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INTRODUGAO:

O acido valpréico e o seu sal valproato de sédio (VPA) compéem uma droga amplamente
prescrita como anticonvulsivo e que também atua como moduladora da expressao génica, inibindo
deacetilases de histonas (HDAC), afetando a metilacdo de DNA e histonas, interagindo diretamente
com as moléculas de DNA e histonas H1 e H3, e afetando a estrutura da cromatina (Géttlicher et al.
2001; Phiel et al.2001; Chateauvieux et al. 2010; Felisbino et al., 2011; Veronezi et al., 2017; Rocha et
al. 2019, 2023; Vidal & Mello 2020; Mello 2021; Baumann et al. 2021).

Ha forte indicacdo de que o VPA altere o ambiente epigenético de células HelLa, modulando a
expressao de muitos de seus genes (Dejligbjerg et al., 2008). Células HelLa constituem uma linhagem
celular originaria de cancer cervical, na qual ha ocorréncia de metilagdo em genes supressores de
tumor ocasionada por uma maior atividade de uma enzima da familia das DNA metiltransferases
(DNMT1), inativando assim atividades enddgenas silenciadoras de tumor. Deste modo, a reducéo ou
inibicdo da atividade de DNMT1 sugere ser uma estratégia promissora para reduzir a hipermetilagéo
do DNA e reativar genes supressores de tumor destas células (Zhang et al. 2011, Lyko 2018). Uma
outra enzima da familia das DNMT (DNMT3B) exerce também efeito sobre um gene supressor de
tumor em células leucémicas (Jiang et al., 2010), e também em células tumorais da préstata
(Kobayashi et al., 2011), no aumento de microadenomas e na progressao neoplasica colo-retal (Lin et
al., 2006; Ibrahim et al., 2011).

No entanto, o0 mecanismo de agdo do VPA em diferentes tipos de células tumorais ndo ocorre
por via Unica, sendo alterada a expressdo de genes diversos através de diferentes processos de
demetilagdo do DNA (Rocha et al.,, 2019) e induzindo respostas onco-supressivas que se
complementam e resultam em morte celular ou senescéncia (Vitale et al. 2011; Zhang et al. 2011). Ha
relato de que em alguns tipos de células tumorais humanas o decréscimo na expressdo de DNMT1

guarde uma relacdo com o aumento na incidéncia de catastrofes mitéticas (Chen et al. 2007).
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A catastrofe mitdtica € um mecanismo de morte celular desencadeado de modo diferente de
apoptose e necrose, no qual ocorre multinucleagédo oriunda de desorganizagao mitética, contribuindo
para um processo onco-supressivo, e levando as células subsequentemente a morte celular apoptética
ou a senescéncia (Vitale et al. 2011; Galluzzi et al. 2012; Prokhorova et al., 2020; Sazonova et al.
2021). Segundo Castedo e colaboradores (2004), a catastrofe mitética € um mecanismo que evita a
sobrevivéncia de células que sejam incapazes de completar a mitose devido a defeitos da maquinaria
mitética, danos ao DNA e erros de checkpoints mitéticos, como a disfungao do checkpoint da fase-S do
ciclo celular. Células HelLa se constituiram em um dos primeiros tipos celulares nos quais a forma de

morte celular por catastrofes mitéticas foi definida (Swanson et al., 1995; Miranda et al., 1996).

OBJETIVO:

Busca-se avaliar neste estudo a incidéncia de catastrofes mitéticas em células Hela
submetidas a um tratamento mais longo com VPA numa concentragdo mais elevada do que
previamente investigada, e a sua relagdo com a frequéncia de anomalias mitéticas e de outro tipo de
morte celular, visando ampliar a compreensao a respeito da diversidade de vias metabdlicas

envolvidas na atuacéo do farmaco.

METODOLOGIA:

a. Linhagem celular e condig¢bdes de cultura

Foram usadas células HeLa (ATCC:CCL-2) adquiridas na passagem 10 do Laboratério de
Estudos de Virus Emergentes da Unicamp (Campinas, Brasil) e validadas na Diretoria Técnica para
Suporte de Ensino e Pesquisa da USP (Sao Paulo). As células foram cultivadas em meio DMEM com
alta glicose e suplementado com soro de feto bovino (FCS) (Nutricell Cellular Nutrients, Campinas,
Brazil), penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA — 100 IU mL-1 e 100 pg mL-1,
respectivamente), e piruvato de sodio a 1% a 37 °C em atmosfera a 5% CO2. As células foram
cultivadas em placas de 6-wells, na concentracdo de 1.5 x 105 células mL-1 . A sincronizagao celular
foi realizada como reportado previamente (Rocha et al. 2019). Visando se obter células paradas na
fase G1, em 6tima concentragao celular, elas foram plaqueadas inicialmente e cultivadas em meio FCS
a 1% contendo lovastatina 20 uyM (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) por 24 h. Foram entdo lavadas em
tampédo fosfato salina (PBS) e induzidas a ciclar, substituindo-se o meio por FCS a 10% contendo
acido mevalénico 6 mM (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) por 18 h para a obtencao de
células na fase S. Nenhuma mudanca na viabilidade celular é induzida pelo processo de sincronizagao

celular conforme demonstrado com o teste de MTT (Rocha et al. 2019, 2023).

b. Tratamentos celulares e coloragéo

As células proliferativas sincronizadas foram tratadas com solugdo aquosa de VPA 5 mM

(Sigma-Aldrich) por 48 h. Os controles foram representados por células cultivadas na auséncia da
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droga. Em seguida, as células sobre laminulas foram fixadas numa mistura de etanol absoluto-acido
acético glacial 3:1 (v/v), lavadas em etanol absoluto, secadas ao ar e submetidas a reagao de Feulgen
(Mello & Vidal, 2017). Para tal, foi realizada uma hidrélise acida com HCI 4 M por 1 h a 25 °C, seguida
por tratamento com reativo de Schiff por 40 min, trés banhos de agua sulfurosa (5 min cada) e um
banho de agua destilada. Logo apés as células foram rapidamente contracoradas com fast green a pH
2,7 para identificagdo de individualidade celular. Os preparados foram a seguir lavados em agua

destilada, secados ao ar, clarificados em xilol e montados em balsamo do Canada.

c. Analise celular

Os preparados foram examinados em microscépio de luz Nikon (Tokyo, Japao) para detecgédo da
frequéncia de imagens morfoldgicas tipicas de catastrofes mitéticas e de células cuja condensagao
cromatinica em multindcleos derivados de catastrofes mitéticas indicasse um destino apoptético. A
frequéncia de apoptoses tipicas e de anomalias cromossdmicas foi também estabelecida. Em todos os
casos, as frequéncias foram estimadas para 2000 células selecionadas ao acaso para trés preparados
de cada tratamento experimental e controle. A documentacao fotografica das imagens celulares foi

obtida num microscépio Axiophot com camera AxioCamHRc (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

d. Estatistica

Analise de varidncia ANOVA ou teste t de Student foram usados para comparagoées.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Células Hela tratadas com VPA a 5 mM nao demonstraram aumento significativo na incidéncia
de catastrofes mitéticas e de apoptoses isoladamente. No entanto, considerando somente a morfologia
de catastrofe mitética que demonstra ser uma etapa a ser seguida de apoptose (Figura 1), observou-se
um aumento altamente significativo, com p < 0,01 (Figura 2). Além disso, considerando-se o fenébmeno
total de morte celular incluindo apoptose e catastrofe mitética com morfologia tipica e atipica,
observou-se um aumento de incidéncia, com p < 0,05 (Figura 3), indicando efeito oncosupressor da
droga. Além disso, observou-se uma redugéo significativa da incidéncia de anomalias cromossémicas,

com p < 0,05 (Figura 4), e que se relaciona ao aumento da incidéncia de morte das células anémalas

induzido pela droga.

Figura 1. Imagens de morte celular e anomalias mitoticas em células HeLa submetidas a reacdo de Feulgen e contracoradas
com Fast Green pH 2,7. Catastrofe mitética tipica (a), apoptose tipica (b), catastrofe mitotica precedente a apoptose (c) e
ponte cromossémica com cromossomos desgarrados (d).
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Figura 2. Incidéncia de catastrofe Figura 3. Incidéncia de morte celular Figura 4. Incidéncia de anomalias
mitética precedente a apoptose em total em células Hela tratadas com mitéticas em células Hel a tratadas
células Hela tratadas com 5 mM 5 mM de VPA por 48 h com 5 mM de VPA por 48 h
de VPA por 48 h

O estudo demonstra que o tratamento de células HeLa com VPA a 5 mM por 48 h apresenta

efeito indutor de morte celular, provavelmente por via de catastrofe mitética que leva a apoptose. Isso
possibilita melhor compreensao sobre a via metabdlica relacionada a atividade oncossupressora da

droga, ligada a indugédo de morte celular em células an6malas.
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