

As MAPKs (do inglés Mitogen-Activated Protein Kinases) constituem uma
familia de serina/treonina quinases altamente conservadas, que exercem papel
fundamental na transducdo de sinais extracelulares para o nucleo, regulando
processos celulares essenciais como proliferagdo, diferenciacdo, sobrevivéncia,
resposta ao estresse e apoptose (Hepworth; Hinton, 2021).

A ativacdo das vias de MAPKSs ocorre por meio de uma cascata de fosforilacdo
sequencial iniciada geralmente na membrana plasmatica, apds o reconhecimento de
estimulos extracelulares como fatores de crescimento, citocinas ou estresse oxidativo.
Esses estimulos ativam receptores tirosina quinase (RTKs), que por sua vez
promovem a ativacao de pequenas proteinas de ligacdo ao GTP, como Ras e Rac. A
partir desse ponto, desencadeia-se uma cascata composta por trés niveis principais
de quinases: as MAPKKKs (MAP kinase kinase kinases) fosforilam e ativam as
MAPKKs (MAP kinase kinases), que entédo fosforilam as MAPKs (Ronkina; Gaestel,
2022) (Figura 9).

Em mamiferos, trés subfamilias principais de MAPKs sdo bem caracterizadas:
ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases), JNK (c-Jun N-terminal Cinases) e p38
MAPK. As proteinas ERK1 (MAPK3) e ERK2 (MAPK1) s&o classicamente ativadas
por fatores de crescimentos e estdo associadas a proliferacéo e diferenciacdo celular
(Moore et al., 2020). As proteinas JNK1 (MAPKS8), JNK2 (MAPK9) e JNK3 (MAPK10)
sao ativadas por diferentes tipos de estresse celular, como radiacdo UV e citocinas
inflamatorias, e estdo envolvidas na regulacéo da apoptose e na resposta inflamatoria
(Garg et al., 2021). Ja as isoformas p38a (MAPK14), p38 (MAPK11), p38y (MAPK12)
e p380 (MAPK13) sao ativadas por estresse osmotico, radiagédo, inflamagao e
choques térmicos, sendo fundamentais para a modulacdo da resposta imune,

inflamacé&o e morte celular programada (Sanz-Ezquerro; Cuenda, 2021).
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Figura 9. Esquema do sistema de fosforilacdo da familia MAPK
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Legenda: Representacdo esquemdtica das vias de fosforilacdo MAPK e suas conexdes com
receptores de membrana e proteinas adaptadoras. Estimulos extracelulares ativam proteinas da familia
Ras/Rho GTPase (como RAS ou RAC) ou adaptadoras como TRAF, que desencadeiam a cascata de
sinalizacdo MAPK, envolvendo os modulos sequenciais MAPKKK, MAPKK e MAPK, regulando
respostas celulares diversas.

Fonte: Garcia-Hernandez e colaboradores (2022).

Uma vez ativadas, as MAPKs podem se translocar para o ndcleo ou atuar no
citoplasma, promovendo a fosforilagdo de diversos alvos intracelulares, incluindo
proteinas reguladoras e fatores de transcricdo. Entre os principais alvos estdo a
proteina quinase ativada por ERK (RSK), o fator de transcricdo c-JUN e o fator ATF2
(Activating Transcription Factor 2), os quais modulam a expressdo génica e
coordenam as respostas celulares aos estimulos recebidos. Dessa forma, as vias de
sinalizacdo das MAPKs desempenham um papel central na manutencdo da

homeostase celular e sua desregulacdo esta associada a diversas doengas, incluindo
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o cancer (Cheng et al., 2022).

2.4.1 Via de sinalizagdo intracelular das Proteinas Cinases Reguladas por
Sinais Extracelulares (ERK) e o cancer

A via de sinalizacdo ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase), pertence ao
eixo Ras/Raf/MEK/ERK, e pode ser ativada por diversos estimulos extracelulares,
incluindo fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o
fator de necrose tumoral (TNF), além de citocinas e infec¢des virais (Guo et al., 2020).
A ativacdo tem inicio quando esses sinais ligam-se a receptores de membrana,
geralmente RTKs. A fosforilacdo do receptor gera sitios de ligacdo que permitem a
associacao da proteina adaptadora Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) ao
receptor ativado. Em seguida, Grb2 recruta a proteina SOS (Son of sevenless), que
promove a troca de GDP por GTP na proteina Ras, ativando-a (Moore et al., 2020).

Uma vez ativada, Ras transloca Raf (também conhecido como Raf-1) para a
membrana plasmatica, onde este € ativado por mecanismos como dimerizagdo e
fosforilacdo em sitios regulatérios. Raf ativado fosforila e ativa as quinases MEK1 e
MEKZ2, também chamadas de MAPKKs (MAP kinase kinases), que possuem atividade
catalitica de dupla especificidade. MEK, por sua vez, fosforila residuos especificos de
treonina (Thr) e tirosina (Tyr) em ERK1 e ERK2, levando a sua ativacéo (Ullah et al.,
2022).

ERK1/2 ativado pode atuar tanto no citoplasma quanto no nucleo. No
citoplasma, participa da fosforilagdo de componentes do citoesqueleto, como as
proteinas associadas a microtubulos MAP1, MAP2 e MAP4, contribuindo para a
regulacédo da morfologia celular (Roskoski, 2012). ERK1/2 também fosforila diversas
proteinas quinases a montante da proépria via, incluindo SOS, Raf-1 e MEK, em um
mecanismo de retroalimentacdo negativa que controla a intensidade e a duracao do
sinal (Bandaru; Kondo; Kuriyan, 2019; Timofeev et al., 2024)

Uma vez translocado para o nucleo, ERK1/2 fosforila fatores de transcri¢cao
como c-Fos, c-Jun, Elk-1, c-Myc e ATF2 (Activating Transcription Factor 2),
modulando a expressdo de genes envolvidos na proliferacdo, diferenciacédo e
apoptose (Guo et al., 2020).

Aproximadamente 40% dos canceres humanos estdo associados a regulacao

positiva da ERK fosforilada (ERKp) (Lee; Rauch; Kolch, 2020). No cancer cervical, a
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atividade de diversos efetores das vias MAPK é aumentada pela expressao das
oncoproteinas virais E6 e E7 do HPV. Esses oncogenes ativam e superexpressam
diferentes genes celulares por meio da via ERK/MAPK, contribuindo para a
progressao tumoral. Além disso, a proliferacdo de canceres relacionados ao HPV esta
intimamente ligada a ativacdo de duas vias-chave de sinalizacdo mitogénica, a EGFR
e a VEGF, processo mediado também pela oncoproteina viral E5. Esta proteina, além
de induzir a expressédo de VEGF por meio da ativagdo da ERK, estabiliza a propria
molécula de VEGF, potencializando a angiogénese tumoral (Bonab et al., 2021).

Sob condicdes fisiologicas, a via MAPK ERK1/2 participa da regulacdo da
proliferacdo celular ao modular os niveis de proteinas da familia Bcl-2, como a
proteina pro-apoptotica BIM e a proteina antiapoptética MCL-1, além de inibir a
apoptose mediada pelo receptor de morte Fas ou pelos receptores do fator de necrose
tumoral (TNF) (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021).

No entanto, a literatura descreve um papel dual para essa via dependendo do
tipo celular e do estimulo. A hiperativacdo da ERK pode induzir apoptose tanto por via
extrinseca mediada pela caspase 8 quanto intrinseca mediada pela liberacdo do
citocromo c e ativacéo da caspase 9 (Yue; Lopez, 2020). A atividade de ERK influencia
diretamente a morte celular ao modular diversos processos celulares, incluindo a
disfuncé@o mitocondrial (Yuan et al., 2021), a resposta ao dano no DNA (Rezatabar et
al., 2019), o estresse do reticulo endoplasmatico (Luo et al., 2022), a modulacéo da
autofagia (Zhang et al., 2016), além de provocar desequilibrios metabdlicos, como o
aumento da glicélise com produgdo concomitante de lactato (Papa; Choy, 2019) e o
acumulo de EROs (Rezatabar et al., 2019).

Nesse sentido, estudos demonstram o efeito antitumoral associado a ativacao
da via ERK1/2. Li e colaboradores (2021) observaram que nanoparticulas de prata
carregados com doxorrubicina ativaram a via de sinalizagdo ERK1/2, desempenhando
um papel crucial no efeito sinérgico entre DOX-AgNTSs e a terapia fototérmica (PTT)
na linhagem de cancer de mama MDA-MB-231. A ativacdo da ERK1/2 promoveu a
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial e a liberacéo do citocromo c,
desencadeando a cascata de eventos a jusante e, consequentemente, induzindo a
apoptose celular.

Nesse contexto, a busca por novas terapias capazes de modular a via de
sinalizacdo ERK1/2 mostra-se uma estratégia promissora para o tratamento do

cancer.
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2.4.2 Via de sinalizacao intracelular das Proteinas Cinases c-Jun N-terminal

(JNK) e o cancer

A via de sinalizacdo JNK (c-Jun N-terminal Kinase), também conhecida como
proteina quinase ativada por estresse (Stress-Activated Protein Kinase, SAPK), é
composta por trés genes principais em humanos: JNK1, JNK2 e JNK3. As isoformas
JNK1 e JNK2 sdo expressas de forma ubiqua em diferentes tecidos, enquanto a
expressdo de JNK3 é mais restrita, ocorrendo predominantemente no cérebro,
coracdo, testiculos e células pancreaticas (Nakano et al., 2020; Garg et al., 2021).

Essa via é ativada predominantemente em resposta a estimulos de estresse,
como radiacdo UV, estresse oxidativo, hipoxia, além de citocinas pré-inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina-1 (IL-1) (Abdelrahman et
al.,2021). A cascata de ativacdo da JNK segue o modelo classico das MAPKs e
envolve multiplos niveis de quinases. Inicialmente, as proteinas MAP3K e MAP4K
ativam as quinases MAP2K especificas de JNK, MKK4 e MKK7, que entdo fosforilam
residuos conservados de treonina e tirosina na propria JNK, resultando em sua
ativacdo. Este processo é finalmente regulado por proteinas de andaime, como as
proteinas que interagem com JNK (JIP1, JIP2 e JIP3), proteinas contendo dominio
SH3, como POSH (Plenty of SH3s), e a proteina associada ao complexo I-B quinase
(IKAP), que organizam espacialmente o complexo de sinalizagdo e conferem maior
especificidade ao processo (Hammouda et al., 2020).

Uma vez ativada, a JNK transloca-se para o nucleo e fosforila diversos fatores
de transcri¢do, incluindo c-Jun, c-Fos, ATF2 (Activating Transcription Factor 2) e p53,
modulando a expressdo de genes relacionados a sobrevivéncia e a morte celular.
Além dos fatores de transcricdo, JNK também regula proteinas da familia Bcl-2, como
Bcl-2, Bcl-xL, Bim e BAD, influenciando diretamente a integridade mitocondrial e a
ativacao da via intrinseca da apoptose (Tam; Law, 2021)

A via IJNK desempenha um papel central na regulacdo de processos
fisioldgicos, como a progressao do ciclo celular, adesdo, sobrevivéncia celular e
apoptose (Behboudi et al., 2024). Além disso, esta envolvida em diversos processos
patolégicos, incluindo disfungdes metabdlicas como a obesidade, inflamacdes
cronicas (Garg et al., 2021), doencas neurodegenerativas como Huntington e

Parkinson (Corrales; Losada-Pérez; Casas-Tintd, 2021), bem como psoriase e cancer
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(Hammouda et al., 2020).

Estudos indicam que a JNK1 contribui para a sobrevivéncia de células
cancerigenas, como observado em pacientes com cancer colorretal, nos quais hd uma
associagao positiva com a proteina JNK (Du et al., 2023). Além disso, foi demonstrado
que a ativacao da via de sinalizacdo JNK pode promover a oncogénese do cancer
nasofaringeo por meio de diferentes mecanismos e interacées com o microambiente
tumoral (Pua et al., 2022). Outro estudo identificou que a via de sinalizacdo da JNK
mediada pela sinalizacdo EGFR encontra-se ativada no cancer do colo do Utero,
favorecendo a proliferacdo e a sobrevivéncia das células tumorais (Morgan et al.,
2021).

Contudo, a superativacado dessa via pode induzir apoptose como mostrou 0
estudo de Stulpinas e colaboradores (2024) em que a cisplatina em 7,5 pg/mL torna-
se letal em combinacdo com o inibidor de JNK SP600125 na viabilidade celular de
cancer de pulmédo (A549). Outro estudo de Tanimura e colaboradores (2021),
mostraram reducéo significativa da viabilidade de células de cancer de pulmé&o de
células ndo pequenas quando tratadas com os inibidores da linfoma quinase-tirosina
quinase (ALK-TKIs) na presenca do inibidor de JNK (SP600125), melhorando
significativamente o efeito terapéutico dos ALK-TKIs.

Diante do exposto, a busca por compostos que atuem modulando a via JNK

torna um alvo terapéutico para o cancer.

2.4.3 Via de sinalizacdo intracelular das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitégenos p38 (p38 MAPK) e o cancer

Em células sadias, a p38 atua como um sensor de estresse fisiolégico,
regulando processos fundamentais como controle do ciclo celular, diferenciagao,
resposta inflamatéria e apoptose. Sao descritas quatro isoformas da p38: p38a, p38p,
p38y e p38d, cujos niveis de expressao variam de acordo com o tipo celular e tecido
(Sanz-Ezquerro; Cuenda, 2021).

A isoforma p38a, amplamente expressa, € critica para o desenvolvimento
embrionério normal, principalmente por sua atuacao na vasculogénese e morfogénese
placentaria. A p38pB, por sua vez, apresenta expressao predominante em cérebro,
coracao e pulmdes, sugerindo funcdes regulatorias especificas nesses 6rgdos. As

demais isoformas apresentam expressdo tecidual especifica e funcdes
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especializadas, como a p38y no musculo esquelético e a p38d nos rins e pulmbdes
(Martinez-Limon et al., 2020).

A ativacao da p38 ocorre principalmente por meio das quinases MKK3 e MKKG6,
que fosforilam e ativam as diferentes isoformas de maneira distinta. A MKK6 é capaz
de ativar todas as isoformas, enquanto a MKK3 apresenta seletividade, ativando
principalmente p38p3, p38y e p38d em resposta a estimulos como TNF-a, radiacédo UV
e anisomicina. Além disso, a p38d também pode ser ativada por MKK4, e ha
evidéncias de que p38y pode ser ativada tanto por MKK3 quanto por MKK®6.
(Kudaravalli; Den Hollander; Mani, 2022).

A ativacdo de MKK3 e MKK6 ocorre por meio da fosforilacdo de residuos
conservados por diversas MAP3Ks, incluindo ASK1, TAK1, DLK1, TAO1/2, TPLZ2,
MLK3, MEKK3/4 e ZAK1, diferentes residuos fosforilados podem ter correlacdo com
a sobrevivéncia. A regulacdo desta via é realizada por fosfatases como DUSP1,
DUSP10 e DUSP16 (Burton et al., 2021).

A via p38 tem sido associada a diversas doencgas, incluindo o cancer. Estudos
demonstram que a isoforma p38a é essencial para a progressdo tumoral em um
modelo murino de cancer de mama, onde sua dele¢cdo comprometeu a resposta ao
dano no DNA, aumentou o estresse replicativo, os danos ao DNA e a instabilidade
cromossOmica (CIN). Ainda nesse modelo, a delecao da isoforma p386 foi capaz de
reduzir significativamente o volume tumoral (Wada et al., 2017).

Corroborando esses achados, uma analise imunohistoquimica realizada por
Leelahavanichkul e colaboradores (2014) revelou que a proteina p38 estava
hiperativada em 79% das mais de 400 amostras de carcinoma de células escamosas
de cabeca e pescoc¢o humano avaliadas.

Além disso, Tomas-Loba e colaboradores (2019) demonstraram que a via p38
€ fundamental na tumorigénese hepatica. Em hepatécitos de camundongos, a
ativacao da p38 promove a proliferacdo celular apés hepatectomia parcial, por meio
da fosforilacdo da proteina supressora tumoral do retinoblastoma (RB) em residuos-
alvo de CDK. A auséncia da p38, ou a inibicdo farmacoldgica dessa via, foi capaz de
proteger 0s animais contra a formacao de tumores hepéticos induzidos quimicamente.

A especificidade funcional entre as isoformas da p38 também tem sido
observada em outros contextos. Por exemplo, em células de cancer de mama MCF-
7, aisoforma p38p estimula a transcricdo dependente de AP-1 e a proliferacéo celular,

enquanto p38& e p38y exercem efeitos inibitdérios sobre esses processos (Pramanik
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et al., 2003).

Em adicdo, a via de sinalizacdo da p38 também apresenta atividade
pleiotropica, sendo fundamental para a acdo de diversos quimiotergpicos, como
cisplatina, irinotecano, 5-fluorouracil (5-FU) e sorafenibe, os quais dependem da
ativacdo dessa via para induzir efeitos pro-apoptoéticos (lgea; Nebreda, 2015;
Martinez-Limon et al., 2020).

Diante disso, compostos capazes de modular a via da p38 despontam como

estratégias promissoras no desenvolvimento de terapias antitumorais mais eficazes.

2.4 Compostos de selénio e 0 SeB2

O selénio (Se) é um elemento quimico pertencente ao grupo 16 da tabela
periodica, juntamente com oxigénio, enxofre, teldrio e polénio dos calcogénios,
classificado como um mineral ndo metalico (Sicius, 2024). Embora em sua forma
inorganica isolada ndo apresente atividade biolégica significativa, quando ligado a
compostos organicos, especialmente aminoacidos como a selenometionina e a
selenocisteina, passa a desempenhar funcdes bioldgicas e nutricionais fundamentais,
sendo considerado essencial para a manutencdo da homeostase metabdlica (Rua et
al., 2023).

Trata-se de um oligoelemento vital para a salde humana, embora ndo seja
essencial para as plantas. Dentre as selenoproteinas mais relevantes, destacam-se a
glutationa peroxidase (GPx), a selenoproteina P e a tiorredoxina redutase, todas
envolvidas na eliminagédo de EROs e na manutencao do equilibrio redox celular (Zakeri
et al., 2021).

A deficiéncia (<100 pg/dia) de selénio esta associada a diversas condigfes
clinicas, como leuconiquia, leucodermia, retardo na cicatrizacao de feridas e distarbios
gestacionais (Hogan; Perkins, 2022). Por outro lado, niveis excessivos (> 350 ug/dia)
desse elemento podem ser toxicos, evidenciando a importancia da manutencao de
uma janela terapéutica estreita (Davila-Vega et al., 2023).

Além de sua atuagdo antioxidante, o selénio integra o sistema de defesa natural
do organismo contra infec¢bes (Hogan; Perkins, 2022). Em adic&o, dados da literatura
sugerem efeitos benéficos dos compostos com selénio em sua constituicdo na
prevencdo e controle de diversas doencas, como hipertensdo, doenca arterial
coronariana, doencas inflamatérias e certos tipos de cancer. Esses efeitos tém
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motivado o0 crescente interesse no estudo de compostos contendo selénio como
potenciais agentes terapéuticos, sobretudo no contexto oncoldgico (Radomska et al.,
2021).

A incorporacdo do Se em pequenos compostos organicos tem se mostrado
uma abordagem promissora e segura para o tratamento de diversas doencas,
incluindo o cancer (Vinceti et al., 2017). Estudos demonstram que células tumorais
tendem a ser mais sensiveis a compostos contendo selénio do que aqueles sem esse
elemento, tornando-se mais suscetiveis a inducdo de apoptose e a inibicdo da
angiogénese apods o tratamento (Ali et al., 2021).

Em células saudaveis, esses compostos atuam predominantemente como
agentes antioxidantes, contribuindo para a manutencao do estado redox. Isso se deve,
em parte, a substituicdo do aminoé&cido cisteina por selenocisteina, o que confere
maior protecdo contra os efeitos toxicos de EROs (Bjgrklund et al., 2022).

Notavelmente, a atividade biolégica do selénio é dependente da concentracao:
em baixas doses, pode estimular o crescimento celular, enquanto em concentragbes
elevadas exerce efeito citotdxico. Dessa forma, compostos contendo selénio
representam uma estratégia terapéutica promissora no combate ao cancer (Debnath
et al., 2022).

Diversos estudos demonstram que compostos de Se exercem efeitos
antitumorais ao modularem a expressdo génica, vias de sinalizacdo celular,
mecanismos de reparo e dano ao DNA, além de influenciarem processos de
angiogénese e metastase, principalmente por meio da inducdo de EROs e oxidacéo
de grupos tiol de proteinas (Radomska et al., 2021).

Segundo Huang e colaboradores (2021), os niveis de EROs foram
significativamente mais elevados em células de cancer de ovario humano (A2780)
tratadas com o composto de selénio N-heterociclico de carbeno (2b) em comparacgéo
ao grupo controle, confirmando que o 2b induz a producdo de ROS de forma dose-
dependente. Esses resultados sugerem que a atividade antitumoral do 2b esta
relacionada a sua capacidade de desequilibrar a homeostase redox, promovendo o
acumulo de ROS nas células cancerigenas e levando a morte celular por estresse
oxidativo.

Dai e colaboradores (2016) investigaram o efeito in vitro do selenito de sédio
(Se) e da selenometionina (SeMet) sobre o colangiocarcinoma (CCA). Ambos o0s

compostos inibiram o crescimento celular, induziram apoptose (via aumento da razao
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BAX/BCL-2) e suprimiram a migracao celular, reduzindo a razdo N-caderina/E-
caderina, marcador de transicdo epitélio-mesénquima (EMT). Além disso, ambos
aumentaram a expressdo da selenoproteina M, cuja baixa expressdo em tecidos
tumorais foi associada a pior progndstico em pacientes com CCA. Esses achados
sugerem que o selénio pode atuar como um agente anticancer promissor.

Outro composto, o Etaselen, demonstrou potencial em reverter a resisténcia a
cisplatina em células de leucemia K562 resistentes (K562/CDDP), por meio da inibicdo
da atividade da tiorredoxina redutase (TrxR) e da geracdo elevada de EROs. O
tratamento com Etaselen aumentou a razdo Bax/Bcl-2 nessas células, promovendo a
liberacdo do citocromo c e ativacdo da via de caspases, o0 que favorece a apoptose.
Esses efeitos, ausentes nas células resistentes tratadas apenas com cisplatina,
indicam que o Etaselen pode restaurar a sensibilidade ao farmaco ao modular o
estresse oxidativo e as vias mitocondriais de morte celular (Ye et al., 2017).

Segundo Cruz e colaboradores (2016), compostos contendo selénio e
estruturas de quinona apresentaram potente efeito antitumoral contra diversas
linhagens celulares humanas, incluindo HL-60 (leucemia promielocitica), HCT-116
(carcinoma de codlon), PC3 (prostata), SF295 (glioblastoma), MDA-MB-435
(adenocarcinoma mamario triplo negativo) e OVCAR-8 (carcinoma de ovario). O efeito
citotoxico foi associado a bioativacdo pelos altos niveis da enzima NAD(P)H:Quinona
Oxidorredutase 1 (NQOL1) presentes nas células tumorais, promovendo o acimulo de
EROs, estresse oxidativo e inducdo de morte celular seletiva. Esses resultados
reforcam o potencial dos compostos a base de selénio como agentes antitumorais
promissores.

Partindo desse pressuposto, foi sintetizado o N-(4-metilfenil)benzoseleno-
etilenolactamida (SeB2) (Figura 10), um composto organosselado obtido com
rendimento de 59% e ponto de fuséo entre 128—130 °C. As analises espectroscopicas
confirmaram a presencga de carbonos de grupos carbonila, aromaticos e alifaticos,
incluindo o grupo metila e as posi¢coes esperadas dos carbonos de anéis aromaticos

e do sistema etilenolactamico (De Sousa et al., 2023).
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Figura 10. Estrutura molecular do N-(4-metilfenil)benzoseleno etilenolactamida (SeB2)
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Estudos demonstraram atividade antimicobacteriana promissora desse
composto. Em testes in vitro, SeB2 foi capaz de inibir o crescimento de cepas
laboratoriais de Mycobacterium tuberculosis, com valores de concentracdo inibitoria
minima (MIC) de 10 yM. Além disso, mostrou-se eficaz contra isolados clinicos
multirresistentes, com poténcia comparavel a observada em cepas sensiveis.
Notavelmente, SeB2 apresentou melhor desempenho do que a isoniazida em culturas
de M. tuberculosis em estado de laténcia induzido por privagdo nutricional. Esses
achados indicam que SeB2 possui potencial terapéutico, especialmente frente a
formas resistentes ou dormentes da tuberculose (De Sousa et al., 2025) .

Além disso, 0 SeB2 se destacou por sua significante atividade antiparasitaria
contra multiplas espécies de Leishmania. O composto apresentou valores de Cls,
inferiores a 20 uM para todas as cepas testadas, com 5,23 puM para L. braziliensis,
7,36 UM para L. infantum, 5,7 uM para L. major e 15,3 uM para L. amazonensis. Esses
resultados sdo consistentes com as probabilidades de atividade anti-leishmania
previstas, que variaram de 44% a 68%, o que reforca a precisdo do modelo
computacional. A atividade de amplo espectro e os baixos valores de Cls, sugerem
gue o SeB2 exerce um efeito bioldgico significativo (De Sousa et al., 2023).

Diante dos resultados promissores apresentados pelo composto SeB2, o
presente estudo reforca a importancia da investigacao de organocomplexos de selénio
como candidatos terapéuticos no combate ao cancer. A significativa atividade
citotoxica demonstrada frente a diferentes linhagens de Leishmania e Mycobacterium
tuberculosis sugere que 0 SeB2 é capaz de interferir em processos celulares vitais,
possivelmente por meio da indugéo de estresse oxidativo e de mecanismos de morte
celular, eventos também centrais na fisiopatologia tumoral.

Com base nesses achados, sustenta-se a hipotese de que o SeB2 apresenta
potencial efeito antitumoral, atuando na modulacéo de vias bioquimicas associadas a
proliferacéo e sobrevivéncia de células cancerigenas. Assim, este trabalho se propos

a explorar alternativas terapéuticas mais eficazes e seletivas, contribuindo para o
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avanco cientifico no desenvolvimento de compostos bioativos a base de selénio e no

enfrentamento de doencas complexas como o cancer.



Objetivos
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Avaliar a atividade antitumoral in vitro do SeB2 em linhagem de cancer do colo do Utero
3.2 Objetivos especificos
e Avaliar a citotoxicidade do SeB2 em diferentes linhagens de células tumorais
humanas (SK-MEL-28, HeLa, HCT-116, MCF-7) e em linhagem de células
sadias de rim embrinario humana HEK293;

e Determinar o indice de seletividade (IS) do SeB2;

e Avaliar o tipo de morte induzido pelo SeB2 (apoptose ou necrose) em células
Hela;

e Avaliar o efeito do SeB2 sobre o estado redox em células Hela;

e Investigar o envolvimento das Proteinas Cinases Ativadas por Mitbgenos na

citotoxicidade induzida pelo SeB2.



Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

Os ensaios farmacologicos in vitro do N-(4-metilfenil)benzoseleno-
etilenolactamida (SeB2) foram realizados no Laboratério de OncoFarmacologia
(OncoFar) - Programa de Pés-graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
(PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS/UFPB), localizado no Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM/UFPB), bem como no Laboratério

de Biofotonica do Centro de Biotecnologia (CBiotec/UFPB).

4.2 Material

4.2.1 Amostra teste

O composto (SeB?2) foi sintetizado no Laboratério de Pesquisa em Bioenergia
e Sintese Organica (LPBS) do Departamento de Quimica (DQ) - Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza (CCEN), Universidade Federal da Paraiba (UFPB) — pela Me.
Natalia Ferreira de Sousa, conforme descreve De Sousa e colaboradores (2023), e
cedido pelo Prof. Dr. Petronio Filgueiras de Athayde Filho e Dr. Helivaldo Diogenes da
Silva Souza.

Em resumo, foi realizada a sintese organica tradicional sob aquecimento e
agitacdo magnética, seguido de purificacdo por recristalizagdo. A caracterizacao
estrutural foi realizada por espectroscopia no IV (ATR), RMN de *H e RMN de 3C. Os
dados espectroscopicos confirmaram a formacdo do composto, com destaque para
as bandas em 3296 cm-1 (N-H), 1674 cm-1 (Se—CO) e 1658 cm-1 (N-CO), assim
como para os deslocamentos quimicos caracteristicos observados nas analises de
RMN.

O SeB2 apresentou rendimento de 59% e ponto de fusdo entre 128—-130 °C.
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4.2.2 Substancias e reagentes

O azul de tripan, solugdo fosfato tamponada (PBS), brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT), meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640, meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM), acido 4-(2-hidroxietil)-1
piperazinoetanossulfonico (HEPES), solugéo estabilizada de penicilina (100 Ul/mL) -
estreptomicina (100 pg/mL), doxorrubicina e laranja de acridina foram adquiridos na
Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA. O soro fetal bovino (SBF), N-acetilcisteina
(NAC), peroxido de hidrogénio (H2032), cloreto de sddio (NaCt), cloreto de potassio
(KCY), cloreto de calcio (CaCtz), sulfato de magnésio (MgSOa), sulfato de sdédio
(Na2S04) e tripsina 0,25% com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) foram
adquiridos na GIBCO®, Grand Island, New York, EUA. O dimetilsulféxido (DMSO) foi
adquirido na Dinamica®, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil. A L-glutamina foi adquirida na
Nutricell®, Campinas, S&do Paulo, Brasil. O Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) foi
adquirido na Exodo Cientifica®, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil. Os marcadores JC-1,
Hoechst 34580 e iodeto de propideo foram adquiridos na Thermo Fisher®, Rochester,
New York, EUA. Os inibidores de MAPKs SP600125, U-0126 e PD169316 foram
adquiridos na Cayman Chemical®, Ann Arbor, Michigan, EUA.

As drogas e as solucgdes reagentes foram preparadas imediatamente antes do

uso.

4.2.3 Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: centrifuga Rotina 380R (Hettich®,
North Rhine-Westphalia, Alemanha), microscopio invertido Nikon eclipse TS100
(Olympus®, Téquio, Japéo), balanca analitica eletronica SHI-AUW220D (Shimadzu®,
S&o Paulo, Brasil), cabina de fluxo de ar laminar vertical Aeolus V (Telstar®, Sdo Paulo,
Brasil), incubadora de CO2 MCO-18ACL-PA (Panasonic®, Osaka, Japdo), leitor de
multideteccdo Synergy HT (BioTek®, Vermont, EUA), autoclave vertical linha CS-A
(Prismatec®, S&o Paulo, Brasil), estufa de secagem (DelLeo® equipamentos
laboratoriais, Rio Grande do Sul, Brasil), microscopio confocal de varredura a laser
(Leica®, Hesse, Alemanha), banho 70 maria AQUAIline (LAUDA®, Sdo Paulo, Brasil),
geladeira DFN49 (Electrolux®, Parand, Brasil), agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-
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Wirttemberg, Alemanha).

4.2.4 Linhagens celulares tumorais e ndo tumoral humanas

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando as seguintes linhagens
celulares humanas: SK-MEL-28 (melanoma), HelLa (cancer cervical), HCT-116
(carcinoma de célon), MCF-7 (cancer de mama) e HEK-293 (células epiteliais de rim

embrionario), conforme apresentado no quadro 2.

Quadro 2. Linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas

Linhagens® Tipo histolégico Origem Meios de cultura®
SK-MEL-28 Melanoma Humana DMEM
HeLa Carcinoma cervical Humana DMEM
HCT-116 Carcinoma colorretal Humana RPMI
MCF-7 Carcinoma de mama Humana DMEM
HEK 293 Rim embrionario Humana DMEM

aSK-MEL-28: linhagem celular de melanoma humano; Hela: linhagem celular de céncer cervical
humano; HCT-116: linhagem celular de carcinoma de c6lon humano; MCF-7: linhagem celular de
cancer de mama humano; HEK: linhagem celular sadia de rim embrionario humano. °DMEM:
Dulbecco's Modified Eagle's Medium; RPMI: Roswell Park Memorial Institute 1640.

Fonte: Elaborado pelo autor

As células foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil)
e cultivadas nos seguintes meios de cultura: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) para as linhagens SK-MEL-28, HeLa, MCF-7 e HEK-293, e RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute) para a linhagem HCT-116. Os meios foram
suplementados com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de
penicilina-estreptomicina, e as culturas mantidas a 37 °C, em atmosfera umida com
5% de CO,.

A manipulagéo das células foi realizada em fluxo laminar e o crescimento
monitorado a cada 24 h. Quando as culturas atingiam aproximadamente 80% de
confluéncia, procedia-se ao repique celular por adicdo de 2 mL de solucéo de tripsina
e incubacgao por 5 min para desprendimento da monocamada aderida ao frasco de
cultura. Em seguida, adicionava-se volume equivalente de meio suplementado com
SBF para inativar a tripsina. As células foram centrifugadas a 500 x g por 5min e

ressuspendidas em meio completo para contagem em camara de Neubauer. A
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viabilidade celular foi avaliada por excluséo do corante azul de tripan e a concentracéo

ajustada para 5 x 10* células/mL entre os repiques.

4.3 Métodos

4.3.1 Preparo da amostra

Para a realizacdo dos ensaios farmacologicos, 0 SeB2 (1 mg) foi solubilizado
em 72 uL de DMSO (100%), obtendo-se uma solucdo-estoque com concentracao final
de 40 mM. A partir dessa solucao-estoque foram preparadas diluicdes sucessivas para
alcancar as diferentes concentragfes de SeB2 utilizadas no tratamento das células.
Em todas as condi¢cbes experimentais, garantiu-se que a concentracao final de DMSO

por poco nédo ultrapassasse 1%.

4.3.2 Avaliacao da citotoxicidade do SeB2 em linhagens de células tumorais e

ndo tumoral humanas e determinac&o do indice de Seletividade (IS)

A citotoxicidade do SeB2 foi avaliada em linhagens de células tumorais e ndo
tumorais humanas por meio do ensaio de reducédo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio difeniltetrazolio (MTT). O MTT € um sal amarelo permeéavel a
membrana plasméatica que, nas células viaveis, € reduzido, por desidrogenases
mitocondriais, a cristais insolUveis de formazan de coloracdo roxa. A intensidade
dessa coloracdo pode ser quantificada por espectrofotometria, sendo proporcional ao
namero de células metabolicamente ativas presentes no pogo (Mosmann, 1983).

As células foram semeadas em placas de 96 pocos nas seguintes
concentragdes: 1 x 10° células/mL para SK-MEL-28 e MCF-7, 2 x 10° células/mL para
Hela e HEK 293 e 3 x 10° células/mL para HCT-116, adicionando-se 100 uL por pogo.
Apds 24 h de aderéncia, foram adicionados 100 uL das solugbes de SeB2 (2,34—
200 pM) ou doxorrubicina (DXR) (0,16—20 uM), todas solubilizadas em DMSO a uma
concentracdo final de 1%. Apds os tratamentos, em um primeiro conjunto de
experimentos, as células foram incubadas por 72h a 37°C e 5% de CO,. Na
sequéncia, foi realizado um novo conjunto de experimentos em que células da
linhagem HelLa foram incubadas também por 24 e 48 h. Decorrido o tempo de
incubacéo, retiraram-se 110 uL do sobrenadante e adicionou-se 10 yL da solugao de

MTT (5 mg/mL), seguindo-se de incubag¢do por mais 4 h nas mesmas condigdes. Os
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cristais de formazan formados foram dissolvidos com SDS (100 uL), e a densidade
optica foi quantificada a 570 nm em leitor de microplacas (Duarte et al., 2022). Os
dados obtidos foram usados para determinar a Clso (concentracdo necesséria para
inibir 50% da viabilidade celular). Foram realizados trés experimentos independentes
com cinco replicatas para cada linhagem celular. O indice de Seletividade (IS) foi

calculado de acordo com a férmula descrita a seqguir:

IS = CI50 da linhagem celular nido tumoral (HEK 293)

CI50 da linhagem celular tumoral

4.3.3 Investigagédo do tipo de morte celular induzida pelo SeB2

4.3.3.1 Andlise morfolégica de células HeLa por microscopia confocal apds

coloracdo com laranja de acridina e iodeto de propideo

Foi realizada a analise morfoldgica de células HelLa por coloracdo com laranja
de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP), apds tratamento com o composto SeB2. A
LA é um corante fotossensibilizador, metacromatico, permeavel as membranas
celulares e com alta afinidade por acidos nucleicos (Gao et al., 2020). Em células
viaveis, liga-se RNA e DNA citoplasmatico e nuclear (Banko et al., 2021). Por sua vez,
o IP é um corante que depende da perda da integridade da membrana plasmatica;
guando isso ocorre, intercala-se ao DNA, permitindo a deteccado de células necroticas
ou em estagio avancado de apoptose (Baski¢ et al., 2006).

Nesse ensaio, as células HelLa foram semeadas em placas de 24 pogos, na
concentracdo de 2 x 10° células/mL, e tratadas com o composto SeB2 nas
concentragdes de 2,5; 5 ou 10 pM, correspondentes, respectivamente, a metade da
concentracéo que inibe 50% do crescimento das células (Clsp), a Clso € ao dobro da
Clso. Como droga padréo, foi utilizada a doxorrubicina (DXR) na concentracéo de 4
UM, equivalente a sua Clso. Os compostos foram previamente dissolvidos em DMSO,
garantindo que a concentracao final de solvente ndo ultrapassasse 1%. Apos 24 horas
de incubacéo, as células foram coletadas, centrifugadas (500 x g, 5 minutos, 20 °C),
ressuspensas em PBS e coradas com LA (1 mg/mL) e IP (10 ug/mL). As células
recém-coradas foram observadas em microscopio confocal de varredura a laser, com

ampliagéo de 4000x, utilizando os lasers com comprimentos de onda de excitagdo de
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488 e 552 nm, e deteccdo de emissao nas faixas de 510-541 nm e 639-701 nm.
Foram capturadas imagens de quatro campos aleatérios para cada amostra, em um
total de trés experimentos independentes em duplicata. A contagem das células por
campo foi realizada por meio do software Image J. (Sousa et al., 2023).

Os critérios estabelecidos para contagem foram: a) células viaveis
apresentavam nucleo verde claro e estrutura celular preservada; b) células em
apoptose inicial exibiam nudcleo verde intenso com cromatina condensada ou
fragmentada; c) células em apoptose tardia mostravam areas de condensacdo e
fragmentacao da cromatina evidenciadas por fluorescéncia alaranjada, resultante da
sobreposicdo das coloracbes verde e vermelha, além da formacdo de blebs de
membrana; e d) células necréticas ou mortas eram coradas exclusivamente em

vermelho (Renvoisé et. al., 1998; Tan et al., 2018).

4.3.3.2 Analise de alteracGes nucleares em células HeLa apds marcacdo com
Hoechst 34580

O corante Hoechst 34580 é amplamente utilizado para marcagéo da cromatina,
sendo permeavel a membrana celular e emitindo fluorescéncia azul intensa. Trata-se
de um agente néo intercalante que se liga preferencialmente ao sulco menor do DNA,
com afinidade aumentada por regides ricas em pares de bases adenina-timina (A-T).
Essa propriedade torna o Hoechst 34580 uma ferramenta eficaz para a avaliagédo de
alteracbes nucleares associadas a apoptose, tais como condensacdo e/ou
fragmentacdo da cromatina e encolhimento nuclear (picnose). (Bucevicius;
LukinaviCius; Gerasimaité, 2018).

Para este ensaio, as células HeLa foram semeadas em placas de 24 pogos, na
concentragao de 5 x 10* células/mL, e incubadas a 37° C com 5% de CO2. Apés 24 h,
foram expostas ao SeB2 (5 ou 10 uM) ou DXR (4 uM) e mantidas em incubagéo por
mais 24 h. Posteriormente, foram ressuspensas em PBS e coradas por 20 minutos
com 20 pL de Hoechst a 10 ug/mL, a temperatura ambiente e protegidas da luz. A
analise foi realizada em microscopio confocal de varredura a laser, com 4000x de
amplificagéo, utilizando laser de excitagao a 405 nm e coleta de emissao na faixa de
410-600 nm. Foram capturadas quatro imagens de campos aleatérios por amostra,
totalizando trés experimentos independentes em duplicata. A fluorescéncia foi

guantificada por meio do software Image J.
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4.3.3.3 Marcacdao de células HeLa com JC-1 e analise por microscopia confocal

de varredura a laser

O cloreto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1",3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina
(JC-1) é um corante lipofilico, permeavel a membrana, que se acumula seletivamente
nas mitocondrias e exibe fluorescéncia verde (monémeros) em baixos potenciais de
membrana e fluorescéncia vermelha (agregados J) em potenciais elevados. Assim, a
despolarizacdo mitocondrial é indicada por uma reducdo na razao fluorescéncia
vermelha/verde (Smiley et al., 1991).

Para este ensaio, as células HelLa foram semeadas em placas de 24 pocos (5
x 10* células/mL) e incubadas a 37° C com 5% de CO2. Apés 24 h, foram tratadas
com SeB2 (5 ou 10 uM) ou cianeto de carbonila 3-clorofenilhidrazona (CCCP a 4 uM)
utilizado como controle positivo, por cinco minutos. Em seguida foi adicionado 10 uL
de JC-1 a 2,5 uM por 15 minutos nas mesmas condigdes. Posteriormente, as células
foram ressuspensas em PBS e analisadas em microscopio confocal de varredura a
laser, com 4000x de amplificacéo, utilizando laser de excitacdo a 488 nm e coleta de
emissdo na faixa de 520-542 e 580-614 nm. Foram capturadas quatro imagens de
campos aleatorios por amostra, em um total de trés experimentos independentes em

duplicata. A fluorescéncia foi quantificada por meio do software Image J.

4.3.3.4 Avaliacdo da citotoxicidade do SeB2 na presenca ou auséncia de N

acetilcisteina (NAC)

A N-acetilcisteina (NAC) é uma molécula antioxidante que atua reduzindo
ligacOes dissulfetos, eliminando radicais livres e servindo de precursor para a
biossintese de glutationa (Kwon, 2021). Nesse contexto, foi avaliada a influéncia das
EROs no efeito citotdéxico do SeB2 em células pré-tratadas com NAC.

Para isto, as células HeLa foram semeadas em placas de 96 po¢os a uma
concentracdo de 2 x 10° células/mL. Apds 24 h, as células foram incubadas na
presenca ou auséncia da NAC (5 mM) por mais 4 h. Decorrido este periodo, as células
foram tratadas com 5 ou 10 uM do SeB2 ou 4 uM de DXR. Apos incubacéo por 72 h,
0 sobrenadante foi descartado e a solucdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e
incubada por mais 4 h. O formazan depositado foi dissolvido com SDS overnight
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(Yedjou; Tchounwou, 2007) e as densidades Opticas foram medidas usando um leitor
de microplacas em A = 570 nm e usadas para determinar a viabilidade celular (%).

Foram realizados trés experimentos independentes em quadruplicata.

4.3.3.5 Avaliacdo da citotoxicidade do SeB2 na presenca ou auséncia de
inibidores de MAPKs (iMAPKS)

Para avaliar o envolvimento das vias de MAPKs na citotoxicidade do SeB2,
células HelLa foram pré-tratadas com inibidores especificos das proteinas
MEK/ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125) ou p38 MAPK (PD169316). Para isso, as
células foram semeadas em placas de 96 pogos, na concentragcdo de 2 x 10°
células/mL. Apos 24 horas de incubacgdo, foram tratadas por uma hora na presenca
ou auséncia dos inibidores: U0126 (5 puM), SP600125 (20 uM) ou PD169316 (20 uM).
Em seguida, as células foram expostas ao SeB2 na concentracédo de 5 uM ou a DXR
a 4 uM. Apés 72 horas de incubacdo, o sobrenadante foi removido e adicionada
solugéo de MTT (5 mg/mL), com nova incubacéo por 4 horas. O formazan formado foi
solubilizado com SDS e incubado overnight, conforme descrito por Sousa (2025). As
densidades Opticas foram medidas em leitor de microplacas a 570 nm e utilizadas para
o0 célculo da viabilidade celular (%). Foram realizados trés experimentos

independentes, cada um em quadruplicata.

4.3.6 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando GraphPad Prism 8.0.2 (Graphpad
Software Inc, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos como média *
erro padrdo da média (EPM).

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio da Andlise de Variancia
(ANOVA) one-way, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). A concentracdo que inibe
50% da viabilidade celular (Clso) e seus intervalos de confianga de 95% foram obtidos
por andlise de regressdo ndo-linear. O indice de seletividade (IS) foi obtido a partir da
razdo entre a Clso da célula ndo tumoral pela Clso da célula tumoral (Ferreira et al.,
2023).
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5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade do SeB2 em linhagens de células tumorais e ndo tumoral

humanas

O SeB2 mostrou perfis de citotoxicidade diferentes dependendo da linhagem
celular em que foi testado. Observa-se que as linhagens que apresentaram menor
sensibilidade ao composto foram SK-MEL-28 e HCT-116 com Clsp maior que 100 uM,
seguidas pela linhagem MCF-7, que apresentou Clso de 84,14 + 7,84 uM. Por ouro
lado, células da linhagem de cancer cervical HeLa demonstraram maior sensibilidade
ao SeB2, com Clso de 5,03 £ 0,32 uM. Em rela¢éo a linhagem sadia de rim embrionario
humano (HEK 293), o valor de Clso de 30,20 + 2,70 uM foi obtido para o SeB2,
enquanto a DXR apresentou uma Clspo de 0,51 £ 0,03 pM para a mesma linhagem.

A partir dos valores de Clso foi entfo calculado o indice de Seletividade (IS)
utilizando a linhagem HEK 293 como modelo de célula ndo tumoral. O SeB2
apresentou valor de IS de 6,00 para a linhagem HelLa, enquanto a DXR apresentou
valor de IS de 0,13 para a mesma linhagem (Tabela 1).

Diante dos resultados de citotoxicidade e IS obtidos, a linhagem Hela foi
escolhida para os proximos ensaios experimentais. Entdo, na sequéncia, foi realizado
um novo conjunto de experimentos para avaliar a citotoxicidade do SeB2 apés 24, 48

e 72 h de tratamento.
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Tabela 1. Citotoxicidade do N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeB2) ou doxorrubicina
(DXR) em linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas apds 72 h de tratamento avaliado pelo
ensaio do MTT

Linhagens ®Clso (M) °IS
celulares? SeB2 dDXR SeB2 DXR
HeLa 5,03 + 0,32 3,80 + 1,10 6,00 0,13
MCF-7 8414+784  1,53+0,20 0,36 0,33
SK-MEL-28 > 100 3,55+ 1,67 ; 0,14
HCT-116 > 100 2,57 + 0,00 ; 0,19

HEK293 30,22 £ 2,70 0,51 +0,03 - -

aHeLa: linhagem celular de cancer cervical humano; MCF-7: linhagem celular de cancer de mama
humano; SK-MEL-28: linhagem celular de melanoma humano; HCT-116: linhagem celular de carcinoma
de célon humano; HEK: linhagem celular de rim embrionario humano. PConcentracéo que inibe 50% do
crescimento das células; ©IS: indice de seletividade (Clso linhagem n&o tumoral HEK293/Clso linhagem
tumoral); DXR: Doxorrubicina. Os dados estédo expressos como média + EPM de trés experimentos
independentes realizados em quadruplicata e apresentados em valores de Clso obtidos por regressao
néo linear com intervalo de confianga de 95%.

Fonte: Elaborado pelo autor

Conforme apresentado na Tabela 2, o0 SeB2 mostrou perfil de citotoxicidade
semelhante em células HelLa apés 24 e 48 h de tratamento (Clso de 11,64 £ 1,17 uM
e 9,81 £ 0,81 uM, respectivamente), ao passo que a maior citotoxicidade foi observada
apos 72 h de tratamento (Cls, de 5,03 £ 0,32 uM). Em células HEK293, o valor de Cls,
foi superior a 100 pM em 24 horas, enquanto em 48 e 72 h de tratamento os valores
foram de 31,9 + 5,81 uM e 30,22 + 2,70 uM, respectivamente.
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Tabela 2. Citotoxicidade do N-(4-metilfenil)lbenzoseleno-etilenolactamida (SeB2) ou doxorrubicina
(DXR) em células de colo uterino (HeLa) apds 24, 48 e 72 h de tratamento avaliado pelo ensaio do MTT

*Clso (UM)
Linhagem
celular? SeB2 DXR
24 h 48 h 72 h 72 h
HelLa 11,64 +1,17 9,81 +0,81 5,03+0,32 3,80+1,10
HEK?293 >100 31,9+5,81 30,22 + 2,70 0,51 £ 0,03

aHeLa: linhagem celular de cancer cervical humano; HEK293: linhagem celular de rim embrionario
humano PConcentragdo que inibe 50% do crescimento das células. Os dados estdo expressos como
média £ EPM de trés experimentos independentes realizados em quadruplicata e apresentados em
valores de Clso obtidos por regresséo néao linear com intervalo de confianca de 95%.

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2 SeB2 induz morte celular por apoptose pela via intrinseca

5.2.1 Marcacao de células HeLa com laranja de acridina e iodeto de propideo

As figuras 11 e 12 exibem imagens representativas das alteragdes morfologicas
caracteristicas de apoptose induzidas pelos tratamentos com SeB2 e doxorrubicina.

A figura 13 apresenta o percentual de células HeLa marcadas com LA e/ou IP
apos 24 horas de tratamento com SeB2 (2,5; 5; ou 10 uM) ou doxorrubicina (4 uM). O
SeB2 promoveu aumento significativo no percentual de células com caracteristicas de
apoptose inicial (2,5 uM: 86,23 + 3,56%; 5,0 uM: 78,34 £ 8,77%; e 10 uM: 35,62 +
8,06%, p < 0,05 para todos) e tardia/necrose (10 pM: 64,38 + 8,06%, p < 0,05). Em
relacdo a doxorrubicina, 26,49 *+ 8,67% das células apresentaram caracteristicas de
apoptose inicial, sendo também o percentual de células em apoptose tardia
significativamente aumentado, atingindo 43,60 = 3,75% quando comparado ao
controle (p < 0,05).
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Figura 11. Imagens representativas da avaliacdo da apoptose por coloracéo de laranja de acridina (LA)
e iodeto de propideo de propideo (IP) em células HelLa (cancer de colo do Utero) incubadas com o N-
(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2) ou doxorrubicina

Controle

DXR (4 uM)

IP (553/650 nm) LA (488/550 nm)

Sobreposicao

Células HelLa foram tratadas por 24 horas com SeB2 (2,5; 5; ou 10 uM) ou doxorrubicina (DXR, 4 uM),
coradas com laranja de acridina (LA) e/ou iodeto de propideo (Pl), e analisadas por microscopia
confocal a laser utilizando lasers de excitacdo em 488 e 552 nm, com detec¢do de emissdo nas faixas
de 510-541 nm e 639-701 nm, respectivamente. As células vidveis exibem nucleo verde-claro e
morfologia preservada. As células em apoptose inicial apresentam nucleo verde-brilhante com
condensagdo de cromatina. As células em apoptose tardia mostram areas densas alaranjadas
(sobreposicéo verde/vermelho), com condensacdo de cromatina e formacéo de blebs de membrana.
J& as células necréticas apresentam coloragdo vermelha intensa no nicleo.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 12. Imagens reprsentativas de alteragGes celulares observadas na avaliagdo de apoptose por

A coloracao de laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo de propideo (IP) em células HelLa (cancer
de colo do Utero) incubadas com N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2) ou doxorrubicina
(DXR) apds 24h de tratamento

SeB2 (2,5 uM) SeB2 (5 uM) SeB2 (10 M) DXR (4 pM)

Células HelLa foram tratadas por 24 horas com SeB2 (2,5; 5; ou 10 yuM) ou doxorrubicina (DXR, 4 pM),
coradas com laranja de acridina (LA) e/ou iodeto de propideo (Pl), e analisadas por microscopia
confocal a laser. Em (A) a seta amarela indica condensacao da cromatina; seta azul indica blebs de
membrana e a seta vermelha indica fragmentacdo do DNA. Em (B), imagem representativa
tridimensional das células tratadas com 5 pM de SeB2 por 24 h e duplamente marcadas com LA/IP,
mostrando a formacé&o de blebs de membrana.; barra de escala: 50 um.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 13. Inducdo de apoptose pelo N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2) ou pela
doxorrubicina (DXR), analisada por coloragdo com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP) em
células HelLa (cancer de colo do utero) apés 24 h de tratamento

1 Controle
1 SeB2 (2,5 uM)
= SeB2 (5 uM)

1000 @ b B SeB2 (10 uM)
b
T Il DXR (4 uM
80— T b (4.ANY)
;\? 60
8 c b
=
= 40+ C
3 a
20—
b b b . . @ ﬁ
0 ] = D o : — =
Viaveis Apoptose inicial Apoptose tardia/Necrose

Porcentagem de células marcadas com laranja de acridina e iodeto de propideo apdés 24 h de
tratamento com SeB2 e DXR. Dados obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados
em duplicata e analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido de Tukey. Letras
diferentes (a, b, c) indicam diferencas significativas para cada condi¢éo (p < 0,05).

DXR: Doxorrubicina.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.2 Marcacao de células HeLa com Hoechst 34580

A figura 14 exibe imagens representativas das mudancas morfolégicas
nucleares caracteristicas de apoptose, induzidas pelos tratamentos com SeB2 ou
DXR. A intensificacdo da fluorescéncia indica alteragdes nucleares compativeis com
0 processo apoptotico, como condensacdao e fragmentacao de cromatina.

A figura 15 apresenta o percentual de células fluorescentes marcadas com
Hoeschst 34580 nas células HelLa apés 24 h de tratamento com SeB2 (5 ou 10 uM)
ou DXR (4 uM). Foram observados aumentos significativos da fluorescéncia em 85 +
7,16% e 153 £ 6,01% nas células tratadas com 5 e 10 uM de SeB2, respectivamente,
em comparacdo ao grupo controle (p < 0,05). De forma semelhante, a droga padréo,
DXR (4 uM), aumentou significativamente o percentual de fluorescéncia em 96 +

6,53% em comparacao ao grupo controle (p < 0,05).
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Figura 14. Imagens representativas de células HelLa (cancer de colo do Utero) tratadas com N-(4-
metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2) ou doxorrubicina (DXR) por 24 h e marcadas com
Hoechst 34580

Controle SeB2 (5 uM) SeB2 (10 uM) DXR (4 pM)
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Células HeLA apds 24 h de tratamento com SeB2 (5 e 10 uM) e DXR (4 uM), marcadas Hoechst 34580
e observadas por microscopia confocal a laser, utilizando-se o laser 405 nm e emissdo na faixa de 410-
600 nm.

DXR: doxorrubicina;

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15. Inducdo de apoptose pelo N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeB2) ou
doxorrubicina (DXR) analisada por marcacéo com Hoechst 34580 em células HelLa (cancer de colo do
Utero) apdés 24 h de tratamento
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Percentual de células fluorescentes marcadas com Hoeschst 34580 em células HelLa apds 24 h de
tratamento com SeB2 (5 e 10 yM) ou DXR (4 uM), analisadas por microscopia confocal a laser. A
excitagao foi realizada a 405 nm, com emisséo coletada na faixa de 410—600 nm. Dados obtidos a partir
de dois experimentos independentes realizados em triplicata e analisados por Andlise de Variancia
(ANOVA) one-way seguidos de Tukey. Letras diferentes (a, b, ¢) indicam diferencas significativas entre
0s grupos (p < 0,05).

C: Controle;

SeB2: N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida

DXR: Doxorrubicina;

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.3 Marcacao de células HeLa com JC-1

A figura 16 apresenta imagens representativas da fluorescéncia de JC-1 na sua
forma monomeérica (verde), significando células com perda de potencial de membrana
mitocondrial; e agregados (vermelho), indicando células com mitocéndrias integras,
dos grupos tratados por 24 h com SeB2 (5 ou 10 uM) ou CCCP (50 uM) como controle
positivo.

Os dados guantitativos séo apresentados na figura 17 que mostra a razéo de
fluorescéncia entre os agregados de JC-1 e sua forma monomérica em células HeLa
tratadas com SeB2 ou CCCP. Observou-se que o tratamento com SeB2 resultou em
uma reducédo significativa da razéo de fluorescéncia, que passou de 2,01 no grupo
controle para 0,27 e 0,22 nas concentracoes de 5 e 10 uM, respectivamente (p < 0,05).
Da mesma maneira, o controle positivo CCCP diminuiu significativamente a razao para

0,18, em comparacdo com o grupo controle (p < 0,05).
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Figura 16. Imagens representativas da fluorescéncia do JC-1 em células HelLa (cancer de colo do
Utero) incubadas com N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2) ou doxorrubicina (DXR) por
24 h

Controle

Células HelLa apds 24 h de tratamento com SeB2 (5 ou 10 yM) ou CCCP (50 pM) marcadas JC-1 e
observadas por microscopia confocal a laser, utilizando o laser 488 nm, e emisséo nas faixas de 520-
542 e 580-614 nm.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 17. Razdo de fluorescéncia agregado/mondmero de N-(4-metilfenil)benzoseleno-
etilenolactamida SeB2 ou doxorrubicina (DXR) ap6s 24 h de tratamento pelo ensaio de JC-1 em células
Hela (cancer de colo do Utero)
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Fluorescéncia dos agregados vermelhos em razdo dos mondmeros verdes do corante JC-1 em células
HelLa apds 24 h de tratamento com SeB2 (5 e 10 uM) ou CCCP (50 pM), analisadas por microscopia
confocal a laser. A excitagao foi realizada a 405 nm, com emissao coletada na faixa de 410-600 nm.
Dados obtidos a partir de dois experimentos independentes realizados em triplicata e analisados por
Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido de Tukey. Letras diferentes (a e b) indicam diferencas
significativas entre os grupos (p < 0,05).

C: Controle;

DXR: Doxorrubicina;

CCCP: Cianeto de carbonila 3-clorofenilhidrazona;

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.4 Citotoxicidade do SeB2 € dependente de estresse oxidativo

Conforme apresentado na figura 18, apds 72 h de tratamento com o SeB2 (5
ou 10 pM) na auséncia de N-acetilcisteina (NAC), pode-se observar reducdo
significativa da viabilidade celular (5 uM: 56,94 + 3,69%; 10 uM: 42,37 + 2,60%),
respectivamente, p < 0,05), quando comparado ao grupo controle (100,0 £ 1,26%).

O pré-tratamento com NAC (5mM) preveniu significativamente o efeito
citotoxico do SeB2, quando comparado aos grupos tratados com o SeB2 na auséncia
de NAC, nas respectivas concentracoes testadas (5 uM na presenca de NAC: 100,60
+ 2,9%; 10 uM na presenca de NAC: 88,71 + 2,28%, p < 0,05 para ambos).

Ainda na figura 6, no grupo tratado com a DXR (4 uM) na auséncia de NAC, foi
observada reducgéo significativa da viabilidade celular (13,01 + 0,89%, p < 0,05),

guando comparado ao grupo controle. Como esperado, o efeito citotdxico da DXR foi
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significativamente prevenido na presenca do NAC (45,93 + 1,92%, p < 0,05) quando

comparado ao grupo tratado com DXR na auséncia deste antioxidante.

Figura 18. Viabilidade celular (%) apos tratamento de 72 h em células HelLa (cancer de colo do Utero)
com N-(4-metilfenil)lbenzoseleno-etilenolactamida SeB2 ou doxorrubicina (DXR) na presenca ou
auséncia N-acetilcisteina (NAC) avaliado pelo ensaio do MTT
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Viabilidade de células HelLa (%) apés 72h de tratamento com SeB2 ou DXR na presen¢a ou auséncia
de NAC. Dados obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em quadruplicata e
analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido de Tukey. Letras diferentes (a, b, c, d,
e, f) indicam diferencas significativas entre as condi¢bes (p < 0,05).

DXR: doxorrubicina;

NAC: N-acetilcisteina

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.5 Efeito do SeB2 sobre a modulacédo das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitégeno (MAPKS)

Observa-se na figura 19, o efeito do SeB2 na presenca ou auséncia de
inibidores das Proteinas Cinases Ativadas por Mitégeno (MAPKS).

Os graficos A, B e C da figura 9 mostram a viabilidade celular (%) de células
HelLa apds 72 horas de tratamento com SeB2 (5 uM) ou (DXR, 4 uM), na presenca ou
auséncia de inibidores das vias de MAPKs.

Na figura 19A, o tratamento com SeB2 nas concentragdes de 5 uM, com DXR
(4 uM), reduziu significativamente a viabilidade celular para 34,75 + 3,15%, em
comparacao ao controle sem inibidor de MEK/ERK1/2 — U0126, 5 uM (100 % 4,36%;
p < 0,05). A associacdo de SeB2 com o inibidor U0126 ndo promoveu alteragbes
significativas na viabilidade celular em relagdo ao tratamento com SeB2 isoladamente.
De forma semelhante, a combinacdo de DXR com U0126 também resultou em uma

reducao significativa da viabilidade (39,50 £ 1,14%) em relacdo ao controle, porém
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sem diferenca estatistica quando comparada ao tratamento com DXR sem inibidor
(39,60 +1,77%, p < 0,05).

Na Figura 19B, o tratamento com SeB2 a 5 uM, na presenca do inibidor de JNK
- SP600125, 20 pM, reduziu significativamente a viabilidade celular para 31,63 *
2,93%, em comparacao ao tratamento com SeB2 sem o inibidor (59,13 £ 7,82%; p <
0,05). De maneira semelhante, a associacdo de DXR (4 puM) na presenca do
SP600125 promoveu uma reducéo significativa da viabilidade celular (15,51 + 1,09%)
em relacdo ao tratamento com DXR isolado (34,07 £ 1,60%; p < 0,05).

Na figura 19C, observa-se que o0 tratamento com SeB2 induziu reducéo
significativa da viabilidade celular (5 uM: 34,75 + 3,15%). A presenca do inibidor de
p38 MAPK — PD169316, 20 uM, ndo promoveu alteracdes significativas na viabilidade

celular quando comparada aos respectivos tratamentos sem o inibidor.
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Figura 19. Efeito do N-(4-metilfenil)benzoseleno-tilenolactamida (SeB2) ou doxorrubicina (DXR), na
presenca ou auséncia de inibidores de MEK/ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125) ou p38 MAPK (PD
169316), sobre a viabilidade de células em células HelLa (cancer de colo do (tero) apdés 72 h de
tratamento
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DXR: Doxorrubicina;

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

O cancer é a segunda principal causa de morte no mundo, sendo que 0s
tratamentos atualmente disponiveis enfrentam importantes limitacbes, como a
resisténcia das células tumorais e os efeitos toxicos significativos associados a
quimioterapia convencional (George et al., 2022; Bray et al., 2024). Diante desse
cenario, a busca por novas substancias com potencial antitumoral surge como uma
estratégia promissora para ampliar o arsenal farmacolégico para o tratamento dessa
doenca (Liu et al., 2024). Nesse contexto, diversos compostos de selénio tém sido
sintetizados e investigados quanto aos seu potencial antitumoral (Hu et al., 2025).
Assim, o presente trabalho investigou o efeito anticancer in vitro do composto de
selénio N-(4-metilfenil)benzoseleno-etilenolactamida (SeB2).

O SeB2, derivado de selénio, é uma substancia inédita cuja atividade bioldgica
ainda é pouco descrita na literatura cientifica. Os poucos estudos disponiveis indicam
gue o SeB2 possui atividade antiparasitaria contra Leishmania e efeito antibacteriano
frente ao Mycobacterium tuberculosis (Sousa et al., 2023; Sousa et al., 2025). No
entanto, seus potenciais efeitos citotoxicos, bem como os mecanismos moleculares
subjacentes a sua acao em linhagens tumorais, ainda ndo foram devidamente
elucidados.

Inicialmente, foi realizado o ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), um teste colorimétrico amplamente empregado
para avaliar a viabilidade e a proliferacéo.

A doxorrubicina € um quimioterapico muito utilizado na pratica oncolégica,
reconhecido por sua elevada toxicidade (Lisboa et al., 2024). A escolha da
doxorrubicina para o presente estudo fundamenta-se ndo apenas em seu usoO
recorrente em ensaios in vitro com células HelLa, mas também em seu reconhecido
efeito antitumoral, associado a indugcéo de estresse oxidativo e a modulacdo de vias
da MAPK, evidenciando diferentes mecanismos de toxicidade (Sanzana et al., 2023).

No ensaio do MTT, o SeB2 demonstrou efeito citotoxico significativo na
linhagem celular humana de cancer de colo de utero Hela, apresentando
concentracao inibitéria de 50% da viabilidade celular (Clso) de 5,03 £ 0,32 uM. As
células Hela, isoladas em 1951 de Henrietta Lacks, uma paciente afro-americana
diagnosticada com cancer cervical, sdo uma ferramenta valiosa, amplamente

empregada em pesquisas nas areas de virologia, genética, farmacologia e no
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desenvolvimento de vacinas (Hendges; Oliveira; Cardoso, 2024).

O cancer do colo do atero é atualmente a quarta principal causa de morbidade
e mortalidade por neoplasias malignas entre mulheres em todo o mundo (Bray et al.,
2024). No Brasil, em 2020, foram registrados 6.627 Obitos por essa doenca, com uma
taxa ajustada de mortalidade de 4,60 por 100 mil mulheres (INCA, 2021a). Apesar dos
avancos na prevencgao por meio da vacinacgao contra o Papilomavirus Humano (HPV),
virus que representa o principal fator etiolégico para o desenvolvimento de cancer
cervical (Yu; Majerciak; Zheng; 2022), e dos programas de rastreamento, ainda s&o
necessarias novas estratégias terapéuticas que contribuam para o controle da doenca
em estagios avancados ou refratarios (Waly et al., 2025.) .

Souza (2018) investigou compostos contendo selénio, denominados
selenoglicolicamidas, que demonstraram atividade citotoxica significativa contra
células da linhagem de leucemia promielocitica humana (HL-60). Dentre os
compostos avaliados, alguns apresentaram efeito citotoxico mais pronunciado, com
destaque para o HSe-02, que exibiu maior potencial antitumoral em comparagéo aos
demais. Além disso, esse composto mostrou baixa toxicidade frente a células normais,
sugerindo uma boa seletividade e reforcando seu potencial como candidato promissor
no desenvolvimento de novas terapias anticancer.

De forma semelhante, Szemerédi e colaboradores (2021) relataram que 0s
cetona-selenoésteres apresentaram atividade citotoxica significativa em diferentes
linhagens tumorais, incluindo células de carcinoma hepatocelular humano, de cancer
cervical e de melanoma murino. Os autores também verificaram que o0s ciano-
selenoésteres exibiram poténcia variavel conforme a linhagem celular avaliada. Essa
diferenca na resposta bioldgica foi atribuida a presenca de grupos halogénios nas
estruturas moleculares, que parecem potencializar o efeito citotoxico desses
compostos frente as células tumorais.

O quimioterapicos possuem baixa seletividade e portanto, produzem efeitos
adversos, como mielossupresséo, alopecia e problemas gastrointestinais, que podem
perdurar por anos apoés o término do tratamento, comprometendo significativamente
a qualidade de vida do paciente. Nessa perspectiva, a citotoxicidade do SeB2 foi
avaliada em linhagem de células renais embrionarias humanas (HEK293). O
composto SeB2 apresentou citotoxicidade significativa e seletividade seis vezes maior
para as células HelLa, demonstrando afinidade preferencial pelas células tumorais em

comparacao a célula ndo tumoral utilizadas como controle. Por sua vez, a DXR, droga
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padréao e quimioterapico amplamente utilizado na pratica clinica, apresentou um IS de
0,13, sendo considerada pouco seletiva para essa linhagem celular. Assim,
considerando a significativa citotoxicidade e seletividade para as células tumorais
HelLa, o composto SeB2 demonstrou promissor para a continuidade dos experimentos
de investigacao do seu efeito antitumoral in vitro.

Segundo Gajdacs e colaboradores (2017), o composto selenoéster 9 de cetona
apresentou seletividade dez vezes maior para células da linhagem de
adenocarcinoma de c6lon humano (Colo 205) em relacao as células da linhagem de
fibroblastos pulmonares embrionarios humanos (MRC-5) ndo tumorais. Para a
linhagem celular de adenocarcinoma de célon humano resistente a multiplos farmacos
(Colo 320), a seletividade foi de 9,7 vezes em comparacao as células ndo tumorais
MRC-5.

Em outro estudo, o composto contendo selénio Anidrido diselenoperoxi 2-(4-
isobutilfenil)propandico apresentou seletividade 4,8 vezes maior para a linhagem T-
47D, derivada de cancer de mama humano, em comparagdo a linhagem mamaria
saudavel humano 184B5. Além disso, para a linhagem de células de cancer de pulméo
humano A549, o composto mostrou-se ainda mais seletivo, com um indice de
seletividade de 3,5 vezes em relacdo as células da linhagem de epitélio brénquico
humano saudavel BEAS-2B (Ramos-Inza et al., 2023).

De acordo com a literatura, a atividade de um composto contra células tumorais
€ classificada como fortemente seletiva quando o indice de seletividade (IS) é = 6,
moderadamente seletiva quando > 3 e < 6, levemente seletiva quando >1e <3, e
nao seletiva quando IS < 1 (Dobiasova et al., 2022). Com base nesse critério, a
linhagem Hela - para a qual o composto SeB2 demonstrou seletividade - foi escolhida
para a continuidade dos experimentos.

Para definir as condi¢cbes experimentais dos ensaios de investigacdo dos
mecanismos de acgao antitumorais do SeB2, avaliou-se a citotoxicidade dessa
molécula em diferentes tempos de tratamento. Observou-se que as concentracdes
efetivas foram semelhantes entre os tempos testados, sendo, portanto, selecionada a
menor concentracdo associada ao menor tempo de tratamento. Essa abordagem
segue estratégias previamente descritas em estudos de avaliacdo citotdxica, nos
quais a escolha de menores tempos e concentracdes € preferida para conseguir
avaliar o mecanismo de acdo (Chen; Wong, 2009; Szemerédi et al., 2021; Cao et al.,
2021; LV et al., 2024).



87

Tem sido relatado na literatura, que a atividade antitumoral de compostos de
selénio envolve a inducéo da apoptose, a inducéo do estresse oxidativo e a modulacéo
de vias de sinalizacdo celular, como a via das Proteinas Cinase Ativadas por
Mitdgenos (MAPK) (Li et al., 2022).

A apoptose € um processo complexo caracterizado por diversos eventos
morfolégicos, como a condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA e reducéao
do volume celular (picnose) (Kerr; Wyllie; Currie, 1972; Ullah et al., 2023). Para
avaliacdo da inducdo de apoptose, diversas metodologias podem ser utilizadas,
incluindo a marcacéo de células com o laranja de acridina (LA) e o iodeto de propideo
(IP). A combinacdo de LA/IP é usada para diferenciar células em apoptose inicial,
tardia ou necrose. Células vivas, com a membrana intacta, o LA passa pelas
membranas e se liga ao RNA e DNA, emitindo fluorescéncia verde. Células mortas,
com a membrana danificada, o IP se liga ao DNA e emitem fluorescéncia
vermelha/laranja (Ude et al., 2022).

O ensaio de marcacao do LA/IP permitiu evidenciar que o tratamento com o
SeB2 induziu aumento do percentual de células em apoptose o que foi corroborado
pelas imagens obtidas por microscopia confocal a laser que evidenciaram
caracteristicas morfologicas tipicas de apoptose, como formacdo de blebs na
membrana e condensac¢éo da cromatina.

No estudo realizado por Chen e Wong (2009), utilizando a técnica de marcacao
anexina V/PI por microscopia confocal, foi evidenciado que a selenocistina induziu
apoptose de células das linhagens tumorais humanas A375 (melanoma humano),
HepG2 e MCF7. Em adicdo, Dos Santos e colaboradores (2020) avaliaram o
organosselénio IP-Se-06 por meio da técnica LA/Pl em microscopia confocal. O IP-
Se-06 induziu apoptose de células carcinoma hepatocelular humano.

Em adicéo, Ranjitha, Muddegowda e Ravishankar (2019) avaliaram peptideos
bioconjugados a nanoparticulas de selénio, observando que as células HT-29 tratadas
apenas com o peptideo apresentaram discreta citotoxicidade. No entanto, o
tratamento com o complexo peptideo—nanoparticula resultou em um numero
significativamente maior de células apoptoticas em comparacao aos tratamentos com
nanoparticulas ou peptideo isoladamente por marcagcédo com LA/IP.

Além do LA/PI, outros marcadores fluorescentes, como o Hoechst 34580, tém
sido amplamente empregados para caracterizar alteracdes nucleares associadas a

apoptose. O Hoechst é capaz de atravessar a membrana plasmatica e se ligar as
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regioes ricas em adenina e timina do DNA, permitindo a visualizacédo de condensacao
de cromatina e fragmentagcao nuclear (Buceviius; LukinaviCius; Gerasimaité, 2018).
Essa combinacdo de técnicas (LA/PI para discriminar apoptose inicial e tardia, e
Hoechst para confirmar alteracdes nucleares) amplia a robustez da caracterizagao do
mecanismo de morte celular, contribuindo para a definicdo do potencial antitumoral
desses compostos.

O aumento da fluorescéncia apds marcacdo do DNA com Hoechst 34580 em
células HelLa apds tratamento com SeB2, indicou condensacdo e fragmentacao
nuclear caracteristicas de apoptose. De forma semelhante, em estudo realizado por
Cao e colaboradores (2021), foi observado que o composto selenita de sodio
(Na,SeO3) induziu apoptose em células MCF7, evidenciada pela condensacéo
nuclear, apds marcacao nuclear com o Hoechst 34580. De forma semelhante, o
tratamento de células HT-29 com selenato resultou em condensacéo da cromatina e
fragmentacao nuclear dependente da concentragcédo (Hwang e colaboradores, 2006).

Além disso, Guo e colaboradores (2013) avaliaram o efeito do tratamento com
selenito de sédio e sacarose-Se em células HeLa marcadas com Hoechst 33258 e
observaram inducdo de apoptose, caracterizada por nucleo condensado ou
fragmentado, reconheciveis pela sua tipica morfologia em “meia-lua”. Segundo Yu e
colaboradores (2022), a incorporacédo de selénio a polissacarideos de cadeia longa
potencializou o efeito anticancerigeno em células da linhagem HT-29 marcadas com
Hoechst 33258. Foram observadas alteracdes morfoldgicas tipicas de apoptose, como
encolhimento e fragmentacéo nuclear, aléem de condensacao da cromatina.

Para melhor caracterizar o efeito de inducdo de apoptose em induzida por SeB2
em células Hela, avaliou-se a alteragdo do potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) pelo ensaio do JC-1. O JC-1 é um corante catidnico lipofilico amplamente
utilizado como indicador sensivel e confiavel da integridade mitocondrial e do estado
apoptaético celular (Sivandzade, Bhalerao & Cucullo, 2019). Em células saudaveis, que
apresentam potencial de membrana mitocondrial preservado, o JC-1 tende a formar
agregados no interior das mitocéndrias, emitindo fluorescéncia vermelha. Por outro
lado, em células em processo de morte, com perda do potencial de membrana
mitocondrial, o corante permanece na forma de monémeros, distribuidos no
citoplasma, emitindo fluorescéncia verde (Smiley et al., 1991). Para este ensaio,
utilizou-se o CCCP como controle positivo, um inibidor quimico da fosforilagéo

oxidativa que afeta as reacdes de sintese proteica nas mitocondrias e resulta na perda
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do potencial de membrana mitocondrial (Takegawa et al., 2025).

O aumento da fluorescéncia verde observada ap0s o tratamento com SeB2
promoveu a perda do potencial de membrana mitocondrial de células HelLa. Esse
evento esté relacionado a ativagédo da via intrinseca da apoptose, uma vez que a perda
do potencial de membrana mitocondrial favorece a abertura dos poros de transicédo de
permeabilidade mitocondrial, levando a liberacéo de proteinas pré-apoptoéticas (Bhat;
Bhat; Abdullah, 2025).

De forma semelhante, Barman e colaboradores (2025) relataram um aumento
significativo e dependente da concentracdo na fluorescéncia verde, em comparacéo
ao controle, na presenca de um dissulfeto de selénio substituido por nitrogénio em
linhagem celular de cancer triplo negativo humano (MDA-MB-231), indicando perda
do potencial. Esse aumento na despolarizacdo mitocondrial, associado a perda de
AWm, foi corroborado pela liberagao de citocromo c.

Notavelmente, células tratadas com nanoparticulas contendo selénio (BMMP-
Mn2*/Se) exibiram a fluorescéncia verde mais intensa e menor AYm em células Hela,
indicando que o BMMP-Mn2*/Se apresentou o efeito mais pronunciado de dano
mitocondrial comparado ao controle. Esses achados foram consistentes com a
geracédo de ERO, sugerindo que o dano mitocondrial foi desencadeado principalmente
pela via oxidativa (Xiao et al., 2021).

Pei e colaboradores (2023) descreveram uma nanoparticula de fosfato de
manganés dopada com selénio (OX-Se-MnP) que induziu perda de AWYm. Esse efeito,
observado apds 24 h de tratamento, indica que o OX-Se-MnP promove disfungéo
mitocondrial, associada a superproducdo ROS e consequente inducdo de apoptose
em células HCT-116/DR resistentes a oxaliplatina, evidenciada por marcacdo com JC-
1.

A perda do AWm pode ser provocada pelo aumento da producéo de EROs, que
interagem com proteinas mitocondriais e desencadeiam a liberagédo do citocromo ¢
(Attique et al., 2025). Com base nesse efeito mediado por EROs, avaliou-se o
potencial oxidativo do composto SeB2 por meio do ensaio com N-acetilcisteina (NAC).
Observou-se que o SeB2, na auséncia de NAC, promoveu reducdo da viabilidade
celular, enquanto sua presenca reverteu esse efeito, indicando que a atividade
citotdéxica do SeB2 esté associada a inducao de estresse oxidativo devido ao aumento
na producéo de ROS.

Esse efeito foi demonstrado no estudo de Cao et al. (2021). O pré-tratamento
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com NAC, antes do tratamento de Na,SeOs3, inibiu significativamente a geracéo de
ROS e a citotoxicidade do Na:SeOs em células MCF-7, indicando que o estresse
oxidativo € induzido pelo Na,SeO; e esté diretamente envolvido na induc¢éo da morte
celular por apoptose.

Segundo Hu e colaboradores (2023), a citotoxicidade de um derivado de
tepotinibe contendo selénio, nomeado 8b, em células da linhagem de carcinoma
hepatocelular humano (MHCC97H) foi significativamente atenuada pela
coadministracdo da NAC, que reverteu a viabilidade celular. Esse resultado evidencia
que a morte celular induzida pelo composto 8b depende da producdo de EROs,
confirmando o papel fundamental do estresse oxidativo no mecanismo de agao do
composto.

Fan e colaboradores (2017) demonstraram que NAC atenuou
significativamente a inibicdo do crescimento celular induzida pela selenocisteina
(SeC) em células da linhagem de glioma de camundongos U251. Além de neutralizar
os radicais livres intracelulares, a NAC também restaurou os niveis dos antioxidantes
endogenos, revertendo, assim, os danos ao DNA e a apoptose induzidos pelo
tratamento com SeC.

Além de promoverem danos celulares, EROs atuam como moléculas
sinalizadoras essenciais capazes de modular a atividade de proteinas de diversas vias
de sinalizacéo intracelulares, incluindo as MAPK (ERK, JNK e p38 MAPK), culminando
na inducdo de apoptose (Nigan et al., 2025). Nessa perspectiva, avaliou-se o efeito
do SeB2 sobre a viabilidade celular, na presenca ou auséncia de inibidores de MAPK
(IMAPK). Essas proteinas desempenham papéis cruciais na regulacdo da
sobrevivéncia, proliferagdo e morte celular (Yan et al., 2024).

O SeB2 néo afetou a viabilidade celular na presenca dos inibidores de ERK1/2
(U0126) e p38 MAPK (PD169316). Em contrapartida, o efeito citotoxico do SeB2 foi
potencializado na presenca do inibidor de JNK (SP600125). Considerando que, em
células de cancer cervical, a proteina JNK é conhecida por promover proliferagéo e
sobrevivéncia celular (Morgan et al., 2021), pode-se inferir que a inibicdo dessa via
favoreceu a citotoxicidade induzida pelo SeB2, sugerindo um possivel efeito de
guimiossensibilizac&do ou sinergismo, 0 que necessita ser melhor avaliado por meio de
estudos de combinacédo farmacoldgica com o SeB2.

Estudos de An e colaboradores (2013) demonstraram que, ap0s 24 horas de

tratamento com selenita na presenca do inibidor de JNK (SP600125), observou-se
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uma reducao ainda maior da viabilidade das células de leucemia promielocitica aguda
humana (NB4). O selenita promoveu a geracdo de EROs, que, por sua vez, inibiram
o eixo JNK/ATF2, levando a parada do ciclo celular na fase GO/G1 e culminando em
apoptose.

Até o momento, ndo foram encontrados relatos na literatura sobre compostos
de selénio com atividade antitumoral atuando diretamente sobre a proteina JNK.
Portanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar a expressao dessa proteina apos

o tratamento com SeB2.
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Conclusoes
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7 CONCLUSOES

O SeB2 apresentou efeito citotoxico seletivo para as células HelLa quando
comparado com a linhagem nao tumoral (HEK 293);

O SeB2 induziu apoptose em células Hela;

A apoptose induzida pelo SeB2 estd associada a perda do potencial
mitocondrial e aumento de EROs;

A inibicdo da via da JNK potencializou o efeito citotoxico do SeB2;

Os resultados indicam que o SeB2 é um candidato promissor ao
desenvolvimento de novos agentes antitumorais, sendo necessarios estudos

adicionais para elucidar seus mecanismos de acao e potencial terapéutico.
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