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Resumo

A intoxicacao crbnica por Pteridium sp. (samambaia) causa a enfermidade conhecida como hematuaria
enzodtica bovina (HEB). Como nédo existe tratamento especifico para essa sindrome, objetivou-se
avaliar o efeito terapéutico da suplementacdo com selénio (Se) e vitamina E sobre células uroteliais da
linhagem T24. Para isto, foi realizado o teste in vitro com a linhagem T24, no qual as células foram
tratadas com selénio e vitamina E de forma isolada e associada, de forma a avaliar a morfologia celular
e 0 numero de células atipicas por campo em cada tratamento. Deste modo, foi possivel verificar que
apos 24 horas das células submetidas aos tratamentos néo houve diminuigdo significativa no nimero
de células viaveis, porém, em relacdo a morfologia celular, o tratamento com Selénio 75 puM, Vitamina
E 20 pg/mL e a associacdo entre Selénio 75 pM com Vitamina E 10 pg/mL mostraram reduc¢do do
namero de células atipicas. Esses achados indicam que a suplementagdo com selénio e vitamina E
pode ser uma alternativa viavel para o tratamento da HEB.
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Introducéo

Usualmente, bovinos séo intoxicados por Pteridium sp. cronicamente, o que pode ocasionar
enfermidade conhecida como hematuria enzodtica bovina (HEB), cujo ptaquilosideo é o principal
principio toxico (Yamada; Ojika; Kigoshi, 2007).

No caso dos animais intoxicados, comumente sdo encontradas alteracdes, a saber: urina
avermelhada, hematdria intermitente, prostracéo, anemia, emagrecimento podendo evoluir para o 6bito
meses ou anos depois do aparecimento dos primeiros sinais clinicos (Ribeiro; Soto-Blanco, 2020).
Juntamente, pode ser observado infiltrado inflamatério, acompanhado de tumores epiteliais ou
mesenquimais benignos e malignos, sendo os mais frequentemente encontrados na bexiga carcinoma
de células escamosas, carcinoma de células transicionais ou uroteliais, porém com baixa probabilidade
de metastase (Silva et. al, 2012).

Ademais, o tratamento € realizado apenas para a sintomatologia do animal, visto que n&o existe
tratamento especifico para intoxicacdo de Pteridium sp., assim como na maioria dos casos descritos
nao ha prognostico favoravel (Pessoa et. al, 2019). Diante dessa lacuna, a suplementacdo com selénio
(Se) e vitamina E tem emergido como uma alternativa promissora.

O selénio é um micronutriente essencial, com propriedades anticancerigenas que incluem a inducao
de apoptose, a reducdo de inflamacdes e a prote¢do contra danos no DNA (Almondes, 2010). A
vitamina E, por sua vez, € reconhecida por sua potente acéo antioxidante, protegendo membranas
celulares e modulando respostas inflamatérias (Meydani et al., 2020). A combinacédo de selénio e
vitamina E demonstra efeitos sinérgicos, potencializando a protecdo celular, imunomodulagéo e a
capacidade de combater radicais livres e estresse oxidativo, além de inibir a proliferagcéo celular (Silva,
2015).
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Perante o exposto, faz-se necessario estudos com testes in vitro, como o cultivo celular (Alves;
Guimaraes, 2010), no qual podera permitir a descoberta de como a suplementacdo com selénio e
vitamina E agem sobre as células de cancer de bexiga e como desencadeiam as acdes
anticarcinogénicas (Brock et. al, 2018) de modo a contribuir com medidas preventivas para a redugéo
das perdas econdmicas na bovinocultura nacional, especialmente a leiteira.

Metodologia

O estudo foi conduzido na Sala de Cultivo Celular do Laboratério Multiusuario de Experimentagéo
Animal (CCAE-UFES). Foi utilizada a linhagem celular T24, derivada de carcinoma de células de
transicdo de bexiga.

As células T24 foram rotineiramente cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e
Nutrient Mixture F-10 Ham (F-10), na proporgéo 1:1, suplementados com 10% de soro fetal bovino
(SFB), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 yg/mL) e anfotericina B (25 pg/L). O cultivo foi
realizado em frascos de polietileno de 75 cm?, com densidade média de 1 x 10° células/mL, a 37 °C,
em atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade saturada, até atingir confluéncia.

Para a analise das alterag6es morfologicas, apos atingirem confluéncia, as células foram
tripsinizadas e plagueadas em placas de 6 poc¢os contendo laminulas de 24x24 mm autoclavadas, na
densidade de 0,3 x 10° células/mL. Em seguida, foram expostas aos tratamentos descritos na Tabela
1.

O selénio foi dissolvido em HCI 0,005N e a vitamina E em etanol 95%, seguindo a metodologia
descrita por Venkateswaran, Fleshner e Klotz (2004), com adaptacdes. Para os grupos controle, as
células foram expostas apenas aos respectivos diluentes: HCI 0,005N para o selénio, etanol 95% para
a vitamina E e a combinacao de HCI 0,005N e etanol 95% para a associacéo de selénio e vitamina E.

Tabela 1 — Grupos experimentais
Tratamento
HCI 0,005N (Controle negativo 1)
Etanol 95% (Controle negativo 2)
HCI 0,005N + etanol 95% (Controle negativo 3)
Selénio 37,5 uM
Selénio 75 uM
Selénio 150 uM
Vitamina E 5 pg/mL
Vitamina E 10 pg/mL
Vitamina E 20 pg/mL
Selénio 37,5 uM + Vitamina E 5 pg/mL
Selénio 75 uM + Vitamina E 10 pg/mL

Selénio 150 uM + Vitamina E 20 pg/mL
Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Apos 24 horas de tratamento, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas duas vezes
com PBS. Em seguida, procedeu-se a fixagdo com metanol por 4 minutos, seguida de lavagem em
agua destilada. As células foram coradas com hematoxilina por 4 minutos e novamente lavadas em
agua destilada. Posteriormente, realizou-se desidratagdo em alcool (tirés banhos de 3 minutos cada),
diafanizagcao em xilol por 3 minutos e montagem das laminas com laminula. A avaliagdo morfolégica
celular foi realizada em microscopio éptico, com captura de imagens utilizando objetiva de 10x.

Resultados

No grupo controle tratado com a associacdo de HCIl e etanol (Figura 1), observou-se baixa
celularidade, acompanhada de alteragcdes morfoldgicas evidentes. Entre essas atipias destacaram-se
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a presenga de células multinucleadas, anisocariose, cromatina nuclear grosseira e nucléolos evidentes,
podendo estar localizados de forma central ou em multiplos focos.

Figura 1 — (a) Fotomicrografia de células uroteliais da linhagem T24 apés 24 horas do controle negativo 1; (b)
apo6s 24 horas do controle negativo 2 e (c) ap6s 24 horas do controle negativo 3. Coloragdo de Hematoxilina de
Harris, objetiva de 10x (barra = 100 pm).

Fonte: Os autores.

De modo semelhante, os grupos tratados com Selénio nas concentragdes de 37,5 UM, 75 uM e 150
UM (Figura 2) apresentaram padrBes de atipia celular comparaveis aos do grupo controle negativo 2,
incluindo irregularidades nucleares e presenca de células multinucleadas.

Figura 2 — Fotomicrografia de células da linhagem T24 apds 24 horas do tratamento com selénio nas
concentragdes 37,5 uM (a), 75 pM (b) e 150 pM (c). Coloracéo de Hematoxilina de Harris, objetiva de 10x (barra
=100 pm).

‘ Fonfe: vOs éUtofe'é;
As células tratadas com Vitamina E nas concentragdes 5 ug/mL, 10 ug/mL e 20 yg/mL apresentaram
baixa citotoxicidade mesmo em concentracdes mais altas, sendo possivel observar elevada

celularidade com atipias, como multiplos nucléolos evidentes, anisocariose e discretas células
multinucleadas (Figura 3).

Figura 3 — Fotomicrografia de células da linhagem T24 ap6s 24 horas do tratamento com vitamina E nas
concentragdes 5 pg/mL (a), 10 yg/mL (b) e 20 pg/mL (c). Coloragéo de Hematoxilina de Harris, objetiva de 10x
__(barra =100 pm).

Fonte: Os aufores.
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Foi observado que a associagdo de selénio 37,5 uM com vitamina E 5 pg/m, selénio 75 pM com
vitamina E 10 pg/mL e selénio 150 uM com vitamina E 20 pg/mL, consequentemente, apresentaram
moderada citotoxicidade, observando-se reducdo do nimero de células. No entanto, em relacdo a
morfologia celular, ndo houve diferenca entre os tratamentos (Figura 4)

Figura 4 — Fotomicrografia de células da linhagem T24 ap6s 24 horas do tratamento com: (a) selénio 37,5 uM
+ vitamina E 5 pg/m; (b) selénio 75 pM + vitamina E 10 pg/mL; (c) com selénio 150 pM + vitamina E 20 pg/mL.
Coloracdo de Hematoxilina de Harris, objetiva de 10x (barra = 100 um).

Fonte: Os autores.

Discusséao

A suplementacéo com selénio e vitamina E em animais de laboratdrio intoxicados por samambaia
ou de bovinos com HEB tem sido bastante relatada devido a sua eficiéncia nas fun¢ges metabdlicas
do organismo que atua na prote¢do das membranas celulares contra efeitos toxicos de perdxidos
lipidicos e radicais livres, além disso o selénio consegue reverter os efeitos causados pelo ptaquilosideo
(Latorre et al., 2011; Lima; Domingues, 2007; Silva, 2015).

Nos tratamentos com doses crescentes de selénio adotados neste estudo verificou-se que houve
reducdo do numero de células e das atipias celulares conforme houve aumento da concentracéo.
Achados semelhantes também foram observados por Brinckman et al. (2006) e por Moreira Janior
(2024) que relataram que o selénio atua de maneira dose-dependente, além de diminuir a proliferacéo
celular e aumentar a apoptose das células cancerigenas.

Em um trabalho realizado por Lima e Domingues (2007) foi verificado que a vitamina E associada
ao selénio é bastante eficaz devido a sua caracteristica oxidante na protecdo da membrana celular
contra a acdo dos radicais livres o que corrobora com os dados obtidos neste trabalho, onde foi
observado que a associacéo selénio e vitamina E causou diminuicdo das atipias celulares.

Concluséo

O tratamento com selénio e vitamina E se mostraram eficazes in vitro sobre as células da linhagem
T24 revelando reducéo do numero de células atipicas. Esses achados indicam que a suplementacéo
com selénio e vitamina E pode ser uma alternativa vidvel para o tratamento da hematuria enzooética
bovina.
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