UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MICHELI DE MARCHI

EFEITO DO TCDD E BDE-209 NA CITOTOXICIDADE E EXPRESSAO DE
PROTEINAS TRANSPORTADORAS ABC: MDR1, MDR5, MRP1, MRP2, MRP4 EM
LINHAGEM DE MELANOMA MURINO B16F1

CURITIBA
2019



MICHELI DE MARCHI

EFEITO DO TCDD E BDE-209 NA CITOTOXICIDADE E EXPRESSAO DE
PROTEINAS TRANSPORTADORAS ABC: MDR1, MDR5, MRP1, MRP2, MRP4 EM
LINHAGEM DE MELANOMA MURINO B16F1

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacédo em Biologia Celular e Molecular, Setor
de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal do
Parana, como requisito parcial a obtencao do titulo
de mestre em Biologia Celular e Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Ciro Alberto de
Oliveira Ribeiro

Coorientador: Prof. Dr. Benisio Ferreira da
Silva Filho

CURITIBA
2019



Universidade Federal do Parana. Sistema de Bibliotecas.

Biblioteca de Ciéncias Bioldgicas.
(Giana Mara Seniski Silva — CRB/9 1406)

Marchi, Micheli de

Efeito do TCDD e BDE-209 na citotoxicidade e expresséo de proteinas
transportadoras ABC: MDR1, MDRS5, MRP1, MRP2, MRP4 em linhagem de
melanoma murino B716F 1. / Micheli de Marchi. — Curitiba, 2019.

73 p.:il.

Orientador: Ciro Alberto de Oliveria Ribeiro
Coorientador: Benisio Ferreira da Silva Filho

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal do Parana, Setor de
Ciéncias Biol6gicas. Programa de Pés-Graduacédo em Biologia Celular e
Molecular.

1. Melanoma 2. Poluentes organicos 3. Proteinas de transporte |.
Titulo 1l. Ribeiro, Ciro Alberto de Oliveira, 1960- lll. Silva Filho, Benisio
Ferreira da IV. Universidade Federal do Parana. Setor de Ciéncias
Biolégicas. Programa de P6s-Graduacao em Biologia Celular e Molecular.

CDD (22. ed.) 616.99477




MINISTERIO DA EDUCACAOD
= SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
U F P R PROGRAMA DE POS-GRADUACAO BIOLOGIA CELULAR E

MOLECULAR —-40001016007P8

TERMO DE APROVACAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagio em BIOLOGIA CELULAR E
MOLECULAR da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguicdo da dissertacdo de Mestrado
de MICHELI DE MARCHI intitulada: EFEITO DO TCDD E BDE-209 NA CITOTOXICIDADE E EXPRESSAO DE PROTEINAS
TRANSPORTADORAS ABC: MDR1, MDR5, MRP1, MRP2, MRP4 EM LINHAGEM DE MELANOMA MURINO B16F1, apos

s
terem inquirido a aluna e realizado a avaliagio do trabalho, sdo de parecer pela sua A?BOUAC}M no rito

de defesa.
A outorga do titulo de mestre estd sujeita a homologacdo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicacBes e

correcdes solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduacgéo.

CURITIBA, 27 de Margo de 2019.
-
CIRO ALBERTO DE OLIVEIRA RIBEIRO

Presidente da Banca Examinadora (UFPR)

YW\ OMAGANNNOL T’)u.ép
MARIANNA BOIA FERREIRA

Avaliador Interno P6s-Doc (UFPR)

[ =
i , \
Ao o ?VSY\,‘. v;_v\‘r»‘.sd; AL
SHEILA MARIA BROCHADO WINNISCHOFER

Avaliador Interno (UFPR)

Rua Cel Francisco H. dos Santos, 7 - CURITIBA - Parand - Brasil
CEP 81531-990 - Tel: (41) 3361-1779 - E-mail: pgbiocel@ufpr.br


mailto:pgbiocel@ufpr.br

AGRADECIMENTOS

A Deus por me guiar nessa trajetéria, por ter concedido essa oportunidade e
realizacdo em minha vida, por me agraciar com muitas pessoas boas nesses ultimos
dois anos, por me ceder for¢as e resiliéncia para enfrentar as dificuldades.

Ao meu orientador Prof. Dr. Ciro Alberto de Oliveira minha eterna gratidéo
por me receber e conceder a oportunidade de desenvolver esse trabalho; pelos seus
ensinamentos técnicos, éticos, pela dedicacdo, paciéncia e a disposi¢ao para ajudar
a resolver os imprevistos e pela confianga em mim depositada.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Benisio Ferreira da Silva Filho, a minha
gratiddo pela imensa disposicdo em ajudar e contribuir na realizagdo e
desenvolvimento do trabalho; pela paciéncia, ensinamentos e amizade no decorrer
do mestrado.

Ao Prof. Dr. Francisco Filipak Neto, a minha admiracdo e gratiddo pela
excepcional contribuicdo para o andamento do trabalho. A Marianna Béia pela ajuda
e colaboracdo em meu trabalho. Aos professores do programa de Pos Graduagéo
em Biologia Celular e Molecular; A todos os professores que contribuiram para a
minha formacéo.

Aos laboratérios de Matriz Extracelular e Biotecnologia de Venenos e de
Investigacdo de Polissacarideos Sulfatados do departamento de Biologia Celular e
ao laboratorio de Parasitologia Molecular do departamento de Patologia, que
contribuiram com empréstimo de equipamentos e/ou reagente.

As agéncias fomentadoras, em especial ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela concessdo da bolsa, que
tornou possivel a realizagdo do mestrado.

Aos meus colegas e amigos do laboratério de Cultivo celular Jessica,
Gisleine, Fernanda, Aliciane pelo apoio, ensinamentos, desabafos, pela nossa
amizade e companheirismo dentro e fora do laboratério; em especial ao meu colega
e amigo Erick Moggio por todo apoio e auxilio no desenvolvimento do trabalho. Aos
colegas e amigos do grupo de Toxicologia Celular Patricia, Joelma, Tugsténio,
Melissa, Amandia pela troca de conhecimento, brincadeiras, conversas e pelo apoio.

Aos meus pais Adair e Marcia e ao meu irmé&o Luan, minha eterna gratidao
por proporcionarem tanto apoio em minhas decisbes profissionais e pessoais, por
todo amor, dedicagdo e cuidado; pela compreensdo de minha auséncia nesses

ultimos dois anos; pela educac¢do, ensinamentos, ideais € valores a mim concedido;



por serem meus exemplos de vida, que me faz transbordar de orgulho e inspiracéo.
Ao meu namorado Bruno, por todo apoio, compreensdo, carinho, preocupacao,
paciéncia e por tornar os momentos dificeis mais leves.

In memorian ao meu amado v6zinho Luiz Nerci dos Santos, por sempre ter
me proporcionado apoio, cuidado, carinho e muito incentivo aos meus estudos e por
ser um exemplo de pessoa e alegria em minha vida. Aos meus queridos tios Clévis,
Jussara, Sonia e Dido, aos meus avds, amigos e primos, muito obrigada por todo
apoio. Aos meus amigos da PIB e as meninas do pensionato, em especial as minhas
amigas Daniela, Giovana, Marcione e Stefani.

Ao secretario Lucas do programa de Pds Graduacdo em Biologia Celular e
Molecular; aos funcionarios da UFPR, técnicos e administrativos; € a todos que de

alguma forma contribuiram nessa trajetéria tdo importante da minha vida.



“Unless we change the way we
think, we will not be able to solve the
problems caused by the way we get used
to seeing the world”.

(Albert Einstein)



RESUMO

Os contaminantes ambientais 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e
2,2',3,3',4,4' 5,5 6,6'-decabromodifenil éter (BDE-209), s&o poluentes denominados
organico persistentes gerados principalmente durante atividades antrépicas e tém
sido langados constantemente no ambiente. Devido a sua capacidade lipofilica, a
exposicdo a esses contaminantes € frequente, iniciando na fase fetal e se
estendendo apods o nascimento e pela fase adulta. O melanoma é um tipo de cancer
de pele agressivo, em razdo de sua capacidade metastatica e rapida progresséo.
Sabe-se que durante o tratamento quimioterapico pode ocorrer uma diminuigédo dos
efeitos dos medicamentos devido ao aumento na expressdo ef/ou ativacdo de
proteinas transportadoras ABC (ATP binding cassette). Essas proteinas de
membrana atuam reconhecendo diferentes compostos e promovem o efluxo de
metabdlitos celulares, secrecdo de hormdnios, assim como o efluxo de xenobidticos
para fora da célula. Essa propriedade faz com que os farmacos presentes no
tratamento tenham seus efeitos minimizados exatamente pela acdo dessas
proteinas transportadoras. No presente estudo, utilizamos a linhagem de melanoma
murino B16F1 como modelo experimental para avaliar o papel dos xenobidticos
BDE-209 e TCDD nas proteinas de efluxo celular. As células foram cultivadas em
meio DMEM com alta glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
antibidtico e incubadas a 37°C e sob 5% de CO:2 em atmosfera umidificada. Os
ensaios para a investigacao de citotoxicidade dos contaminantes ambientais foram
MTT, vermelho neutro, cristal violeta e clonogénico. Para a avaliacdo da atividade
das proteinas de efluxo foram realizados o ensaio de MXR e analise da expresséo
génica de MDR1; MDR5; MRP1; MRP2 e MRP4, genes de proteinas transportadoras
ABC. Para os experimentos, as células foram expostas por 24 horas e 15 dias com o
BDE-209 e TCDD, para as concentragbes teste de 0,01; 0,1 ¢ 1,0 nM/mL. Os
resultados indicam que o contaminante BDE-209, altera diferentes parametros em
24 horas de exposicdo como: metabolismo lisossomal (1~20%), expressdo génica
dos transportadores ABC: ABCB1 (1~22%), ABCC1 (1~10%), ABCC2 (1~27%) e
ABCC4 (1~44%) e atividade das proteinas transportadoras (|~29%). Com a
exposicdo de 15 dias foi observada alteragdo dos seguintes parametros:
metabolismo lisossomal (|~13%), proliferacdo/adeséo celular (1~10%), expressao
génica de ABCB1(MDR1) (|~3,5%); ABCB5(MDR5) (1~2,5%); ABCC1(MRP1)
(13,5%); ABCC2 (1~1,2%), ABCC4 (~3,0%) e atividade das proteinas
transportadoras (1~30%). Ja para o contaminante TCDD, os resultados também
apresentaram alteragcdes nos parametros em 24 horas de exposicdo como no
metabolismo lisossomal (1~22%), proliferacdo/adesao celular (1~23%) e nos niveis
de expressao génica dos transportadores ABC: ABCBS5 (1~42%), ABCC1 (1~20%),
ABCC2 (1~15%) e ABCC4 (1~33%) enquanto para a exposi¢ado de 15 dias as
alteracdes foram na proliferacdo/adeséo celular (|~11%) e expressdo génica de
ABCB1 (]~0,2%); ABCB5 (MDR5) (|~1,3%); ABCC1(MRP1) (1~1,2%); ABCC4
(MRP4) (|~1,5%). Em geral, os dados apresentados sugerem que a exposicao aos
contaminantes BDE-209 e TCDD, podem estar potencializando a resisténcia das
células do melanoma, tornando-as menos sensiveis ao tratamento quimioterapico,
principalmente pela atividade e expressé&o génica dos transportadores ABC:PGP e
MRP. Esses dados reforcam a importancia da busca pela compreens&o do risco de
exposicdo humana a xenobidticos.

Palavras Chaves: Poluentes organicos persistentes (POPs), Proteinas
transportadoras ABC, PGP, MRP; Melanoma, B16F1.



ABSTRACT

Environmental contaminants 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) and 2,2 ',
3,3, 44 ' 55 6,6'-decabromodiphenyl ether (BDE- 209), are denominated
persistent organic pollutants generated primarily during anthropic activities and have
been constantly released into the environment. Due to their lipophilic capacity,
exposure to these contaminants is frequent, starting in the fetal phase and extending
after birth and through adulthood. Melanoma is a type of aggressive skin cancer,
featuring metastatic ability and rapid progression. It is known that during
chemotherapy treatment there may be a decrease in the drugs effects due to
increased expression and/or activation of ATP binding cassette proteins. These
membrane proteins act by recognizing different compounds and promote the efflux of
cellular metabolites, secretion of hormones, as well as efflux of xenobiotics out of the
cell. This property makes the drugs present in the treatment have their effects
minimized exactly by the action of these carrier proteins. In the present study, we
used the B16F1 murine melanoma line as an experimental model to evaluate the role
of the xenobiotics BDE-209 and TCDD in the cellular efflux proteins. The cells were
cultured in high glucose DMEM medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) and antibiotic and incubated at 37 ° C and 5% CO:2 in a humidified
atmosphere. The assays for the cytotoxicity investigation of environmental
contaminants were MTT, neutral red, crystal violet and clonogenic. To evaluate the
activity of the efflux proteins were performed the assay MXR and analysis of gene
expression the MDR1; MDR5; MRP1; MRP2 and MRP4, ABC carrier protein genes.
For the experiments, the cells were exposed for 24 hours and 15 days with BDE-209
and TCDD, at concentrations of 0.01; 0.1 and 1.0 nM/mL. The results indicated that
the BDE-209 changes different parameters in 24 hours of exposure, such as:
lysosomal metabolism (1~20%), gene expression of ABC transporters: ABCB1
(1~22%), ABCC1 (1~10%), ABCC2 (1~27%) and ABCC4 (1~44%) and activity of the
ABC carrier proteins (]~29%). With the exposure of 15 days, the following
parameters were observed: lysosomal metabolism (|~13%), cell proliferation /
adhesion (1~10%), gene expression of ABCB1 (MDR1) (|~3.5%); ABCB5 (MDRY5)
(1~2.5%); ABCC1 (MRP1) (1~3.5%); ABCC2 (1~1.2%); ABCC4 (~3.0%) and activity
of the ABC carrier proteins (1~30%). For the TCDD, the results also showed
alterations in the parameters in 24 hours of exposure as in the lysosomal metabolism
(1~22%), cell proliferation/adhesion (1 ~23%) and in the levels of ABC expression
ABCBS5 (1~42%), ABCC1 (1~20%), ABCC2 (1~15%) and ABCC4 (1~33%) while for
the 15 day exposure the changes were in cell proliferation/adhesion (|~11%) and
ABCB1 gene expression (|~0.2%); ABCB5 (MDRS5) (|~1.3%); ABCC1 (MRP1)
(11.2%); ABCC4 (MRP4) (]~1.5%). In general, the data presented suggest that
exposure to BDE-209 and TCDD may be potentiating the resistance of melanoma
cells, making them less sensitive to chemotherapeutic treatment, mainly due to the
activity and gene expression of ABC. PGP and MRP transporters. These data
reinforce the importance of the search for the understanding of the risk of human
exposure to xenobiotics.

Keywords: Persistent organic pollutants (POPs), ATP-binding cassette (ABC), PGP,
MRP; Melanoma, B16F1.
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1 INTRODUGAO

Os poluentes orgéanicos persistentes como o TCDD e BDE-209, séo
dificilmente degradados no ambiente principalmente pela sua natureza lipofilica e
estdo presentes em diversos extratos ambientais, sendo portanto, considerados
onipresentes, aumentando potencialmente o risco de exposicdo a populacéo
humana desde os primeiros meses de vida. No entanto, ha poucos estudos
apresentado até o momento, que permita avaliar se alguns poluentes, como o TCDD
e o BDE-209, sdo capazes de interferir com o fendtipo de células tumorais no
sentido de torna-las mais agressivas e resistentes ao tratamento quimioterapico.

O TCDD é o congénere mais toxico das dioxinas e apresenta diversos
efeitos biolégicos, assim como no sistema imunoldgico, nervoso, altera também
fungdes do sistema reprodutor e érgados como o figado e o pancreas (Brulport et al.,
2017). A fonte de dioxinas ocorre principalmente pela atividade antropica, através de
subprodutos de diversas reacdes quimicas utilizadas na industria como na produg¢éo
de pesticidas ou no branqueamento de papel e celulose ou mesmo pela combustao
de produtos industrializados. Além disso, esse composto pode ser liberado através
de eventos naturais como erupgdes vulcanicas e incéndios florestais (Assuncéo,
Pesquero, 1999; Cabrita ef al., 2003; Who, 2014).

O BDE-209 é uma molécula amplamente utilizada como aditivo retardante
de chama (Darnerud et al., 2001; McDonald, 2002), ja foi detectado no leite materno
e também em diversos componentes da dieta humana. A sua ampla dispersao deve-
se ao seu uso em larga escala e sua persisténcia no ambiente. E uma molécula
amplamente utilizada na composicdo de diversos itens como: dispositivos
eletrébnicos, mobiliarios, materiais de construcdo, polimeros, materiais plasticos,
téxteis, tintas, no entanto a poeira doméstica € uma das principais fontes de
exposicado (Meng et al., 2016; Xiao et al., 2016; Zhai et al., 2016).

Como essas substancias podem ser encontradas nos mais diversos extratos
do ambiente e a grande diversidade de fontes de exposicdo humana, faz-se
necessario uma melhor compreensado do risco de exposicdo a essa molécula.
Estudos recentes do nosso Grupo de Pesquisa mostraram evidéncias de que alguns
poluentes organicos podem de algum modo alterar 0 padrdo de malignidade de
células tumorais. Esses resultados chamou a atencdo, pois é esperado de uma
maneira geral, e os dados da literatura mostram isso, de que o0s xenobidticos levam

ao desgaste celular interferindo negativamente com a integridade da célula ou do
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tecido. Esse paradigma levou a criacdo de uma hipdtese a qual passou a ser
testada, e sendo esse estudo uma parte dessa investigacdo. A hipétese que se criou
foi se tais moléculas seriam capazes de interferir com o fenétipo de células tumorais
ao ponto de aumentar sua malignidade e com isso afetando negativamente o
tratamento quimioterapico. Isso poderia estar diminuindo a sensibilidade das células

tumorais o que favoreceria o agravamento da doenca.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os poluentes organicos persistentes (POPs), s&o contaminantes ambientais
facilmente bioacumulaveis pela sua caracteristica lipofilica e persisténcia no
ambiente. Esses poluentes sio resistentes a degradacdo natural podendo persistir
no ambiente por décadas (Cerniglia, 1992; Martin et al., 2004; Scheringer, M. ef al.,
2004; Macdonald et al, 2005). Além disso, muitos dos poluentes orgéanicos
persistentes apresentam a capacidade de migrar por longas distancias e alcancar
regides do planeta distantes das suas fontes de emiss&o e com isso acumulando-se
mesmo em locais onde ndo s&o produzidos ou utilizados (Wania, Mackay, 1996;
Pozo et al., 2006).

Avaliar os efeitos da exposicdo a esses tipos de poluentes como a classe dos
Eteres de Difenil Polibromados (PBDEs) e os Bifens Policlorados (PCBs), constituem
um desafio de grande propor¢do tanto ambiental como para a saude publica.
Estudos tem demonstrado o grande potencial toxico desses contaminantes em
organismos vivos cronicamente expostos, mesmo em baixissimas concentragdes.
Em geral os POPs afetam os sistemas enddcrino, imunoldgico, nervoso e
reprodutivo (lkonomou et al., 2005; Carpenter Do, 2013; La Merrill ef al., 2013).

O composto orgénico clorado 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)
(Figura 1) é considerado o membro mais toxico da familia das dioxinas (Pesatori et
al., 2009). Essa substancia é um composto aromaticos triciclico, onde os atomos de
cloro se ligam aos anéis benzénicos, possibilitando a formagdo de um grande
numero de congéneres. Essas moléculas s&o dificiimente degradadas no ambiente e
podem se dispersar alcancando regides muito distantes da sua fonte de emissao.
Além disso, s&o moléculas altamente lipofilicas o que facilita sua bioacumulacéo e
biomagnificacdo, acumulando-se principalmente no tecido adiposo de animais (NTP,
2011).
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A origem das dioxinas pode ser através de subprodutos de diversas reacbes
quimicas utilizadas na produc¢ao industrial, e € liberada naturalmente pelas erup¢des
vulcanicas e incéndios florestais (Assungado, Pesquero, 1999; Cabrita et al., 2003;
Who, 2014). A meia-vida do TCDD é em torno de 8 dias no ar, 6 meses na agua e
mais de 100 anos no solo e nos sedimentos (Sinkkonen, Paasivirta, 2000).

A exposicdo humana a dioxina decorre 90% pela alimentacdo através de
itens da dieta ricas em gordura contaminada com o poluente como carne, peixes e
produtos lacteos, o restante ocorre através da pele ou inalacdo o que gera um
problema de saude publica (Roeder et al., 1998; NTP, 2006). Os efeitos da
exposicdo humana ao TCDD tem sido relatado no desenvolvimento, reproducéo,
sistema imune além de apresentar efeitos carcinogénicos, neuronais € vasculares
(NTP, 2006; XU et al., 2017; Pelc T et al., 2018).

Figura 1. Estrutura tridimensional da molécula do TCDD

Fonte: A Autora (2019).

O contaminante ambiental 2,2' 3,3',4,4' 5,5' 6,6'-decabromodifenil éter (BDE-
209) (Figura 2), também €& uma substancia de grande persisténcia ambiental,
apresenta caracteristica lipofilica, e tem sido frequentemente encontrado em tecidos
humanos (Gao et al., 2015; Haraguchi et al., 2016). O BDE-209 contém 10 atomos
de hidrogénio e pode apresentar em diferentes posicées de 1 a 10 atomos de
bromo. A possibilidade de qualquer atomo de hidrogénio ser trocado pelo bromo
resulta em 209 possiveis congéneres da molécula (Alaee et al., 2003).

Esse composto pertence a classe dos éteres de difenil polibromados
(PBDEs), o qual tem sido o composto mais comercializado desde o final da década
de 1970 (Hale et al, 2006). Atualmente o BDE-209, vem sendo amplamente
utilizado como retardante de chamas em produtos eletrénicos, plasticos, automoveis,

espumas, téxteis e mobiliarios (Mcdonald 2002; Stapleton et al., 2009; Stasinska et
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al., 2013, e portanto, sdo empregados abundantemente em utensilios de uso diario
no ambiente doméstico (Wit, 2002; Sjédin et al., 2003; Besis; Samara, 2012). Os
PBDEs s&o encontrados também, no ambiente natural como o ar, agua e solo.
Esses compostos podem ser liberados durante a manipulagdo industrial, pela
queima de plasticos ou mesmo pelo descarte ou reciclagem de produtos contendo

essas moléculas na sua composicao (Webster, 2004; Usepa, 2015).

Figura 2. Estrutura tridimensional do congénere BDE-209

Fonte: A autora (2019).
Segundo Hooper e McDonald (2000), a populagdo humana entra em contato

ou sdo expostas aos PBDEs através principalmente, da ingestdo de alimentos que
contém alto teor de gordura, isso devido ao seu acumulo que ocorre pela cadeia
trofica. Law e colaboradores (2003) descrevem a presenca dos PBDEs em uma
grande diversidades de espécies animais. Estudos realizados no Japao mostraram
um aumento do nivel de bioacumulagdo de PBDEs no tecido adiposo humano, onde
os niveis de congéneres de PBDEs relatados em 2003 a 2004, foram relativamente
mais elevados que o encontrado no ano de 2000 (Kunisue et al., 2007). Quanto ao
potencial toxico dos PBDEs, essas substancias podem agir como hepatotdxicos,
provocar alteracbes no sistema imunoldgico, apresentar neurotoxicidade, disturbios
endécrinos e podem ainda promover o desenvolvimento de cancer (Zhou et al.,
2001; Us Epa, 2006; Hoffman et al., 2017).

O fato dessas moléculas de interesse no presente estudo apresentarem uma
distribuicdo ambiental diversificada e em concentragdes relativamente altas,
possibilita uma exposicdo diaria e constante a populacdo humana. Embora o
potencial toxico dessas moléculas seja ja relativamente bem descritos, ha poucos

dados na literatura que relacione as mesmas com a mudanca do fenétipo de células
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tumorais, favorecendo sua malignidade pela diminuicdo da sensibilidade dessas
células ao tratamento quimioterapico. Dessa forma, com base na literatura e
resultados prévios do Grupo de Pesquisa em Toxicologia Celular, decidimos avaliar
se 0 TCDD ou o BDE-209 poderiam alterar a atividade de efluxo celular via familia
de proteinas transportadoras de membrana (A TP-binding cassette).

O alvo de estudo restringe-se as células de melanomas cuténeos, as quais o
melanoma € a neoplasia de pele primaria que tem origem nos melandcitos (Slingluff
et al.,, 2011), sendo que esse tipo de tumor pode se desenvolver em qualquer tipo de
tecido onde encontram-se o0s melandcitos, que s&o células pigmentadas
encontrados em quase todos os organismos vivos (Bush, 2003). O melanoma,
quando diagnosticado em estagios tardios, costuma ser de alta mortalidade por ser
um tumor agressivo promovendo metastases, € sua incidéncia tem aumentado nos
ultimos anos, constituindo um importante problema para a saude humana (Balch et
al., 2009; Inca, 2016).

Existem varios fatores ambientais que favorecem o0 surgimento e o
desenvolvimento do melanoma onde o de maior destaque € a exposi¢ao solar. Os
individuos de pele clara, ou pouco pigmentada, apresentam desvantagem quanto ao
desenvolvimento do melanoma devido a pouca quantidade de melanina, €
consequentemente sdo mais expostas aos raios solares. Mesmo que a exposicéo
solar seja relevante, de acordo com Houghton e Polsky (2002), os fatores genéticos
e ambientais também sdo importantes para o desenvolvimento do melanoma.

Nesse contexto, os contaminantes ambientais podem também interferir no
desenvolvimento de melanomas, visto que algumas moléculas podem induzir ou
promover alteracbes nas células iniciando um processo de carcinogénese.
Comprovadamente, alguns contaminantes apresentam essa propriedade e dentre
eles destacamos os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais toxicos (ex.
cadmio, cobalto e chumbo), diversas classes de pesticidas (ex. aldrin, dicloro-difenil-
tricloroetano - DDT e o toxifeno) bem como os bifenis policlorados ou polibromados
(Irigaray et al., 2007; Glahn et al., 2008; Rusyn; Corton, 2012).
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Para testar a nossa hipotese de que BDE-209 e TCDD podem alterar o
fendtipo de células tumorais, utilizamos no nosso modelo de estudo as células de
melanoma murino da linhagem B716F1 (Figura 3). Essas células sdo originadas de
células epiteliais da espécie Mus musculus as quais apresentam caracteristicas de
células aderentes, fusiformes e também capazes de produzir melanina in vitro
(BCRJ, 2014). Existem diversos modelos experimentais para estudos de melanoma,
abrangendo diferentes sublinhagens de células B16. De acordo com ATCC (2016),
todas as linhagens B16F0, B16F1 e B16F10, podem ser transfectadas para

experimentos in vivo, contribuindo assim para a concessao de futuros experimentos.

Figura 3. Células B16F1, melanoma murino.

Fonte: A autora (2019).

Existem diversos estudos utilizando as células B16 e dentre eles
destacamos o trabalho realizado por Nordenberg et al. (1994), os quais avaliaram a
expressdo de proteinas de transporte do tipo MDR. Outros estudos mostraram
resultados de estresse quimico através de avaliagdes citotdxicas, genotoxicas e de
resposta antioxidante (KUMAR et al., 2009). Além disso, Overwijk e Restifo (2001)
descrevem a linhagem B16 como um bom modelo para estudos de melanoma
humano. Face a isso, acreditamos que as células B716F1 constituem um modelo
eficaz para o tipo de investigacdo proposta no presente estudo. Essas células

apresentam um fenotipo menos agressivo em relagcdo as células B16F10, o que
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possibilitara observar um possivel aumento da malignidade dessas células, frente a
exposicdo aos contaminantes como proposto. Além disso, € um modelo celular
conhecido e com metodologias de cultivo bem descritas e padronizadas.

O indice de &bito para muitos tipos de caénceres continua elevado, mesmo
com o desenvolvimento de diferentes drogas quimioterapicas pela industria
farmacéutica (Almeida et al, 2005). Essa circunstancia muitas vezes é
consequéncia do tratamento ineficaz, podendo estar relacionada com a resisténcia
das células tumorais ao tratamento (Tentori ef al., 2013). Um dos mecanismos mais
estudados e que se sabe possuir uma forte contribuicdo para aumentar a resisténcia
das células tumorais a multiplas drogas, € o0 aumento na expressao de bombas de
efluxo de drogas dependentes de ATP, conhecidas como proteinas transportadoras
pertencentes a superfamilia ABC (ATP-binding cassette) (Lopes, 2011),
caracterizando o fendtipo MDR (multidrug resistance) como primeiramente descrito
por Levine et al. (1993).

As proteinas transportadoras ABC (Figura 4), sdo constituidas de uma
estrutura comum agrupada em duas regides transmembranares (TMDs). Essas
possuem o papel de ligar e translocar substratos através da bicamada lipidica, da
mesma forma que possuem também dois dominios hidrofilicos de ligacéo
nucleotidica (NBDs), onde ocorre a ligacéo e hidrélise de ATP (Ter Beek; Guskov;
Slotboom, 2014).

Figura 4. Atividade da proteina transportadora ABC.

Substrate
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Fonte: Z. Chen et al/Cancer Leftters (2015).
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Nesse trabalho, com o intuito de conhecer a resposta celular apds a
exposicédo ao TCDD e ao BDE-209 no sistema de resisténcia a multiplas drogas,
fornecidas pelas proteinas transportadoras ABC, foram selecionados como alvos
moleculares cinco genes pertencentes a duas subfamilias distintas de proteinas
ABC (PGP e MRP), que conferem a resisténcia das células a exposi¢cdo a multiplas
drogas: PGP1/MDR1, PGP5/MDR5, MRP1, MRP2 e MRP4, constituidas pelos
seguintes genes respectivamente ABCCB1, ABCB5, ABCC1, ABCC2 e ABCC4. Os
alvos moleculares foram selecionados a partir de estudos que descrevem o papel
dessas proteinas na eliminacdo de compostos citotéxicos em células de mamiferos
(Gillet; Efferth; Remacle, 2007; Kaspar P Locher, 2016); e também pela evidente
expressdo desses genes em células de melanoma humano (Chen et al., 2009;
Heimerl et al., 2011).

As proteinas transportadoras ABC, da subfamilia P-gp (também conhecida
como glicoproteina P, MDR1 - ABCB) em humanos, sao constituidas por 1260
residuos de aminoacidos, distribuidos em dois dominios de 610 aminoacidos e
ligadas por um pequeno segmento de 60 aminoacidos (Loo; Clarke, 1999; Jones;
George, 2000). Sdo compostas por doze regides transmembranares e dois dominios
de ligagdo do ATP (Chen et al., 1983). A PGP apresenta 170 kDa e é N-glicosilada,
mas o seu nivel de glicosilagéo varia entre as espécies (Teodori et al., 2006). A PGP
exporta uma grande variedade de diferentes classes de drogas, devido ao seu
amplo espectro de substratos, funcionando na protecdo celular contra os
xenobidticos (Matheny et al., 2011; Loo et al., 2013).

As proteinas transportadoras ABC, da subfamilia MRP (ABCC), estéo
associados a resisténcia a multiplos farmacos, visto que se mostraram eficientes no
transporte de drogas em modelo experimental, ou estéo relacionadas a secre¢ao de
metabdlitos e hormdnios (Borst et al., 2000; Johnson; Chen, 2017). A MRP (MRP1).
E uma proteina de 190 kDa constituida de 1531 aminoéacidos que s&o distribuidos
em trés dominios e possui 17 hélices transmembranares, de modo que as hélices
10, 11, 16 e 17 fazem o reconhecimento das drogas a serem translocadas (Daoud et
al., 2001).

3 JUSTIFICATIVA
Os poluentes orgéanicos persistentes como o BDE-209 e TCDD, séo

considerados onipresentes, apresentam grande dispersdo ambiental percorrendo
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longas distancias desde a sua fonte de emissdo. Devido a ampla disperséo e
lipofilicidade desses compostos, a populacdo humana esta frequentemente exposta
a esses poluentes iniciando com o0s primeiros estagios da vida intrauterina, na
amamentacdo e durante toda a vida do individuo através principalmente pelo
alimento.

Dessa forma, € importante conhecer o potencial toxico dessas moléculas,
mas também avaliar outras formas de interagdes bioldgicas. Estudos recentes em
nosso grupo de pesquisa mostraram que células tumorais quando expostas a
determinados poluentes organicos aumentam sua viabilidade em cultivo. Esse fato
levantou a hipdtese de que esses poluentes poderiam estar interferindo com o
progndstico do cancer.

Fundamentado nas informacdes de que a expressdo das proteinas de
transporte de membrana ABC, poderia ser modulada pela presenca de moléculas
xenobidticas na célula, levando as células a um estado de menor sensibilidade
quimica, decidimos estudar o fendtipo dessas células apds exposicido ao BDE-209 e
ao TCDD, com base na expressé&o e atividade das proteinas ABC.

Pretendemos assim, avaliar se o0s poluentes interfferem com esse
mecanismo aumentando a malignidade das células e dessa forma alterando
negativamente o tratamento quimioterapico. Esse tipo de abordagem ¢€ totalmente
inovador e se demonstrado abre um imenso campo de pesquisa, podendo inclusive

interferir com a mudanga de politicas de saude publica.

4 HIPOTESE
Os contaminantes ambientais TCDD e BDE-209 aumentam a expressao
elou atividade de proteinas de resisténcia a multiplas drogas, potencializando a

resisténcia das células de melanoma e interferindo, assim, no progndstico do cancer.

5 OBJETIVO GERAL
Avaliar se a exposicéo prévia ao TCDD e BDE-209 modula a expresséo e/ou
ativacdo das proteinas transportadoras ABC (ATP-Binding Cassette) em células de

melanoma murino (B16F1).
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5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar se a exposi¢cao aos contaminantes TCDD e BDE-209 interfere com
a viabilidade das células B16F1 apos exposicdo aguda de 24h e cronica de
15 dias;

Avaliar a atividade das proteinas transportadoras ABC nas células B16F1,
utilizando a Rodamina B e a Calceina AM como substratos apds exposi¢ao
aos contaminantes;

Investigar os niveis de expressdo de genes relacionados aos transportadores
ABC, MDR e MRP: ABCB1, ABCBS5, ABCC1, ABCC2, ABCC4, apés
exposicédo aguda (24h) e crénica (15 dias) aos xenobidticos TCDD e BDE-
209, nas células B16F1.

Discutir face aos resultados, se os contaminantes TCDD e BDE-209 nas
concentragbes testadas em células B716F1, podem modular a sensibilidade

dessas células tornando-as mais resistentes.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Esse projeto se inicia a partir de dados obtidos de pesquisas recentes do
nosso Grupo de Pesquisa em Toxicologia Celular, in vitro e in vivo que mostraram
um possivel papel modulador no mecanismo de resisténcia a quimioterapicos com a
exposicao de células a poluentes organicos.

Sendo assim, estaremos investigando in vitro o0s paréametros de
citotoxicidade através dos ensaios MTT (metabolismo mitocondrial) e vermelho
neutro (integridade do sistema endossoma lisossoma); proliferacdo/adesao celular
pelo ensaio cristal violeta; e a capacidade das células na formacédo de colénias
através do ensaio clonogénico.

Além disso, analise da expressao génica de alvos moleculares relacionados
as proteinas transportadoras ABC (ABCB1; ABCB2; ABCC1; ABCC2; ABCC4), bem
como a atividade das proteinas transportadoras ABC, por meio do ensaio MXR
utilizando o substrato fluorescente Rodamina B (MDR/MRP) e Calceina AM (MRP).
Para isso, as células foram expostas a diferentes concentragbes do TCDD e BDE-
209 (0,01; 0,1 e 1,0 nM/mL) pelo periodo de 24h e 15 dias.

6.2 CULTIVO DAS CELULAS DA LINHAGEM B16F1

As células de melanoma murino foram cultivadas em meio DMEM,
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e 40ug/mL de Gentamicina, mantidas
a 37°C em incubadora com atmosfera umidificada e 5% de CO2. Foram utilizadas
células entre 7 e 12 passagens. As células foram expostas durante dois tempos
diferentes de 24 horas e 15 dias. Para os ensaios de 24 horas de exposi¢cao, foram
plaqueadas 6 x 10% células/poco (de acordo com o ensaio), em microplaca de 96
poc¢os, cada po¢o com 200 pl de meio DMEM.

Em seguida, apbés 24 horas para a adesdo das células, foi realizada a
exposicado aos contaminantes BDE-209 ou TCDD, nas concentragdes 0,01; 0,1 e 1,0
nM/mL por 24 horas. Apds o tempo de exposicdo os diferentes ensaios, como
descritos a seguir, foram processados. Nos ensaios de 15 dias de exposi¢cdo foram
plaqueadas 1 x 10° em garrafas médias, com 10 mL de meio DMEM, com os
contaminantes BDE-209 ou TCDD nas concentracées de 0,01; 0,1 e 1,0 nM/mL. As

trocas de meio foram realizadas a cada 3 dias, com os devidos contaminantes nas
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concentracGes estabelecidas, desse modo, refletindo em exposi¢cdes cumulativas.
Foram realizados de 3 a 4 subcultivos durante a exposi¢cado de 15 dias. No 15° dia de
exposicéo, as células foram soltas das garrafas com tripsina e plaqueadas 6 x 10°
células/pogo (de acordo com o ensaio), em microplaca de 96 pocos, cada po¢o com
200ul de meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Esperava-se 24 horas para
adesado das células na placa de 96 pogos e entdo executava-se o protocolo dos
diferentes experimentos. Os experimentos foram realizados no minimo de triplicatas

e trés experimentos independentes.

6.3 CONCENTRACOES DE POLUENTES TESTADAS E GRUPOS
EXPERIMENTAIS

A escolha das concentracfes foram baseadas em dados encontrados na
literatura, onde a concentrac&o de cada um dos poluentes utilizados foi detectada no
soro humano nas seguintes concentra¢des: BDE-209 1,0 nM e TCDD 0,1 nM
(ATSDR, 1998 apud EGELAND et al, 1994; MAZDAI et al, 2003). Portanto,
selecionamos concentracdes proximas aos valores reais para ambos 0s poluentes,
possibilitando assim comparar o papel de cada um deles. Essas mesmas
concentragbes foram utilizadas em estudos prévios no Laboratério de Toxicologia
Celular, o que reforcou 0 uso das mesmas pelos resultados apresentados
possibilitando também, a continuidade dos estudos. Concentra¢cdes que foram

testadas para ambos os poluentes (Tabela 1):

Tabela 1. Concentrac6es testadas para ambos os poluentes

Concentragbes Utilizadas [nM]
Concentragéo | 0,01
Concentragéao Il 0,1
Concentragao lli 1,0

Fonte: A Autora (2019)

As solugbes-estoque dos contaminantes foram preparadas em DMSO e
mantidas em frascos de vidro ambar estéreis, a -20°C. A concentracdo final de

DMSO no grupo controle e nos grupos expostos ao TCDD e BDE-209 foi de 0,1%.
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Para ambos os tempos de exposicdo foram mantidos dois grupos controles em
paralelo, o grupo controle (células sem exposi¢éo) e o controle veiculo (DMSO), com
a concentragdo utilizada para solubilizar os contaminantes. A analise da resposta

aos contaminantes foi organizada em grupos, conforme a tabela abaixo:

Tabela 2. Organizacdo dos grupos expostos

Controle Controle DMSO
Concentragdées BDE-209 0,01 nM 0,1 nM 1,0 nM
Concentragdes TCDD 0,01 nM 0,1 nM 1,0 nM

Fonte: A Autora (2018).

6.4 ENSAIO MTT

O MTT é um dos ensaios para avaliar a citotoxicidade, que baseia-se na
capacidade de células viaveis reduzirem o MTT (3 - [4,5-dimetil-2-il] -2, brometo de
5-difenil tetrazdlio), através das desidrogenases formando cristais de formazan que
possuem cor roxa caracteristica ao serem dissolvidos em DMSO, possibilitando
quantificagdo por espectrofotometria (REILLY et al., 1998).

Apds o periodo de incubacdo e exposicdo 0 meio foi retirado e adicionado
200uL de (MTT), incubado por 3 horas a 5% de CO2 e 37°C. O MTT foi removido
dos poc¢os e lavado com PBS, e os cristais intracelulares solubilizados com 100uL
DMSO, e entdo foi realizando a leitura em 550nm (BORENFREUD; BABICH;
MARTIN-ALUACIL, 1988, MOSMANN, 1983; POSKUS, 2009).

6.5 VERMELHO NEUTRO (RN)

O ensaio de vermelho neutro avalia a captagdo e posterior acumulo do
corante nos endossomos e lisossomos. O ensaio baseia-se na ligagdo do vermelho
neutro, um corante supravital fracamente catiénico, a matriz lisossémica de células
viaveis apos sua incubacéo com agentes toxicos (BABICH; BORENFREUND, 1990).

Apds o periodo de exposicdo aos contaminantes, foi retirado o meio DMEM,
e adicionado um total de 200uL de solucdo de NR (50pg/mL) em cada pogo e
incubado a 37°C durante 2 horas. Em seguida, as células foram lavadas com formol
0,5% e calcio 0,1% em agua. Posteriormente foi adicionado uma solugcdo de acido

acético 1%, etanol 50%. As células ficaram em repouso por 15 minutos, na
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sequéncia foi homogeneizado o conteudo dos pogos, aguardado por 5 minutos € em
seguida foi realizado a leitura a 540nm em espectrofotdmetro (BORENFREUD;
BABICH; MARTIN-ALUACIL, 1988; FOTAKIS; TMBRELL, 2006; MACHANA et al.,
2011).

6.6 ENSAIO DE CRISTAL VIOLETA
O ensaio do cristal violeta (cloreto de pararosanilina) € um corante basico
também conhecido como violeta de Genciana, que cora o nucleo das células, de
forma que a taxa de crescimento celular/quantidade de células aderidas é refletida
pela determinac&o colorimétrica das células coradas (GILLIES et al., 1986, VEGA-
AVILA e PUGSLEY, 2011).

Apdbs o periodo de tratamento as células foram lavadas com PBS, fixadas
com metanol por 30 minutos em temperatura de - 8°C, coradas com 100uL da
solugé@o de cristal violeta (0,25 mg/ml) em agua durante 15 minutos a temperatura
ambiente, e em seguida lavadas com agua destilada. Fez-se a elui¢do do corante
utilizando uma solugdo de acido acético 33%, sob agitacdo constante, por 30

minutos; a leitura foi feita em 570nm em espectrofotdmetro.

6.7 ENSAIO CLONOGENICO

O ensaio clonogénico é utilizado para a analise da capacidade das células na
formacao de colbnias. Apds 15 dias de exposicdo aos contaminantes nas garrafas
de cultivo celular, as células foram soltas e plaqueadas 250 células por po¢o em
placas de 24 poc¢os e incubadas por 7 dias. O meio foi descartado, as células fixadas
com metanol 2% em PBS durante 30 min, coradas com cristal violeta 0,5% por 15
min e as colbénias contadas em microscdpio invertido e fotografadas. Para o calculo
do fator de sobrevivéncia (FS), considera-se o tamanho e a quantidade de colbnias
observadas (>50 células); quanto mais coldnias € maiores, maior a capacidade de
proliferacéo e crescimento celular (MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005).

6.8 DESENHO DOS PRIMERS PARA ANALISE DE gPCR
Os primers foram desenhados baseados no préprio mRNA, apos download
das sequéncias de mRNA e do gene a ser estudado. Iniciou-se a obtencdo dos
possiveis primers no programa primer 3 a partir da sequéncia do mRNA. No

programa GeneRunner foi introduzido a sequéncia do gene e testado a hibridizacéo
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dos primers, observando o tamanho do amplicon formado. Realizou-se 0 mesmo
procedimento, observando o amplicon gerado pela sequéncia de mRNA. Essa etapa
tem como objetivo, identificar se ha diferencas do amplicon do gene e do mRNA.
Essa diferenca € necessaria para identificar uma possivel contaminacdo de DNA
gendmico na amostra de cDNA. Apds a confirmacéo de diferenciacdo do primer
(amplicon do cDNA diferente do amplicon do gene), foi realizado comparacées dos
primers contra o GenBank.

Os primers foram validados por BLASTx e ap6s suas sinteses através de
PCR convencional, em que as bandas correspondiam ao tamanho em pares de base
de cada amplicon previsto nos testes in silico. Por fim, foi realizado o desempenho
em reacdo de gPCR com SYBRgreen. A concentracdo ideal de 6 picomol de primers

e concentracao do cDNA (5uM) foram utilizadas.

Tabela 3. Nome dos genes com seus respectivos pares de bases de cada amplicon.
F 5 CGAGACATGTGATCAAGCATC 3
R 5 GCTATTTCTTTCTGCGTGCAT 37
F 5’ CATTGCTGGTTTTGATGGTG 3
R 5'CAATTTCATTTCCTGCTGTCTG 3
F 5 CTTTATGAATGGAGCCTA 3" R &
TCACACTGAAGAAAACAGCAAGA 37
F 5" GAACCTCCCACACTGAATGG 37
R 5" GGGCTGACAGCAGAGATGAC 3’
F5 GCCTCTTTTACTTGGGACC 3’
R 5’ AGCCTACAGTGCCCACCACAG 3’
F 5 GGCTTCAAGGCCTACAAGAA 3’
R 5" AAGCCACCAGTCCTGAAGAA 3'.
Fonte: A Autora (2019).

BETA2MICROBLOBULIN (amplicon 110pb)

ABCB1 (amplicon 116pb)

ABCBS5 (amplicon 104pb)

ABCC1 (amplicon 103pb)

ABCC2 (amplicon 101pb)

ABCC4 (amplicon 117pb)

6.9 EXTRACAO DE RNA TOTAL E CONVERSAO PARA cDNA
A extracdo do RNA total das amostras foram efetuada através do kit Purelink
RNA mini Kit (Applied Biosystems — Thermo Fisher) utilizando protocolo
recomendado pelo fabricante. Apresentou RNAtotal de 6tima qualidade, confirmado
pela quantificacdo em espectofotometro através da razédo de absorcdo A260/A280,
na qual, a razdo mostrou um valor médio de 1,628, o que justifica 0 material limpo.

Em seguida o material foi convertido em cDNA total utilizando kit Superscript IV
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(Applied Biosystems — Thermo Fisher). Os procedimentos moleculares, foram

realizados no Laboratério de Patologia da UFPR.

6.10 EXPRESSAO GENICA - gPCR

A analise da expressé&o génica foi realizada por PCR em tempo real (QPCR)
utilizando como gene endoégeno a beta-actina murino como descrito em literatura,
estabelecendo assim comparagdes nos niveis de expressdo entre diferentes
amostras antes e apds a exposicdo aos contaminantes do trabalho. As reacdes
foram realizadas em termociclador Step one fast system (Applied Biosystems),
utilizando o SYBRGreen PCR Master Mix para cada rea¢do. Termociclagem de
acordo com o recomendado pelo fabricante para o kit utilizado (40 ciclos — 94°C para

desnaturar seguida da temperatura de ligag&o dos primers a 60°C).

6.11 ATIVIDADE DE TRANSPORTE DE RODAMINA B

O método se baseia no efluxo de rodamina B pelos transportadores do
sistema MXR (MDR e MRP), visto que a rodamina atravessa a membrana
plasmatica entrando na célula de forma passiva, e entdo € efluxada ativamente pelo
sistema de transporte celular. Sendo assim quanto maior a fluorescéncia, maior a
atividade desses transportadores, enquanto, o inverso representa uma inibicdo do
sistema.

Apds a exposicdo das células, o meio de cultura presente nos pogos foi
substituido por 200 ul de solu¢do contendo 1 uM de rodamina B em PBS para
determinacdo das atividades da glicoproteina-P (P-gp). Apds periodo de 30 min de
incubagédo, os pogos foram lavados duas vezes com PBS para garantir que
resquicios de corante sejam removidos. Em seguida, foi adicionado 200 ul de PBS
em cada pocgo e incubado por 10 minutos.

Apds o periodo de incubacgado foi transferido o sobrenadante para uma
microplaca preta e realizado a leitura no espectrofotdmetro no tempo 0 € 10 minutos.
Mensura-se a intensidade de fluorescéncia em espectrofluorimetro (A de excitacéo =
485 nm; A de emissdo = 530 nm). Os procedimentos foram realizados evitando a
exposicao a luz para evitar perda de fluorescéncia.

Para confirmar a atividade da P-gp foi adicionado o verapamil a 60 uM
durante 24h antes da incubagdo com rodamina B, um bloqueador do transportador,

ou um competidor de substrato, para o controle positivo. (Cornwall et al., 1995;
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Pessatti et al., 2002; Liebel et al., 2015). O tempo de incubacédo foi determinado a
partir de testes realizados, e escolheu-se o tempo de 10 minutos, que apresentou

maior efluxo (Grafico 1).
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Grafico 1. Teste da intensidade de fluorescéncia de Rodamina B, tempo 0, 10 e 20 minutos. *p<0.01.

6.12 ATIVIDADE DE TRANSPORTE DE CALCEINA AM

Os ensaios foram realizados segundo Luckenbach (2008) com modificagdes.
A calceina-AM € um substrato n&o fluorescente tanto da P-gp quanto da MRP. Uma
vez no interior da célula, a calceina-AM é hidrolizada por esterases citosolicas para
a forma quimica fluorescente, a calceina. A forma fluorescente € transportada
somente pela MRP. A alta fluorescéncia extra-celular da calceina representa alta
atividade das proteinas transportadoras.

Apds a exposicdo aos contaminantes, as células foram incubadas com
calceina AM a 0,5uM, por uma hora. Em seguida as células foram lavadas com PBS
e na sequencia adicionado 200ul de PBS, e transferiu-se o sobrenadante para uma
microplaca preta de 96 pocos. Procedeu-se entdo a medida da intensidade de
fluorescéncia no tempo zero e 10 minutos (A de excitacdo = 488 nm; A de emisséo =
530 nm). Para confirmar a atividade da MRP foi adicionado a indometacina a 200 uM
durante uma hora antes da incubag&o com calceina AM, na qual, manteve-se apds a

incubac&o com calceina AM, usado como controle positivo.

6.13 ANALISE ESTATISTICA
Para os ensaios in vitro, foram realizados trés experimentos independentes
para cada ensaio, com pelo menos trés replicatas por grupo. Os dados representam

as médias das pseudoréplicas de cada grupo experimental, num total de 3 valores
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por grupo experimental (equivalente aos 3 experimentos independentes) foram
analisados através do teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis seguidos pelo pos-
teste de Dunns, quando aplicavel para comparagcdo dos grupos expostos versus
controle (veiculo DMSO).

A analise por gPCR apresenta seu resultado de comparacéo dos niveis de
MRNA dos alvos por AACT, em relagéo ao controle enddgeno, seguido da analise
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunns quando aplicavel,
para comparagao dos niveis de mRNA dos grupos expostos versus controle (veiculo
DMSO). Nos graficos os controles s&o equivalentes ao valor de 1, sendo que, séo
observadas as diferengas relativas em relagdo ao controle, porém, no texto foram

mencionados os valores em porcentagem, para facilitar o entendimento do leitor.

7 RESULTADOS

7.1 ENSAIO MTT

Para esse ensaio, a concentracdo de DMSO, utilizada para diluir os
contaminantes na exposi¢cado de 24 horas e de 15 dias, nao apresentou alteracdes
significativas, quando comparado com o grupo controle sem o veiculo DMSO
(Grafico 2 A-B).
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Grafico 2. Valor relativo em relacdo ao controle da concentracéo utilizada do solvente DMSO,
para diluir os contaminantes BDE-209-209 e TCDD. p < 0,05.
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O mesmo foi observado quando as células foram expostas aos xenobidticos
BDE-209 e TCDD tanto apds 24 horas (Grafico 3 A-B) como em 15 dias (Grafico 3
C-D), visto que ndo houve diferengas significativas na capacidade das células

converterem MTT em cristais de formazan quando comparado com o grupo controle.

A) B)
MTT-24h MTT -24 h
@ o
2 151 g 20
C
o (=]
s} [&]
: T : -
@ —— © 1.54
g o & 1
O O o
0} E ) s £
° e =
5 g e
_g e _g
@ s
E E .-.I-I.-.I-I
5 e 5 o
m 1 T o 1 T
> >
S) & e & o o
S & S » & &
nM/mL nM/mL
C) D)
MTT - 15 dias
MTT - 15 dias 5 1.5-
a = .
2 15 §
& o
§ o]
o 5 1.0 - — I
% W= s
i - 2| B e
o 1 = il = B ] k==
. E
& : o 051
. 2
- 2
- : , 3 00 e .
= *, [+ = B 1+
Qg}“’ﬁ .‘ ,5:3’\‘ “5"(? Q‘:Jﬁ(} d:hqg- &F k-
Q}ﬁ} & « 4
Ak/mL - nMImL

Grafico 3. Conversdao do MTT em formazan em células B16F1 apdés 24 e 15 dias a diferentes
concentracbes de BDE-209-209 E TCDD (0,01-1,0 nM/mL). Média de trés experimentos
independentes com seis replicatas por grupo. p < 0,05.
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7.2 ENSAIO DO VERMELHO NEUTRO
A concentracdo de DMSO, utilizada para diluir os contaminantes na exposi¢éo
aguda de 24 horas e crbnica de 15 dias, ndo apresentou alteragdes significativas,

auando comparado com o grupo controle (Grafico 4 A-B).
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Grafico 4. Valor relativo em relacédo ao controle da concentracdo utilizada do solvente DMSO, para
diluir os contaminantes BDE-209-209 e TCDD.

No ensaio do vermelho neutro apds a exposi¢cdo por 24 horas, os resultados
mostraram um aumento significativo na atividade do sistema endossoma lisossoma,
caracterizado pela retencao do corante, na concentracédo de BDE-209 0,01 nM/mL
(~20%) (Grafico 5 A) e nas concentragdes do TCDD 0,1 e 1,0 nM/mL (~22%)
(Gréfico 5 B). No entanto, para a exposi¢ao crénica de 15 dias houve uma redugéo
da retencdo do corante pelo sistema apds as exposi¢cdes ao BDE-209 1,0 (~13%)
(Gréfico 6 A), enquanto para as concentracbes do TCDD, n&o foram observadas
alteracGes da retenc&o do corante vermelho em relagéo ao controle (Grafico 6 B).
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Grafico 5. Acumulo do corante vermelho neutro pelo sistema endolisossomal em células B16F1 apés
24 de exposicdo em diferentes concentra¢cdes de BDE-209-209 E TCDD (0,01-1,0 nM/mL). Média de
trés experimentos independentes com seis replicatas por grupo. *p<0,1.
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Grafico 6. Acumulo do corante vermelho neutro pelo sistema endolisossomal em células B16F1 apés
15 dias de exposicdo aos contaminantes BDE-209-209 e TCDD em diferentes concentracées (0,01-
1,0 nM/mL). Média de trés experimentos independentes com seis replicatas por grupo. *p<0,1.

7.3 ENSAIO DE CRISTAL VIOLETA
A concentracdo de DMSO, utilizada para diluir os contaminantes na exposi¢céo
aguda de 24 horas (Grafico 7 A) e crbénica de 15 dias (Grafico 7 B), ndo apresentou

alteragdes significativas, quando comparado com o grupo controle.
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Grafico 7. Valor relativo em relacdo ao controle da concentragéo utilizada do solvente DMSO, para
diluir os contaminantes BDE-209-209 e TCDD.
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Através do ensaio de cristal violeta, ndo foram identificadas alteracbes na
proliferacéo e/ou adesio celular em células expostas por 24 horas as diferentes
concentragdes de BDE-209 (Grafico 8 A), no entanto, quando expostas as diferentes
concentragbes de TCDD foi observado um aumento significativo na
proliferacdo/adeséo celular (~23%) para todas as concentragbes testadas (Grafico 8
B). Contrario ao observados para os experimentos agudos, nos ensaios de 15 dias,
foi observado nas células expostas a concentracdo 0,01 de BDE-209 um aumente
dos niveis de proliferacdo/adeséo celular em ~10% (Grafico 8 C), enquanto houve
uma reducdo desses mesmos niveis nas células expostas a concentracéo de TCDD
0,1 em ~11% (Grafico 8 D).
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Grafico 8. Proliferacdo celular apés 24 e 15 dias de exposicédo a diferentes concentra¢des de BDE-
209-209 e TCDD. Asterisco (*) indica diferenca significativa em relagédo ao grupo controle p<0,05 para
TCDD na concentracédo de 0,1; e (*) para a concentracdo de TCDD 0,01 e 1,0 p<0,1. Para o cristal
violeta de 15 dias de exposicdo p< 0,05. Trés experimentos independentes.
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7.4 ENSAIO CLONOGENICO

O ensaio clonogénico possibilita avaliar a capacidade de formagéo de colbénias e
no presente estudo foi realizado apds a exposicdo de 15 dias aos contaminantes.
Em relacdo ao espago ocupado pelas células, ndo foi observada diferenca
estatistica, quando comparado as diferentes concentracbes de BDE-209 e TCDD
com o controle do veiculo. No entanto, € possivel verificar na imagem (Figura 5), a
formacéo de coldnias nos respectivos grupos controles: (A) Controle; (B) Veiculo
BDE; (C) Veiculo TCDD. Enquanto apresenta a formacéo de coldnias menores das
células comparativamente aos grupos controles, encontrada nas placas contendo as

diferentes concentracdes testadas de ambos os poluentes (Figuras 5 D-I).

Figura 5. Imagens do ensaio clonogénico, para a analise de formacao de colbnias. (A) Controle; (B)
Veiculo BDE; (C) Véiculo TCDD; (D) 0,01 nM de BDE-209 (E) 0,1 nM de BDE-209; (F) 1,0 nM de
BDE-209; (G) 0,01 nM de TCDD; (H) 0,1 nM de TCDD; (I) 1,0 nM de TCDD (escala = 200um).
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7.5 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA — gPCR

Nos resultados de expressédo génica, foram analisados os genes: ABCB1,
ABCB5, ABCC1, ABCC2, ABCC4, alvos moleculares relacionados as proteinas da
superfamilia de transportadores ABC, da subfamilia MDR e MRP, responsaveis pelo

efluxo de drogas e resisténcia a multiplos farmacos.

7.5.1 Gene ABCB1

Para a exposicdo de 24 horas ao contaminante BDE-209, a expressao
génica de ABCB1(MDR1), apresentou um aumento significativo dos niveis de
expressao génica na concentracéo de 1,0 nM em relac&o ao veiculo DMSO (~ 22%)
(Gréfico 9 A). Para a exposicdo com TCDD, n&o foram observadas mudangas

significativas na expresséo desse gene (Grafico 9 B).
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Grafico 9. Niveis de expressado dos genes ABCB1 em células B16F1 apos exposicdo de 24h ao BDE-
209 e TCDD em diferentes concentracdes (0,01; 0,1 e 1,0 nM/mL). Asterisco (*) indica diferenca
significativa em relacdo ao controle veiculo; Controle: niveis da expressdo génica das células sem
exposicao; *** p<0,001. Trés experimentos independentes.

Quando as células foram expostas por 15 dias ao contaminante BDE-209,
observou-se uma diminui¢éo nos niveis de expresséo génica de ABCB1 (MDR1), na
concentragdo de 1,0nM em relagdo ao controle (veiculo BDE) (Gréfico 10 A). Na
exposicdo ao TCDD também foi observado uma diminuigdo na expressao, mas, na

menor concentragdo (0,01nM) em relag&o ao controle (veiculo TCDD) (Gréfico 10 B).
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Grafico 10. Niveis de expresséo génica de ABCB1, em células B16F1 apo6s exposi¢ao de 15 dias ao
BDE-209 e TCDD em diferentes concentracées (0,01; 0,1 e 1,0 nM/mL) em comparagdo com o
controle veiculo (DMSO); Controle: niveis da expressédo génica das células sem exposicdo; *p< 0,05.
Trés experimentos independentes.

7.5.2 Gene ABCB5

Apos exposicado de 24 horas ao contaminante BDE-209, a expresséo génica de
ABCB5 (MDR5), néo apresentou mudangas significativas nas diferentes
concentragcbes em relacéo ao veiculo BDE, porém, houve um aumento dos niveis de
expressdo comparando o veiculo BDE com o controle (sem exposi¢éo) (Grafico 11
A). No entanto, quando as células foram expostas ao TCDD foi observado um
aumento dos niveis de expressédo do gene ABCBS5 para a menor e maior
concentracéo de 0,01nM (~37%) e 1,0nM (~48%) em relagcdo ao controle (veiculo
DMSOQ). Também foi observada diferenga significativa entre as concentracées de 0,1
e 1,0nM de TCDD (~48%) (Grafico 11 B).
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Grafico 11. Expressdo génica de ABCB5 em células B716F1, apds exposicdo de 24 dias aos
contaminantes BDE-209 e TCDD em diferentes concentra¢des (0,01; 0,1 e 1,0 nM/mL) em relacéo ao
controle veiculo; Controle: niveis da expresséo génica das células sem exposicéo; p <0,05; 0,1 nM de
TCDD p<0,01; A letra “b” representa a diferenca significativa entre as concentracées 0,1 ¢ 1,0nM de
TCDD. Trés experimentos independentes.

Para a exposicdo de 15 dias ao contaminante BDE-209, as células
apresentaram um aumento nos niveis de expressao génica de ABCB5 (MDR5), na
concentragéo de 0,01 e 1,0nM em relagéo ao controle (veiculo BDE) (Grafico 12 A).
No entanto, com a exposi¢ao ao TCDD a concentragéo de 1,0nM foi observada uma
reducao significativa na expresséo do gene ABCBS5, em relacdo ao controle (veiculo
TCDD) (Grafico 12 B).
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Grafico 12. Niveis de expressdo génica de ABCB5, em células B16F1 ap6s exposicdo de 15 dias ao
BDE-209 e TCDD em diferentes concentragdes (0,01; 0,1 e1,0 nM/mL) em relacdo ao controle
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veiculo; Controle: niveis da expressdo génica das células sem exposicdo; *p< 0,05; **p<0,01. Trés
experimentos independentes.

7.5.3 Gene ABCC1

Com a exposicdo de 24 horas ao xenobidtico BDE-209, foi observado um
aumento na expresséo do gene ABCC1 entre os grupos veiculo e controle, enquanto
as células expostas ao BDE-209 1,0nM mostrou um aumento em aquelas expostas
a 0,1nM (~10%) (Grafico 13 A). Com a exposi¢cdo ao TCDD também por 24 horas,
observou-se um aumento da expresséo do gene ABCC1 na concentragé&o de 0,1nM
(20%) em relac&o ao grupo controle veiculo, bem como uma diferenca significativa
entre as concentracdes de 0,1 e 1,0nM com maior expressé&o para TCDD 0,1nM

(~20%) e entre o grupo veiculo e o grupo controle (Grafico 13 B).
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Grafico 13. Expressdo génica do gene ABCC1 em células B16F1, apds exposicdo de 24h com os
contaminantes BDE-209 e TCDD em diferentes concentra¢ées (0,01; 1,1 e 1,0 nM/mL) em relacéo ao
controle veiculo. Controle: niveis da expressdo génica das células sem exposicdo; “a” e “b”
representam diferencas entre as concentracgdes; “#” representa a diferenca entre o controle e o
veiculo TCDD p<0.05; **p<0,01; *** p<0,001. Trés experimentos independentes.

Diferente do observado para 24 horas de exposi¢éo, o gene ABCC1 (MRP1)
apos exposicdo de 15 dias ao BDE-209 nas diferentes concentracbes testadas,
apresentou aumento significativo da expressao do gene em relacdo ao grupo veiculo
(Gréfico 14 A). O mesmo foi observado quando as células foram expostas ao TCDD,
apresentando aumento nos niveis de expressdo do gene ABCC1 para todas as

concentragdes testadas se comparado ao controle (veiculo TCDD) (Gréfico 14 B).
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Grafico 14. Niveis de expressédo génica de ABCC1, em células B16F1 apés exposicdo de 15 dias ao
BDE-209 e TCDD em diferentes concentragdes (0,01; 0,1 e1,0 nM/mL) em relacdo ao controle
veiculo; Controle: niveis da expressdo génica das células sem exposicdo; *p<0.05 **p<0,01;
***p<0,001. Trés experimentos independentes.

7.5.4 Gene ABCC2

A expresséo do gene ABCC2 (MRP2), apds exposi¢ao de 24 horas ao BDE-
209 nas diferentes concentracdes testadas, apresentou aumento nas células
expostas a concentracdo de 1,0nM em relacdo ao veiculo BDE (~27%). Também foi
observado um aumento dos niveis de expressao génica na maior concentracéo
(1,0nM) em relagdo as demais concentracdes de BDE-209 (~27%) (Grafico 15 A).
No entanto, para a exposi¢édo ao TCDD, foi observada um aumento significativo nos
niveis de expressao do gene ABCC2 na concentragéo de 1,0nM, apenas quando

comparado com a menor concentragéo testada (0,01nM) (~15%) (Gréfico 15 B).
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Grafico 15. Expressado génica do alvo ABCC2 em células B16F1, ap6s exposicdo de 24h com os
contaminantes BDE-209 e TCDD em diferentes concentragées (0,01; 1,1 e 1,0 nM/mL). (a) p<
p<0,001; (b) e (**) p<0,01; (*a) p<0.05. Trés experimentos independentes.

Diferentemente do observado para 24 horas de exposi¢do, o gene ABCC2
(MRP2) mostrou uma diminui¢do na concentracao teste de 0,1nM apds a exposi¢cao
de 15 dias ao BDE-209 (Figura 16 A); enquanto as células expostas ao TCDD, nas

mesmas condi¢des, ndo apresentou diferengas entre os grupos (Figura 16 B).
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Figura 16. Niveis da expresséo génica de ABCC2, apés exposicdo de 15 dias com os contaminantes
BDE-209 e TCDD em diferentes concentracdes (0,01-1,0 nM/mL) em relagdo ao controle veiculo.
Controle: niveis da expressao génica das células sem exposicdo; **p <0,01.

7.5.5 Gene ABCC4

Quando observada a expresséo do gene ABCC4, para as células expostas
por 24 horas aos contaminantes BDE-209 e TCDD, foram observadas mudancas
significativas na express&o do gene. Neste caso a expressao do aumentou na maior
concentracao (1,0nM) (~44%) de BDE-209 em relag&o ao grupo veiculo, bem como
para o grupo de células expostas ao TCDD também na maior concentragéo (~33%)

nas mesmas condi¢des (Grafico 17 A-B).
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Grafico 17. Expressdo génica do alvo molecular ABCC4, apds exposicdo de 24h com os
contaminantes BDE-209 e TCDD em diferentes concentracées (0,01-1,0 nM/mL) em relacdo ao
controle veiculo; Controle: niveis da expressédo génica das células sem exposicdo; (**) p<0,01; (***)
p<0,001.

Os resultados de expresséo do gene ABCC4 apos exposicdo de 15 dias aos

contaminantes BDE-209 e TCDD foram também observadas mudancas significativas

na expressao génica. No entanto, diferente do observado em 24 horas de exposigao

0 aumento na expressdo foi apés a menor exposicao (0,01nM) para o BDE-209

(Gréfico 18 A), enquanto uma diminuigdo da express&o na mesma concentragéo foi

observada para as células expostas ao TCDD (Grafico 18 B).
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Grafico 18. Niveis da expressdo génica de ABCC4, apoés exposicdo de 15 dias com os
contaminantes BDE-209 e TCDD em diferentes concentracbées (0,01-1,0 nM/mL) em relacdo ao
controle veiculo. Controle: niveis da expressédo génica das células sem exposicdo; **p <0,01.
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7.1 ATIVIDADE DE TRANSPORTE DE RODAMINA B

Para o teste do controle positivo, para verificar o funcionamento das bombas
de efluxo (proteinas transportadoras ABC) foi utilizado o verapamil, para inibicdo da
atividade das proteinas PGP. Quando utilizado o substrato rodamina B, houve
apenas alteracbes significativas quando comparados 0s grupos experimentais e
controle para as exposicbes de 15 dias. Nesse caso ocorreu um aumento
significativo do efluxo dos contaminantes quando as células foram expostas ao
verapamil mais o veiculo DMSO, tanto para BDE-209, quanto para TCDD. Dessa
forma, os resultados mostraram a necessidade de testes de outras concentracfes
para uma possivel inibicdo do mecanismo de efluxo, porém, ndo havera um bloqueio
total, pois, existem as outras diferentes proteinas de efluxo, na qual o verapamil ndo

tem papel inibidor (Grafico 19).
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Grafico 19. Valor relativo em relacéo ao controle e verapamil; veiculo BDE-209 e veiculo BDE-209 +
verapamil; veiculo TCDD e veiculo TCDD + verapamil. *p< 0,05; **p<0,01.

Apds a exposicdo por 24 horas aos contaminantes nio foi observada
alteracbes significativas do efluxo de rodamina B (Gréafico 20 A-B). No entanto,
quando as células foram expostas pelo periodo de 15 dias a atividade das proteinas
MDR/MRP aumentou em relacdo ao controle somente na maior concentracéo de
BDE-209 (~30%) (Gréfico 20 C). Porém, n&do apresentou altera¢des significativas

quando expostas ao TCDD (Gréfico 20 D).
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Grafico 20. Efluxo de rodamina apds 24 horas e 15 horas de exposi¢ao aos contaminantes BDE-209
e TCDD em diferentes concentracées (0,01-1,0 nM/mL) em relacdo ao controle veiculo. *p <0,05.

7.2 ATIVIDADE DE TRANSPORTE DE CALCEINA AM
Para o teste do controle positivo, para verificar o funcionamento da atividade
das proteinas MRP, foi utilizado a indometacina que apresentou uma redu¢do no
efluxo de calceina em relag&o ao grupo sem o inibidor indometacina (~30%) (Grafico
21).
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Grafico 21. Valor relativo entre o tempo 0' sem indometacina com o tempo 10’ sem indometacina;
valor relativo do tempo 0 com indometacina e tempo 10’ com indometacina. *p <0,1.

No entanto, apds 24h de exposicéo foi observada uma reducéo do efluxo de
calceina pelas proteinas MRP, quando as células foram expostas na maior
concentragdo de BDE-209 em relag&o ao controle (~29%) (Grafico 22 A). O mesmo

nao foi observado para as células expostas ao TCDD (Grafico 22 B).
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Grafico 22. Atividade de proteinas MRP: intensidade da fluorescéncia dos grupos expostos a BDE-
209 e TCDD por 24 horas em relac&o ao controle. *p < 0,1.
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7.3 COMPARACAO ENTRE A EXPRESSAO E ATIVIDADE DAS PROTEINAS
TRANPORTADORAS ABC: MDR (PGP) X MRP

Para os resultados de expressao génica dos alvos moleculares relacionados ao
efluxo de drogas, observamos na exposi¢céo aguda (24h) ao BDE-209, um aumento
dos niveis de expressado génica em relagdo ao controle e redugédo da atividade das
proteinas MRP. No entanto, para a exposi¢cdo crénica (15 dias) observamos uma
reducdo dos niveis de expressao génica quando comparado com a exposi¢do aguda
ao mesmo tempo que ocorre um aumento da atividade das proteinas MDR(PGP) e
MRP nesse mesmo periodo (Tabela 4).

Esse efeito ndo é acompanhado para as células expostas ao TCDD, no entanto,
os resultados mostram que a exposi¢cado aos contaminantes, tanto BDE-209 como o
TCDD, alteram a expressao dos genes estudados no periodo cronico de exposicao,
apesar dos valores serem mais expressivos em 24 horas que em 15 dias de
exposicao.

De uma maneira geral, para a exposi¢céo aguda (24h) ao TCDD os resultados de
expressdo génica dos alvos moleculares relacionados ao efluxo de drogas
apresentou um aumento dos niveis de expressao génica em relagdo ao controle. No
entanto, para a exposi¢ao cronica (15 dias) observamos uma diminuicdo dos niveis

da expressao génica quando comparado com a exposi¢cdo aguda (Tabela 4).
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Tabela 4. Tabela comparativa da expresséo génica e atividade das proteinas transportadoras

ABC. Verde: aumento; vermelho: reducéo; cinza: ndo apresentou diferencas estatisticas em relacdo
ao controle. Fonte: A autora (2019).
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8 DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho confirmam que é salutar uma
nova abordagem no estudo dos riscos de exposicao a agentes e produtos quimicos,
aos quais estamos de forma cotidiana expostos. Isso significa que ndo somente a
busca pelos efeitos diretos ou indiretos da exposicdo sdo suficientes, € preciso
avaliar também o papel dessas moléculas xenobidticas no prognostico de doencgas
graves e de dificil controle, como o cancer. O modo de vida da sociedade moderna
deixa a populacdo humana a cada dia mais vulneravel, e a busca incessante por
novas tecnologias voltadas principalmente para o bem-estar do homem,
paradoxalmente é uma das principais causas para O risco presente no nosso
cotidiano. O reflexo € a enorme diversidade de moléculas quimicas produzidas pela
principalmente pela atividade antropica que expbe nossas células a constantes
desafios quimicos e bioldgicos.

A discussdo dos dados que foram gerados, por se tratar de uma nova
abordagem no campo da saude, as questbes muitas vezes superam a
compreensao, fazendo com que a explicacéo para os fatos relatados aqui seja ainda
incipiente e merecem cuidado. Mesmo assim, observamos que ambos os poluentes
selecionados para a continuidade desse tipo de abordagem toxicoldgica,
surpreendentemente deixam evidéncias de que a exposi¢do quimica pode ter um
papel importante no tratamento de doengas como 0 cancer, que nao deveriam ser
negligenciadas. Liebel et al., (2015) levantou essa questado quando observou que a
exposicdo de uma cianotoxina (cilindrospermopsina) em células hepaticas
modificadas, provenientes de carcinomas hepaticos, apresentam aumento nos
parametros de viabilidade celular, sem demonstrar citotoxicidade como observado
em células normais.

Posteriormente, Salgado et al.,, (2018) e colaboradores mostraram que a
mistura de pesticidas (herbicidas) apresentava comportamento semelhante em
células B16F1. Esses resultados, ambos provenientes de estudos realizados pelo
nosso grupo de pesquisa, motivaram a busca por mais informagdes. Os dados do
presente trabalho revelam que essa condicdo parece ser confirmada quando
observamos a citotoxicidade através do ensaio MTT, a atividade principalmente das
desidrogenases mitocondriais ndo encontram-se alteradas nem pelo BDE-209 ou
pelo TCDD em todas as concentragbes e tempos testados. No entanto, outros

parametros indicam que a exposicdo ao composto polibromado BDE-209 altera
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discretamente o sistema endosoma lisossoma, aumentando a captagao e retengcao
do corante vermelho neutro, apds 24 horas de exposicdo na menor concentracéo
testada de 0,01 nM.

Isso, no entanto, ndo € confirmado apds a exposicéo crénica (15 dias) onde
um declinio da atividade lisossomal € observado nas células expostas apenas a
maior concentracdo de BDE-209. A diferenca observada nesse tipo de resposta
celular demonstra que a molécula em baixas concentragdes induz um tipo de
resposta nao encontrado em concentracées maiores, contrariando aparentemente a
hipétese de que haveria uma ativacdo concentragdo dependente na viabilidade
celular. Supostamente, a exposigéo inicial provoque tais alteragdes que com o
passar do tempo sejam minimizadas por adaptacéo e selecdo de células geragao
apos geracéo.

Por outro lado, esses dados podem também indicar que uma concentragao
mais alta poderia, em 24 horas de exposi¢cdo, apresentar um efeito toxico, 0 que
parece ser confirmado para periodos de exposicdo mais longos como o de 15 dias.
Esse é um tipo de resposta importante, pois os efeitos sob baixas concentracdes
podem ser mais representativos do ponto de vista toxicoldgico, visto que se
aproximam mais de uma condi¢do real de exposi¢cdo. Quando o tempo de exposi¢ao
aumenta, esse tipo de resposta se manifesta de outra maneira, e aparentemente
nesse caso demonstrando o papel citotdxico do polibromado sobressaindo,
principalmente na maior concentracéo testada, da mesma forma que cessa o efeito
da alteracdo de resposta nas duas concentraces maiores testadas na exposicao
por 24 horas ao BDE-209. Esse resultado coincide com outras moléculas de BDE
(47 e 32) quando células hepaticas humanas séo expostas (Saquib et al., 2016; Liu,
X. et al, 2015).

Na exposicdo crénica, a concentragcdo de 0,01 de BDE-209 induziu o
aumento da proliferacao/adesdo celular, o que corrobora de certa forma com o
resultado apresentado pelo ensaio de vermelho neutro, onde ndo é observada
toxicidade nas baixas concentragcdes. Esse tipo de resultado pode estar relacionado
com o papel do BDE-209 no ciclo celular, induzindo a fase S ou G2/M, como descrito
por Zhi-Hua Li et al. (2012). Nesse caso, foi observado pelos autores que a
exposicdo ao BDE-209 levou a um aumento na viabilidade e proliferacdo das

linhagens celulares tumorais de cancer de mama MCF-7 e MCF-7/ADR, céancer
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cervical Hela, cancer de ovario OVCAR-3 e células normais de ovario de hamster
chinés (CHO).

O TCDD é uma molécula conhecidamente tdxica para a célula, no entanto,
foi observado que a exposicao aguda (24h) nas duas maiores concentragdes induz
um aumento no funcionamento do sistema endossoma lisossoma, evidenciado pela
capacidade das células B16F1 em reter o corante vermelho neutro. Essa condi¢do é
mais favoravel do que o observado para o BDE-209 se considerarmos que poderia
estar favorecendo de forma concentracdo dependente nas primeiras horas de
exposicao.

Embora essa condicdo ndo apresente resultados semelhantes apds 15 dias,
fica claro que o TCDD ja em 24 horas de exposi¢cao € capaz de modificar o fenotipo
das células B716F1, dados esses corroborados pelos resultados de
proliferacdo/adesdo no mesmo tempo de exposicédo, onde € observado um aumento
da quantificacdo de células aderidas em todas as concentragbes testadas. Esses
dados sugerem que o TCDD pode estar provocando alteragdes no ciclo celular
mesmo em um curto tempo de exposi¢ao (24 horas) pela indugéo da fase S ou fase
G2/M.

Segundo Gao et al. (2016) um aumento da capacidade de proliferacao
celular foi observado em células expostas ao TCDD. Os autores revelam que ocorre
um aumento no avango da fase G1 para S, em células epiteliais fetais do palato
humano (hFPECs), bem como um aumento de volume celular que iniciam a fase
G2/M, quando expostas ao TCDD. O estimulo da proliferagéo induzida pelo TCDD,
ja foi descrita na literatura também por Fujisawa et al. (2017) enquanto Harvey et
al. (2016) e colaboradores mostram um aumento tanto da proliferacdo como da
ativacdo de células hepatica humana LX-2 quando expostas ao TCDD, dados
esses que corroboram com nossos resultados.

A proliferacdo e crescimento celular também foi evidente em queratinécitos
epidérmicos humanos normais (NHEKs) quando expostos ao TCDD. Nesse caso o
efeito se relaciona com um aumento da expresséo dos ligantes do receptor de fator
de crescimento epidérmico (Campion et al., 2016). Segundo Haarmann-Stemmann
et al. (2009), o TCDD esta envolvido na regulacéo de processos celulares comuns
como por exemplo proliferagcdo celular, adesao celular e interagdo com matriz

extracelular (MEC). Além disso, mais de 50% dos pacientes com melanoma
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metastatico possuem uma mutacéo especifica na BRAF serina / treonina quinase,
resultando na ativagdo constitutiva da via cinase RAS-RAF-MEK-ERK-MAP, que
promove o crescimento celular descontrolado (Xi&o et al., 2018).

Por outro lado, nossos dados mostram uma reducéo da proliferacdo/adesao
celular apds exposicéo crénica ao TCDD, o que pode estar associado a perda da
capacidade de adesdo das células quando expostas a longo prazo ao TCDD,
interferindo nas proteinas de adesao celular, como integrinas e e-caderinas. Essa
hipétese é reforcada pelos resultados do ensaio clonogénico apds 15 dias de
exposicéo tanto aos contaminantes BDE-209 e TCDD nas diferentes concentragdes.

Na qual, através do ensaio clonogénico, foi observado a formacdo de
colénias menores das células, sugerindo que a exposicdo aos contaminantes, pode
estar interferindo da adesdo célula-célula, possivelmente favorecendo a migracao
celular. Corroborando com o0s nossos resultados, dados recentes do grupo de
pesquisa, com estudos in vivo tém demonstrado que a exposi¢cédo ao BDE-209 por
mais de 30 dias e a posterior inoculacao de tumores, leva a uma disperséo
significativamente maior das células tumorais para outros tecidos como cérebro, rins
e peritdnio ainda nado notificados para B716F1 quando inoculadas de maneira
intravenal.

Os transportadores ABC representam uma das maiores e mais antigas
familias de proteinas membranares, existentes em todos os filos, tendo como
principal funcdo bombear uma diversidade de substratos, como os compostos
toxicos através da membrana celular (Kathawala et al, 2015). A proteinas
glicoproteina-P (MDR1/ABCBB1) e a proteina associada a multiplas drogas 1
(MRP1/ABCC1), s&o os principais transportadores de efluxo de drogas associados
ao fracasso do tratamento do cancer (Lu et al., 2017).

Nossos dados mostraram alteracbées em diferentes niveis de expressao
génica na exposi¢cdo aguda e crdnica, tanto para o contaminante BDE-209, como
para o TCDD em todos os alvos moleculares selecionados, 0 que evidencia a
potencialidade dessas moléculas em modificar a resposta celular na expressao
desses genes. Para o contaminante BDE-209 na exposicao por 24 horas, foi
observado o aumento dos niveis de expressédo do gene ABCB1(MDR1) (1~21%). Ja
na exposig¢ao crénica a0 mesmo contaminante os niveis de expressdo génica foram
reduzidos em relac&o ao controle para a maior concentracao testada (|~3,5%), onde

o mesmo foi observado para as células expostas ao TCDD na menor concentragéo
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testada (]~0,2%). Na literatura a proteina PGP(MDR1) é relacionada com o
transporte de uma ampla gama de substratos incluindo drogas quimioterapicas,
inibidores de protease do HIV, agentes imunossupressores, antiarritmicos,
bloqueadores dos canais de calcio, analgésicos, anti-histaminicos, antibibticos,
produtos naturais, corantes fluorescentes e pesticidas, entre muitos outros, onde
funciona na protegéo contra xenobidticos e tdxicos celulares (Matheny et al., 2001;
Morrissey et al., 2012; Loo et al., 2013).

Mais especificamente para o gene ABCB1, esse esta relacionado com a
diminuicdo das concentracbes de farmacos além de atuar no transporte molecular
na barreira hematoencefalica. Os dados apresentados para esse gene sugere que 0
contaminante BDE-209 na sua maior concentracdo interfere alterando a expressao
do gene, em ambas os tempos de exposicdo a molécula, evidenciando a possivel
capacidade do xenobidtico em diminuir a sensibilidade das células B16F1 ao
tratamento quimioterapico.

Essa informacdo vem de encontro a hipotese testada no presente estudo, o
que € corroborado também pelo aumento da atividade das proteinas MDR/MRP na
mesma concentracdo apds 15 dias de exposicdo. Nesse caso, a diferengca entre
expressdo e atividade pode estar relacionado com o tempo necessario para a
sintese e os devidos controles pos transcricionais da proteina apds a sintese do
MRNA até sua ativacdo, bem como, resultado da meia-vida longa das proteinas
transportadoras ABC que é descrita na literatura com aproximadamente 5 dias
(Wakabayashi et al., 2006). Como a expressao do gene e a atividade da proteina
nao foram medidas em nenhum intervalo de tempo entre as 24 horas e os 15 dias de
exposicdo, essa ativagdo poderia estar ocorrendo j&4 na exposicdo aguda e
permanecendo em atividade apds a exposi¢céo crbnica, visto que o gene continua
sendo expresso mesmo apos 0s 15 dias de exposicdo.

Diferente do observado para o BDE-209, para o TCDD n&o ha expressao
significativa para o gene ABCB1 nas primeiras horas, no entanto o gene se expressa
na menor concentracdo apds 15 dias de exposicdo. Esse resultado em um primeiro
momento expressa comparativamente que o TCDD interfere menos que o BDE-209
na expresséo dos genes relacionados com o sistema ABC, mas por outro lado, pode
também sugerir que esses resultados devem-se ao seu alto potencial toxico para a

célula, como relatado na literatura (Pesatori et al., 2009).
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A expressdo do gene ABCBS ¢ descrita na literatura em células de melanoma
e esta relacionado com a resisténcia dessas células ao tratamento com dacarbazina
(principal quimioterapico utilizado no tratamento desse tipo de cancer). Além disso,
as proteinas PGP5(MDRS5) estéo relacionadas com a resisténcia a outros farmacos e
quimioterapicos para o melanoma como a doxorrubicina e temozolomida (Frank et
al., 2005; Linley ef al., 2012; Chartrain ef al., 2012). As células quando expostas ao
BDE-209 mostraram um aumento na expressdo do gene ABCB5 somente apos 15
dias de exposicao.

Comparativamente, os resultados da expressédo génica de ABCB5 séo
similares entre os dois contaminantes estudados, exceto que apos 24h para a maior
concentragdo de TCDD, a qual apresenta uma diferenca de expressdo maior
(1~42%) inclusive entre os grupos expostos a concentracbes menores. No entanto,
em 15 dias esses dados ndo se evidenciam. O que poderia estar ocorrendo € que
para o gene ABCBS5 especificamente, as células de melanoma n&o estejam sob
efeito do contaminante BDE-209, dada a alguma especificidade dessas moléculas
com os fatores de controle da expresséo génica.

A expressé&o do gene ABCC1, apresentou um aumento na exposi¢cédo aguda
tanto para o BDE-209 como para o TCDD. Porém, a expresséo do gene ABCC1 foi
mais evidente para ambos 0s contaminantes na exposicido cronica, onde todas as
concentragcbes testadas aumentaram significativamente. Esse gene esta associado
com proteinas de transporte multiespecifico de anion orgéanico. Em geral participa no
transporte de sais biliares, horménios esteroides, glutationa reduzida e conjugados
com glutationa.

Sendo assim, a variagdo na expressao do gene que observamos para ambos
0s contaminantes no caso, podem estar envolvidos com o papel dessas moléculas
na ativagdo do sistema P450. Os compostos organicos de uma forma geral, mas
especificamente o TCDD via receptor Ahr, sdo potentes ativadores desse sistema de
detoxificagdo celular (Oliveira et al., 2015), o que pode ser um mecanismo
complementar na diminuicdo da sensibilidade celular, favorecendo a
biotransformacéo e eliminacdo dos quimioterapicos.

Para o contaminante BDE-209 na exposicao por 24 horas, foi observado um
aumento dos niveis de expressdo do gene ABCC2 (MRP2) (1~27%) na maior
concentracdo ndo observado apds a exposicdo cronica em relagdo ao controle. Na

exposicdo aguda, quando expostas ao TCDD a maior variagdo na expressao do
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gene ocorreu também na maior concentracdo (1~15%). A proteina MRP2,
possivelmente tem multiplos locais de ligacdo ao substrato (Borst et al., 2006), pois a
atividade de transporte pode ocorrer de maneira cooperativa, na qual o transporte do
substrato € estimulado pela presenca de outros substratos.

Essa proteina, possui portanto, uma facilidade de transporte para uma ampla
variedade de substratos quimioterapicos, como metotrexato, antraciclinas
(doxorrubicina, epirrubicina), mitoxantrona, cisplatina e etoposideo (Borst ef al.,
2000; Slot et al.,, 2011). Além disso sdo conhecidas como transportadores de anion
organico multiespecifico canalicular (cMOAT) e tem ampla especificidade de
substrato que inclui tanto compostos endoégenos, como metabdlitos de bilirrubina e
epinefrina, e compostos exégenos como irinotecano € metotrexato (Nies e Keppler,
2007).

Os dados obtidos com o estudo mostram que ambos os poluentes modulam
a expressao génica de ABCC2 na exposicdo aguda, o que nao se reflete na
atividade da proteina no mesmo periodo. Esse € no entanto, um resultado esperado
visto que € necessario um tempo para a sintese e ativacdo po6s transcrional da
proteina, o que n&o foi possivel avaliar isoladamente a atividade das MRPs, visto
que os resultados para 15 dias relacionados com o transporte de Calceina AM néo
foram obtidos a tempo. Mas, foi demonstrado o aumento da atividade das proteinas
MDR e MRP através do transporte de Rodamina B, que é substrato para ambas as
proteinas.

A proteina MRP4 se destaca, pois, pode ser encontrado tanto na membrana
basal ou apical em células polarizadas. O gene ABCC4 responsavel pela expressao
dessa proteina, tem a funcido de exportar substratos enddgenos, incluindo AMPc,
urato e prostaglandina PGE2 (Chen ef al., 2001; Van Aubel et al., 2005; Reid ef al.,
2003). O transporte de tais moléculas sinalizadoras sugere que o ABCC4 pode
desempenhar um papel regulador chave na sinalizagdo celular, além do transporte
de drogas.

Também, foi observado na exposi¢céo aguda ao BDE-209 e ao TCDD um
aumento dos niveis de expressado do gene ABCC4 (MRP4) (1~44% e 1~33%
respectivamente) ambos na maior concentracdo. Esses resultados no entanto, nao
s80 observados para a exposi¢cao cronica, onde houve um aumento na exposi¢cao ao
BDE-209 para a menor concentracdo e uma redugdo para a exposicao ao TCDD

também na menor concentracdo testada. Esses resultados sdo semelhantes ao
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observado para a expressdo do gene ABCC2, o que mostra um padrdo de
expressdo das MRPs quando expostas aos contaminantes testados. Da mesma
forma que discutido acima, essa modulacéo se reflete em um aumento da atividade
das proteinas transportadoras apds a exposi¢céo crénica.

Em conjunto, as fun¢des das proteinas transportadoras ABC, justificam o
aumento da expressdo dos alvos relacionados ao efluxo de drogas. De modo que,
os dados do presente estudo mostram uma resposta mais evidente apds 24 horas
de exposicdo. No entanto, para a exposi¢cao cronica onde as células sofrem picos de
exposi¢cdes aos contaminantes, consequentemente, refletindo em uma exposicao
cumulativa, as alteracées ocorrem em niveis menos acentuados na expressao de
genes relacionados com o efluxo de drogas. Particularmente, para esse tipo de
evento celular fica evidente que ha um estimulo celular no sentido de aumentar a
atividade de transporte de membrana via as proteinas transportadoras ABC (ATP-
binding cassette), o que se configura posteriormente com o aumento da atividade
das proteinas MDR e MRP, apéds a exposicéo crénica.

N&o ha até o momento nenhum relato na literatura consultada relacionando
PBDEs e expressdo génica dos transportadores do sistema ABC (ATP-binding
cassette). No entanto, sdo encontrados na literatura os possiveis reguladores da

expressdo génica dessas proteinas. Em células humanas e de roedores, 0s
transportadores de drogas, também s&o alvos de receptores nucleares (Staudinger

et al., 2003). A ativagéo do receptor PXR (pregnane X receptor), responsavel pelo
metabolismo de xenobibdticos e hormonios, induz a expresséo de PGPs em células
intestinais (Geick et al., 2001) e aumenta os niveis de MRP2 em hepatécitos
humanos primarios.

O receptor CAR (constitutive androstane receptor), € outro receptor nuclear
que funciona como um sensor para substancias endobidticas e xenobidticas,
também esta implicado na regulacdo de MRP2 em hepatécitos humanos primarios
(Kast et al., 2002) e MRP4 em figado de camundongo (WAGNER et al., 2005). Além
disso, uma possivel explicagdo para os resultados encontrados na expresséo génica
das células expostas ao TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina) € que essa
molécula € um forte ativador do receptor de hidrocarboneto de arila (AhR),
resultando na alteracdo da expressdo génica para a ativacdo do sistema de

detoxificacao celular. Portanto, uma avaliacdo desses novos alvos moleculares pode
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ser a chave para a compreensdo dos mecanismos associados com a regulacéo da
expressdo dos genes responsaveis pelo funcionamento do sistema de transporte
ABC, nas membranas bioldgicas das células B16F1.

Nesse estudo, como citado anteriormente foram analisadas a atividade das
proteinas MDR e MRP com o intuito de avaliar se as variacbées nos niveis de
expressdo génica estariam relacionadas com a atividade de efluxo das proteinas
transportadora ABC. Os resultados mostram que a exposi¢céo tanto aguda como
cronica ao BDE-209 altera a atividade das proteinas transportadoras ABC. Em um
estudo recente, foi demostrado que o BDE-47 nao afetou a atividade da MDR, no
entanto, o seu metabdlito 6-OH-BDE-47 inibiu a atividade da P-gp em MDR1-BCRP
humano (Marchitti et al., 2017).

Em nossos resultados na exposicdo aguda foi observada uma inibicao da
atividade das proteinas MRPs, porém, na exposi¢cdo crénica a atividade das
proteinas MDR/MRP aumentou em 30% também apds exposicdo ao BDE-209 na
maior concentracdo (1,0nM). Estudos descritos por Mazur et al. (2012, 2014)
mostraram que algumas substancias quimicas ambientais € seus metabdlitos,
incluindo o fungicida agricola propiconazol e o bisfenol-A (BPA), interagem com os
transportadores ABC, agindo como potenciais substratos ou inibidores. Isso é
evidenciando também na ativacéo de P-gp (MDR/P-glicoproteina) e BCRP (Proteina
Resistente ao Cancer de Mama), que sdo transportadores de efluxo ligados a
membrana que transportam multiplas classes quimicas, No entanto, de acordo com
Marchitti et al. (2017), muito pouco se conhece sobre o papel dos PBDEs sobre o
funcionamento dos transportadores ABC.

Como demonstrado nesse estudo a exposicdo aguda aos contaminantes
BDE-209 e TCDD, induz a expressao génica para a sintese das proteinas
transportadoras do sistema ABC. Isso pode ser um mecanismo de defesa das
células contra os proprios contaminantes, 0 que consequentemente pode levar a um
aumento da resisténcia celular ao tratamento quimioterapico. Embora essa
abordagem se baseie apenas na exposi¢cdo aguda, os dados obtidos com um tempo
crénico de exposicdo, mostra que ha indicios de uma maior diversidade de genes
modulados pela exposi¢cdo aos contaminantes.

Isso reforca a hipdtese que essas moléculas podem alterar a expressao
génica de proteinas transportadoras ABC, podendo interferir ndo somente com o

transporte de xenobidticos, mas também de metabdlitos celulares importantes para o
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funcionamento de varios 6rgédos. Ha, no entanto, uma vasta opgcéo de estudos que
podem emergir desses resultados, e seria minimamente imprudente apontar alguma
concluséo nesse sentido com base apenas nos resultados obtidos até o momento.
Dessa forma, os dados indicam uma protecdo significativa das proteinas
transportadoras ABC em exposi¢éo a longo prazo de BDE-209. Parece razoavel
portanto, inferir que essa substancia, nas concentragbes testadas, pode modificar o
sistema de transporte ABC pelo aumento da express&o de genes chaves para o
funcionamento do mesmo. Comparativamente, o mesmo parece nao ser tao
evidente para o TCDD.

Assim, os resultados apresentados no presente estudo indicam que a
exposicdo ao BDE-209 pode potencializar a resisténcia das células de melanoma
(B16F1) ao tratamento quimioterapico, tornando-as menos sensiveis e favorecendo
o desenvolvimento da doenca. No entanto, faz-se necessario uma avaliacdo de
outros alvos moleculares que possam desvendar 0 mecanismo de acdo dessa
molécula nos processos de expressdo génica, como por exemplo os receptores
nucleares que podem ser ativados pela presenca da molécula BDE-209.

Em termos gerais, foi verificado que a exposicao aos contaminantes BDE-
209 e TCDD apresentam evidéncias de que podem, em diferentes niveis e vias,
modular o fendtipo das células B716F1 favorecendo um comportamento mais
resistente, podendo interferir negativamente no tratamento quimioterapico. As bases
para tais argumentos s&o os resultados de integridade da membrana do sistema
endossoma lisossoma, proliferacdo/adesdo, clonogénico e pela atividade e
expressao de genes responsaveis pela sintese de proteinas transportadoras do tipo
ABC.

Os dados do aumento de expressdo génica dos alvos moleculares
relacionados com o efluxo de drogas na exposi¢cédo aguda e o aumento da atividade
das proteinas transportadoras ABC na exposi¢ao crénica, aliados ao fato de que
praticamente ndo é observado eventos claros de citotoxicidade nas baixas
concentracbes testadas, apesar do potencial citotdxico das moléculas em questao
serem conhecidas, reforca a hipdtese de que essas células se beneficiam da
presenga dos contaminantes no sentido de se tornarem células mais resistentes e
portanto, apresentarem um quadro de malignidade maior que o observado para as

células que n&o foram expostas.
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Dessa forma, os resultados obtidos com esse estudo corroboram nossa
hipbtese inicial, embora muitas questbes ainda precisam ser elucidadas para uma
compreensao mais global dessa investigacdo. Finalmente, os resultados d&o suporte
a uma linha de pesquisa inovadora dentro de uma nova abordagem toxicoldgica,
pois apontam varias questdes que merecem ser investigadas, onde os poluentes
ambientais potencialmente sdo capazes de interferir com o fendtipo de células
tumorais, interferindo com sua malignidade e portanto, podendo alterar o tratamento

da doenca.
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9 CONCLUSAO

Os contaminantes ambientais TCDD e BDE-209, sdo capazes de alterar o
fendtipo das células B16 F1 (metabolismo lisossomal, proliferacdo/adesao
celular e a capacidade de formacgao de colonias).

O BDE-209 interfere na atividade das proteinas transportadoras ABC (P-gp e
MRP), inibindo MRP na exposicao aguda e estimulando P-gp e MRP na
exposicao crénica.

O TCDD bem como o BDE-209, modificam a expressdo génica dos
transportadores ABC (ABCB1, ABCB5, ABCC1, ABCC2 e ABCC4),
principalmente apos a exposi¢ao aguda.

A expressdo dos genes para a sintese das proteinas MDR/MRP apés 24
horas de exposicao, refletem a maior atividade para essas proteinas apés a
exposicao crénica;

Em conjunto, os dados principalmente da atividade das proteinas
transportadoras ABC que s@o responsaveis pelo tratamento ineficaz de
diversos tipos de cancer, bem como a alteracdo da expressédo génica, pela
exposicdo aos contaminantes TCDD e BDE-209 nas condigbes experimentais
utilizadas, sugerem o0 aumento da resisténcia das células B16F1 ao
tratamento quimioterapico. No entanto, essas informagdes precisariam ser
confirmadas em um sistema in vivo.

Comparativamente os parametros analisados apontam para o BDE-209 como

a molécula que mais se aproxima da hipotese formulada nesse estudo.
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