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INTRODUGAO:

A associacao do acido valproico e do valproato de sddio (VPA) tem sido recomendada como
medicamento para o tratamento de epilepsia e de algumas outras doengas de carater neuroldgico
(Chateauvieux et al. 2010, Romoli et al. 2019). Além dessa prescrigao, o VPA tem se revelado um
potente modulador da expressdo génica, pois inibe deacetilases de histonas (HDAC), o que pode
favorecer a acetilagao nos residuos lisina das histonas H3 e H4 e afetar a transcricao génica e a estrutura
da cromatina (Géttlicher et al. 2001, Phiel et al. 2001, Eyal et al. 2005, Mello 2021). Pode também inibir
a proliferacao celular em diversos tipos de tumores, o que tem levado muitos autores a propd-lo como
droga antitumoral (Géttlicher et al. 2001, Blaheta e Cinatl 2002, Duenas-Gonzalez et al. 2008, Sun e Coy
2014).
também afeta o nivel de metilacdo do DNA e de histonas (Dejligbjerg et al. 2008, Felisbino et al. 2011,
Veronezi et al. 2017, Rocha et al. 2019, 2022). Uma vez que nessas células o VPA possa afetar os niveis
da DNA metiltransferase | (Rocha et al. 2019), o que poderia se refletir na indugao de morte celular por
catastrofe mitética (Chen et al. 2007, Santos MG et al. 2022), o presente trabalho visa detectar se a
morte celular por apoptose seria também induzida sob as condi¢cdes experimentais usadas por Rocha et
al. (2019).

METODOLOGIA:

Células

Células HelLa obtidas na passagem 10 do Laboratério de Estudos de Virus Emergentes (LEVE) da
Unicamp (Campinas, Brasil) e validadas pela Diretoria Técnica de Suporte ao Ensino e Pesquisa da
Fundacgao da Faculdade de Medicina da USP (Sao Paulo, Brasil) foram cultivadas no Instituto de Biologia

da Unicamp nas passagens 18, 21 e 23 e semeadas na concentragédo de 1 x 10* células/mL/pocinho. A



metodologia de cultivo celular e de sincronizagao do ciclo celular foi a mesma reportada previamente por
Rocha et al. (2022) e se acha detalhada no trabalho de Milena Gomes Santos apresentado neste
Congresso. Foram analisadas células cultivadas por 4 h em meio DMEM suplementado com soro fetal
bovino a 1% adicionado com VPA (Sigma-Aldrich®), Saint Louis, MI, USA) 1 e 20 mM e células cultivadas
por 28 h em presencga de 5-aza-CdR 5 uM (Millipore®, Billerica, MA, USA), uma droga conhecida por induzir
demetilagdo predominantemente por via passiva (Rocha et al. 2019). Células cultivadas na auséncia das

drogas foram utilizadas como controles.

Citoquimica e observacées

As células foram fixadas em etanol absoluto-acido acético glacial 1:1 (v/v) por 1 min, lavadas em
etanol a 70%, secados ao ar, armazenadas em auséncia de luz e calor, e em seguida submetidas a reacao
de Feulgen, reacao especifica para DNA (Mello & Vidal 2017), a qual compreendeu hidrélise acida em HCI
4 M por 60 min a 25°C (Felisbino et al. 2011). Em seguida, os preparados foram rapidamente contracorados
com fast green a pH 2,7, para melhor identificacdo da individualidade celular e montados em balsamo do
Canada. As preparagdes coradas foram examinadas ao microscépio de luz Nikon, com objetiva de 40x e
estabelecida a frequéncia de células com aspectos tipicos de apoptose (vesiculas apoptoticas) por
laminula. Trés laminulas foram examinadas para cada tratamento e controle. Os resultados obtidos foram

plotados em grafico com o aplicativo Microsoft Excel.

Estatistica

As frequéncias de apoptose nos preparados tratados com VPA e 5-aza-CdR foram comparadas as
dos respectivos controles com o teste t, sendo Py os considerada o nivel critico para rejeicdo da hipétese
nula, usando-se o software Minitab 12™ (State College, PA, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Tratamentos Passagens Apoptose/laminula
Total
18 139
4h VPA 1mM 21 466
23 757
18 278
4h VPA 20mM 21 417
23 687
18 136
4h Controle 21 149
23 325
18 463
28h 5-aza-CdR 21 883
23 1103
18 324
28h Controle 21 459
23 516
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Gréfico 1. Frequéncia de apoptoses em fungdo da passagem por laminula analisada
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Grafico 2. Frequéncia de apoptoses em fungdo da passagem por laminula analisada

Embora a analise estatistica dos valores de frequéncia de apoptose reunidos das trés diferentes
passagens das células Hel a tratadas pelas drogas em relagao aos respectivos controles, usando-se o teste
t, ndo tenham salientado diferengas significativas, ha uma tendéncia de aumento nessas frequéncias com
o tratamento pelas drogas (Tabela e Graficos acima), o que estaria de acordo com relatos da agcédo do VPA
sobre a indugéo de morte celular em células HeLa sob outras condi¢cdes experimentais. Explicaria também
os resultados de redugcdo em anomalias cromossdmicas detectadas com o VPA em concentragcées mais
elevadas, conforme relatado por Sforca et al. neste Congresso (2022). Possivelmente, resultados avaliados
com uma comparagao de frequéncias de apoptose induzida num total de 2000 células/preparado,

escolhidas ao acaso, sejam mais eficientes em demonstrar essas alteragoes.

CONCLUSOES:

XXX Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP - 2022 3



A avaliagao da frequéncia de morte celular por apoptose induzida pelo VPA em células HelLa por
preparado em cultura pode ter sido prejudicada por variagao na proliferagao celular conforme a passagem
do cultivo considerada. A escolha de uma avaliagcao por um nuamero fixo de células, examinadas ao acaso,

podera trazer resultados mais robustos do ponto de vista de significancia estatistica.
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