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INTRODUGAO:

O acido valpréico em associacao ao seu sal sédico (VPA) é uma droga antiepiléptica conhecida
por inibir deacetilases de histonas (Phiel et al. 2001, Eyal et al. 2004, Romoli et al. 2019), provocando
aumento da acetilacéo de histonas, que sado proteinas componentes da cromatina, e alteragcao nos niveis
de metilacdo do DNA e das histonas (Bialer e Yagen 2007, Chateauvieux et al. 2010, Mello 2021 —
revisdo). Também existe comprovacao na literatura de que efeitos antitumorais sejam provocados por
essa droga, reduzindo a proliferagdo celular e aumentando a taxa de anomalias e mortes celulares
(Gdttlicher et al. 2001, Blaheta e Cinatl 2002, Duenas-Gonzales et al. 2008, Heers et al. 2018, Li et al.
2019). Especificamente em células Hela, linhagem celular proveniente de cancer cervical, embora
existam dados sobre os efeitos do VPA sobre a acetilagcdo de histonas, demetilacdo do DNA e alteragéo
nos niveis de metilacdo/demetilacéo de histonas (Dejligbjerg et al. 2008, Felisbino et al. 2011, Veronezi
et al. 2017, Rocha et al. 2019, 2022), sdo ainda necessarios estudos adicionais que permitam melhor
compreensédo dos caminhos metabdlicos da acao deste farmaco. No presente trabalho busca-se estudar
a frequéncia de anomalias mitéticas e de nucleos gigantes em células HelLa cultivadas em presenca de
VPA 1 mM e 20 mM por 4 h e que possa ser associada a uma reducdo sobre a proliferagédo celular

induzida pela droga (Sami et al. 2008).
METODOLOGIA:

Células

Foram utilizadas células HelLa cultivadas no Instituto de Biologia nas passagens 18, 21 e 23.
Essas células foram adquiridas na passagem 10 do Laboratério de Estudos de Virus Emergentes (LEVE)
da Unicamp (Campinas, Brasil), validadas pela Diretoria Técnica de Suporte ao Ensino e Pesquisa da

Fundacao da Faculdade de Medicina da USP (S&o Paulo, Brasil) e semeadas sobre laminulas redondas
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em placas de 24 pocinhos, na concentracéo de 1 x 10* células/mL e sincronizadas na fase G1 do ciclo
celular antes dos tratamentos com VPA. Os procedimentos de cultivo celular foram os mesmos
reportados previamente (Rocha et al. 2022). Os tratamentos com VPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Ml,

USA) nas concentra¢cfes de 1 mM e 20 mM foram efetuados por 4 h.

Citoquimica e observacoes

Os preparados celulares fixados em etanol absoluto-acido acético glacial 1:1 (v/v) por 1 min foram
submetidos a reacdo de Feulgen (Mello & Vidal 2017), contracorados com fast green 4cido e montados
em balsamo do Canadé. Detalhes destes procedimentos acham-se descritos em trabalho apresentado
por Milena Gomes Santos neste mesmo Congresso.

As observacgdes consistiram no estabelecimento da frequéncia por laminula de mitoses anémalas
englobando pontes cromossémicas, células em divisdo com cromossomos perdidos e fusos tripolares
ou multipolares em relacdo a mitoses morfologicamente normais em células cultivadas na presenca e

na auséncia de VPA. A frequéncia de nucleos gigantes foi igualmente estabelecida.

Estatistica

As frequéncias de anomalias cromossdmicas e de nucleos gigantes foram comparadas as dos
respectivos controles. O calculo e as analises estatisticas fizeram uso do software Minitab 12™ (State
College, PA, USA). A significAncia estatistica foi calculada pelo teste t e por teste ndo paramétricos

Mann-Whitney, quando pertinentes, sendo Pogs considerada o nivel critico para rejeicdo da hipotese

nula.
RESULTADOS E DISCUSSAO:
Tabela 1. Frequéncia de mitoses andémalas e de nudcleos gigantes por laminula analisada
Total por laminula
Tratamentos | Passagem | Mitoses | Mitoses | % mitoses | _ Nucleos | _
andmalas | normais | anémalas X b gigantes x |SDb
18 15 40 27,27 10
VPA 1 mM 21 91 175 34,21 36,44 | 10,46 13 13,67 | 4,04
23 275 300 47,83 18
18 55 74 42,64 19
VPA 20 mM 21 159 173 47,89 40,91 | 7,98 7 14,33 16,43
23 96 197 32,21 17
18 56 65 46,28 11
Controle VPA 21 24 27 47,06 43,91 | 4,79 4 6,33 4,04
23 86 138 38,39 4
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Figura 1. Frequéncia de mitoses an6malas em funcao da passagem por laminula analisada
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Figura 2. Frequéncia de nucleos gigantes em fungdo da passagem por laminula analisada

Os dados obtidos ndo indicaram alteragfes estatisticamente significantes com o tratamento pelo
VPA, o que estaria de acordo com observacgfes anteriores para um curto tempo de exposicao a droga
(Felisbino et al. 2011). Nao se descarta, porém, a tendéncia a reducao do percentual de mitoses
andémalas em presenca de VPA 20 mM na passagem 23 do cultivo celular, o que se esperaria da acéo
do VPA possivelmente por inducdo e morte celular conforme apresentado neste Congresso (Furtado et
al. 2022). Os presentes resultados serdo reavaliados em um procedimento no qual se compare a

frequéncia dos mesmos itens para um total de 2000 células/preparado, escolhidas ao acaso.
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CONCLUSOES:

Embora se suspeite gue o VPA venha a ter um efeito redutor da frequéncia de mitoses anémalas
em células HelLa, a escolha de outra metodologia de analise dos preparados poderd trazer resultados

de maior significancia.
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