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RESUMO

Apesar de a quimioterapia ser o principal tratamento utilizado para tumores, em muitos
casos ocorre resisténcia das células tumorais ao tratamento, piorando o prognoéstico.
O melanoma é a forma mais letal de cancer de pele, sendo altamente metastatico e
uma linhagem utilizada para estudos relacionados € B16-F1 que é metastatica e pode
ser utilizada para estudos in vitro e in vivo. O surgimento de alguns tipos de canceres
apresenta relagdo com fatores ambientais como, por exemplo, contaminantes
ambientais. O TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina) e o BDE-209
(decabromodifenil éter) sdo contaminantes que podem bioacumular nos estoques de
gordura do organismo e ser disponibilizados quando ha utilizagdo destes estoques,
sendo assim, surge a questdo se esses contaminantes poderiam aumentar a
agressividade de células tumorais, interferirem no tratamento e piorar o prognostico da
doenca. Portanto, o objetivo do presente trabalho é avaliar se a exposi¢do ao TCDD e
BDE-209 afeta a malignidade de células tumorais utilizando a linhagem B16-F1 in
vitro. As células foram cultivadas e expostas as concentragbes: 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10
nM dos dois contaminantes durante 24 horas. Houve redug¢do da reten¢do do corante
vermelho neutro (relacionado com integridade do sistema endomembranas) e
proliferacdo (com 10% de SBF) nas maiores concentracdes de BDE-209, além de
aumento do metabolismo do MTT na concentragdo de 10 nM, sugerindo maior
estresse celular nessas concentra¢des. Ocorreu maior citotoxicidade na concentragéo
de 0,01 nM (BDE-209) e 0,1 nM (TCDD). N&o ocorreu alteragdo nos parametros de
atividade de transportadores de efluxo de drogas e produgéo de espécies reativas de
oxigénio. Houve aumento da proliferacdo celular de forma dependente da
concentragdo para a maioria das concentracbées de ambos os contaminantes em
células expostas utilizando 2% de SFB. Houve alteragdes nas fases do ciclo celular: o
TCDD aumentou a quantidade de células na fase S (0,001 nM) e diminuiu a
quantidade de células na fase G2/M (10 nM); j& o BDE-209 diminuiu a quantidade de
células na fase G1 (0,01 nM) e aumentou a quantidade de células na fase S (0,1 nM).
No grupo exposto a 1 nM de BDE-209 houve maior fechamento do risco no ensaio
scratch. A viabilidade e a proliferacéo de células expostas ao contaminante BDE-209 e
posteriormente ao quimioterapico dacarbazina foram aumentadas na maioria dos
grupos expostos. Ja para o contaminante TCDD houve aumento de viabilidade apenas
na concentracéo de 0,1 nM e, apesar de apresentar um aumento de proliferagdo de
forma concentracdo-dependente, apenas na concentragdo de 10 nM foi significativa.
Como conclusédo, para algumas concentragdes de ambos os contaminantes utilizados,
as células tumorais B16-F1 apresentaram caracteristicas que permitem considera-las
mais agressivas, como aumento de resisténcia ao quimioterapico dacarbazina,
proliferacdo e fechamento de scratch, sendo condizentes com a hipétese do presente
trabalho.

Palavras-chave: Melanoma. Toxicologia. in vitro. Malignidade tumoral. Resisténcia
tumoral.



SUMMARY

Although chemotherapy is the main treatment used for tumors, in many cases there is
resistance of tumor cells to the treatment, worsening the prognosis. Melanoma is the
most lethal form of skin cancer, being highly metastatic and a strain used for related
studies is B16-F1 which is metastatic and can be used for in vitro and in vivo studies.
The emergence of some types of cancer is related to environmental factors such as
environmental contaminants. TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) and BDE-209
(decabromodiphenyl ether) are contaminants that can bioaccumulate in the body's fat
stores and become available when these stores are used. the question whether these
contaminants could increase the aggressiveness of tumor cells, interfere with the
treatment and worsen the disease's prognosis. Therefore, the aim of the present work
is to evaluate whether exposure to TCDD and BDE-209 affects the malignancy of
tumor cells using the B16-F1 lineage in vitro. Cells were cultured and exposed to
concentrations: 0.001; 0.01; 0.1; 1 and 10 nM of the two contaminants for 24 hours.
There was a reduction in the retention of neutral red dye (related to the integrity of the
endomembrane system) and proliferation (with 10% SBF) at the highest concentrations
of BDE-209, in addition to an increase in MTT metabolism at a concentration of 10 nM,
suggesting greater cell stress at these concentrations. There was greater cytotoxicity at
concentrations of 0.01 nM (BDE-209) and 0.1 nM (TCDD). There was no change in the
activity parameters of drug efflux transporters and production of reactive oxygen
species. There was a concentration-dependent increase in cell proliferation for most
concentrations of both contaminants in cells exposed using 2% FCS. There were
changes in cell cycle phases: TCDD increased the number of cells in the S phase
(0.001 nM) and decreased the number of cells in the G2/M phase (10 nM); BDE-209,
on the other hand, decreased the number of cells in the G1 phase (0.01 nM) and
increased the number of cells in the S phase (0.1 nM). In the group exposed to 1 nM of
BDE-209, there was greater risk closure in the scratch assay. The viability and
proliferation of cells exposed to the contaminant BDE-209 and later to the
chemotherapeutic drug dacarbazine were increased in most exposed groups. As for
the TCDD contaminant, there was an increase in viability only at the concentration of
0.1 nM and, despite showing an increase in proliferation in a concentration-dependent
manner, only at the concentration of 10 nM it was significant. In conclusion, for some
concentrations of both contaminants used, the B16-F1 tumor cells presented
characteristics that allow us to consider them more aggressive, such as increased
resistance to the chemotherapeutic drug dacarbazine, proliferation and scratch closure,
which are consistent with the hypothesis of the present work.

Palavras-chave: Melanoma. Toxicology. in vitro. Malignancy. Tumor resistance.



SUMARIO

1. Introducéo 7

2. Revisdo Bibliografica 8
2.1. ASPectos SObre 0 CANCET.........oooiiii e 8
2.2. Contaminantes ambientais € CANCEN...........ocooeii i 18
2.2.1. A Tetraclorodibenzo-p-dioxina (tcdd) 20
2.2.2. O Decabromodifenil éter (bde-209) 24
2.3. Modelo experimental...............ooooiii 28
3. Problema 30
4. Hipétese 30
5. Justificativa 30
6. Objetivos 31
B.1. ODJELIVO GEIal........oeeiiiiiiiiiiiie e 31
6.2. Objetivos especificos @ Metas.............cooviiiiiiiiiiii 31
7. Material e métodos 32
7.1. Desenho experimental...............cooooiiii i 32
7.2. EXPOSICA0 @08 XENODIOLICOS. ... ..uvviiiiiiiiiiiiiieeee e e 2
7.3. Determinagéo das concentragdes e diluicdo dos contaminantes...................... 23
7.4. Analise da morfologia Celular................ooooiiiiiiiii e 34
7.5. Viabilidade celular e citotoxicidade..................cccooiiiii 34
7.5.1. Ensaio do Vermelho Neutro 34
7.5.2. Ensaiodo MTT 35
7.5.3. Ensaio da Anexina V/Pl 35
7.6. Ensaio do Cristal Violeta................cccoiiiiii 36
7.7. Espécies reativas de oxigénio (sonda DCF).........ccccccvvviiiiiiiiiiii e 36
7.8. Atividade de transportadores de efluxo de drogas...........cccooooviiiiiiiiiiiieei e, 37
7.9. Ensaios com o quimioterapico dacarbazina....................cccccooiiiiiie 37
7.9.1. Selecéo da concentragéo de dacarbazina 28
7.9.2. Viabilidade com quimioterapico — Vermelho Neutro 38
7.9.3. Proliferagao celular com quimioterapico — Cristal Violeta 39
7.10. Determinac&o do ciclo celular...............ccuvviiiiiiiiiii e 39
T AT ENSQIO SCIALCR. ...t e 40
% V73 =14 13- 1ol od (o] gToTo [T o1 Tod o TR 41
7.13. Analises estatistiCas..............cccvviiiiiii e 41
8. Resultados 42
.. MO C-IUIAT .. ..o 42
8.2. Ensaio do vermelho neutro e de proliferagéo celular com 10% de SBF............ 44
8.3. ENSAIO O M T .. e 46
8.5. Atividade de transportadores de efluxo de drogas...........cccooovviiiiiiiiiiiieeenee, 47
8.6. Producdo de EROS....... ..o 48



8.7. Ensaio de proliferagéo celular com 2% de SFB

8.8. Ciclo celular

8.9. ENSQIO SCralCR........ciii it
8.10. Ensaios cOmM O qUIMIOLErapICO.........coooiiiiiiii e
8.10.1 Determinacgéo da concentragéo de dacarbazina54
8.10.2. Viabilidade com quimioterapico — vermelho neutro 54

8.10.3. Proliferacdo celular com quimioterapico 56

< 70 I B =1 13- 1o J o3 (0] g T To [=T o1 o7 o TR
8.12. Resumo dOS reSUATOS. .........oouuiiii i
9. Discussao 59
9.1. EXPOSIGA0 @0 TCDD........ooeeiiii e
9.2. Exposicdo a0 BDE-209..............cooii
10. Conclusdes 84
11. Perspectivas futuras 85

12. Referéncias 87

RI2E o
A~ = O kO

KK
~ N

& B
(621 (e}



1. INTRODUGAO

A cura de muitos tipos de cancer € um desafio atual para pesquisadores
das areas da saude e tecnologia. Uma das grandes dificuldades para o éxito
nesta questao € a ocorréncia das diferentes respostas farmacologicas de cada
paciente ao tratamento da doenca (ZORNIG et al., 2001).

Apesar do avango da industria farmacéutica no desenvolvimento de
numerosas drogas quimioterapicas, a taxa de mortalidade para varios tipos de
canceres mantém-se alta (ALMEIDA ef al., 2005; INCA, 2014c; IARC, 2008;
2014). Este fato pode ocorrer quando com o tratamento existente ndo ha um
resultado satisfatério ou ndo ocorre uma resposta por uma longa duracédo ao
tratamento, sugerindo, portanto, o desenvolvimento de resisténcia de células
tumorais (GRAY-SHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007; INDRAN et al,
2011; TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013).

Essa ultima ponderagdo € destaque neste trabalho, ja que pesquisas
demonstram que o aumento da resisténcia das células tumorais a tratamentos -
como a quimioterapia - representam um pior prognostico da doen¢a podendo
levar o paciente ao 6bito (GRAY-SHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007);
(TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013). Contudo, ha poucos estudos
correlacionando o aumento da resisténcia de células tumorais a citotoxicidade
de quimioterapicos em virtude da exposi¢cdo a contaminantes ambientais. Esta
questdo € explorada no presente trabalho com o emprego de células de
melanoma murino B16-F1 cultivadas in vifro e expostas aos contaminantes
2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e 2,2'3,3,44 5566

decabromodifenil éter (BDE-209).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos sobre 0 cancer
Caracteristicas das células tumorais

As caracteristicas que distinguem as células tumorais das células
normais € que determinam a complexidade desta doenca e permitem a
diversidade dos tumores (HANAHAN:; WEINBERG, 2011). O processo de
carcinogénese ou formacéo de tumor € normalmente dividido em trés estagios.
No estagio de iniciacdo, as células sofrem mutagcdes espontaneas ou
decorrentes do efeito de agentes carcinogénicos quimicos, fisicos ou bioldgicos
que alteram genes importantes no controle da divisdo e morte celular. No
estagio de promog¢ao, células iniciadas que forem viaveis proliferam mais que
as células normais, adquirindo alteragdes genéticas ou epigenéticas adicionais.
Por ultimo, no estagio de progresséo as células transformadas proliferam de
forma descontrolada, formando um tumor (FIGURA1) (ALMEIDA et al.,2005;

INCA, 2014b).

—— Promog¢ao do tumor

\ Proliferagdo__Proliferaca

Proliferacao

— —— Vantagem de crescimento
Instabilidade genética

Célula Dano Célula |
normal a0 DNA iniciada
Foco “~ bl
\ l pré-neoplasico i -

‘<S ;
Promotores de tumor: i /L'/ ALZ/\f ) A
— -

Inibidores da apoptose

FIGURA 1. Processo simplificado de um processo carcinogénico. Fonte: BOELSTERLI

(2007) com adaptacdes feitas pela autora.

A caracteristica mais fundamental do cancer envolve, portanto, a

capacidade aumentada de proliferacdo, ao contrario dos tecidos normais que



apresentam um controle eficiente sobre o crescimento e divisdo celulares
(ALBERTS et al., 2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011; Instituto Nacional do
Cancer — INCA, 2014a).

Outra caracteristica importante das células tumorais é o emprego de
diferentes mecanismos para contornar ou limitar a apoptose, como a expresséo
de reguladores anti-apoptéticos ou de sinais de sobrevivéncia; a inducéo da
angiogénese, necessaria para o fornecimento de nutrientes e oxigénio, e para
excrecdo de residuos metabdlicos das células tumorais; além da capacidade
de invasdo e metastase (FIGURA 2), que esta associada com a perda da
adesao célula-célula e com a matriz extracelular, relacionadas com a perda da
E-caderina que € uma molécula de adesé&o celular (HANAHAN; WEINBERG,
2011). Portanto, a patogenicidade dessa doenca esta relacionada com esses
processos, ja que as células alteradas evoluem de forma progressiva até um

estado neoplasico (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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a Tumor primario b Proliferacao/ ¢ Invasio d Circulacio
Angiogénese

Transporte

e Aderéncia na parede do vaso e extravasamento
/’\EZ\ Retido em orgéos

]

Ex: Pulm3o

"
Estabelecido um Proliferacdo/ ___, @s )
microambiente Angiogénese @%} ' %@

|8%,) I‘ Metastase
\ 3
—

FIGURA 2. Etapas para a formacdo da metastase. a) transformacdo celular e
crescimento do tumor; b) Aumento da vascularizacédo e aumento do tumor; ¢) invaséo
e migracgdo por perda de adeséo celular; d) destacamento e acesso da célula tumoral
ao vaso sanguineo — através deste, a célula tumoral que sobrevive na circulagéo pode
atingir outros 6rgdos e tecidos; e) saida da célula tumoral através do vaso sanguineo;
f) proliferagdo no orgéo/tecido completa o processo metastatico, um microambiente é
estabelecido e inicia-se novamente um processo de vascularizagdo. Essas células
podem novamente invadir outros érgéos e tecidos, gerando metastases adicionais.

Fonte: FIDLER (2003), com adapta¢des feitas pela autora.

Causas e incidéncia do céncer

O céancer é a maior causa de morbidade e mortalidade na Terra,
representando cerca de 14 milhdes de novos casos e 8 milhdes de mortes
notificados em 2012 (IARC, 2015). No Brasil, a previséo para 2016 & de 596 mil
novos casos, sendo o cancer de pele o principal tipo (INCA, 2015). Até o ano

de 2030, estima-se mais 27 milhdes de novos casos no planeta (IARC, 2008).
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Os agentes capazes de promover a iniciagdo ou progressao da
carcinogénese s&o denominados carcinégenos. Os carcinbgenos podem ser
quimicos, ambientais, genéticos e maus habitos alimentares (ALMEIDA ef al.,
2005), sendo os fatores ambientais relacionados com 80% a 90% dos casos de
cancer (IARC, 2008). Contaminantes quimicos, ao entrarem em contato com o
organismo, podem ser armazenados, metabolizados (processo de
biotransformagdo) ou prontamente excretados (ALMEIDA et al., 2005). Em
todos os casos, o potencial carcinogénico do composto ou dos produtos de seu
metabolismo dependera da natureza quimica do composto e do organismo em

questéo.

Céncer de pele

O cancer de pele € o tipo de cancer mais frequente no Brasil (25% dos
canceres registrados no pais; INCA, 2016) e a exposicado frequente e
prolongada a radiag&o ultravioleta (UV), proveniente do Sol, corresponde a um
fator ambiental de risco para esse tipo de cancer (MILLER; MIHM, 2006).
Existem dois tipos de cancer de pele: o tipo ndo-melanoma é mais comum €
apresenta menor taxa de letalidade; e o tipo melanoma, que representa 4% do
total de incidéncia dos canceres de pele (MILLER; MIHM, 2006; INCA, 2016)
com cerca de 160 mil novos casos diagnosticados a cada ano em humanos no
Planeta (USHER-SMITH et al., 2014), sendo a previs&o para o ano de 2016 no
Brasil de cerca de 5.670 casos de canceres de pele (INCA, 2016).

O aparecimento de casos de cancer do tipo melanoma vem aumentando
de maneira uniforme, principalmente em alguns paises da Europa e Estados

Unidos (SEER, 2015; BAY ef al, 2015; AUSTIN et al, 2013; JEMAL et al,
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2011), sugerindo um aumento de incidéncia global. A incidéncia do melanoma
€ maior em homens do que em mulheres, em brancos do que negros (SEER,
2012). Ainda, de acordo com levantamento de dados realizado pelo
Surveillance Epidemiology and End Results (SEER, 2012) na populacdo dos
Estados Unidos, a incidéncia do melanoma aumentou em ambos 0s sexos
desde o inicio da analise a partir de 1975. Ainda, foram estimados 73.870
casos e 9.940 mortes por melanoma no planeta em 2015 (SEER, 2015).

O tipo melanoma apresenta alta letalidade devido a sua grande
capacidade metastatica, sendo responsavel por 80% das mortes relacionadas
ao cancer de pele, e apenas 14% dos pacientes com melanoma sobrevivem
por até cinco anos apos o diagnoéstico (MILLER; MIHM, 2006).

O surgimento do melanoma ocorre pela transformacgéo progressiva dos
melanécitos (MILLER; MIHM, 2006), que s&o células pigmentares
especializadas localizadas principalmente na pele (GRAY-SHOPFER,
WELLBROCK; MARAIS, 2007). Os melandcitos sdo células que produzem
melanina, cuja fungdo normal é proteger os queratindcitos da pele da radiacéo
UV proveniente do sol (GORANTLA; KIRKWOOD, 2014). E pela presenca
desta radiacdo, a proliferacdo e produgdo de melanina pelos melandcitos €
regulada (GRAY-SHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007).

Existem dois tipos de radiagéo emitidas pelos raios solares UV: UV-A e
UV-B. A exposicdo excessiva a essas radiagcdes pode danificar diretamente o
DNA e podem envolver a geracéo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(SANDER et al., 2003). Ha indicios que a producdo de espécies reativas de

oxigénio (EROs) aumenta a migracéo de células de melanoma e este processo
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— que esta relacionado com maior malignidade da doenga — portanto, pode ser
desencadeado pela radiagéo ultravioleta (CHENG et al., 2004).

O desequilibrio nos niveis de EROs e capacidade de defesa antioxidante
da célula podem também levar a um estresse oxidativo, causando danos em
biomoléculas como, por exemplo, nos lipidios (peroxidagao lipidica) e o DNA
(SANDER et al., 2003). Portanto, deve haver um equilibrio celular entre a
produgdo de EROs contrabalanceados por mecanismos de defesa
antioxidante. Na pele estas defesas podem incluir enzimas como por exemplo a
superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), as quais estédo envolvidas nesta

homeostase (SANDER et al., 2003).

Tratamento

O tratamento do cancer pode ser feito através de cirurgia, radioterapia,
quimioterapia. Podem ser utilizados de forma isolada ou combinada,
dependendo da origem celular e do grau de malignidade das células tumorais
(ALMEIDA et al., 2005; NIJENHUIS et al., 2014).

Em um tratamento quimioterapico podem ser utilizadas diversas drogas
combinadas e o0 paciente pode sofrer severos efeitos colaterais como fraqueza,
diarreia, perda ou aumento de massa corpérea, feridas na boca, queda de
cabelo ou outros pelos do corpo, nausea, vomito e tonturas (INCA, 2014c).

A perda de massa corporal € um sintoma comum nos pacientes com
cancer, o que esta associado ao crescimento tumoral e aparecimento de
metastases (SILVA, 2006). Nos casos de desnutricdo em fungéo do cancer, a
principal perda de massa é pela metabolizagdo do tecido adiposo e

consequentemente perda de gordura (SILVA, 2006). Ainda, pacientes que
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apresentam perda de peso normalmente diminuem a resposta ao tratamento, o
que € inversamente relacionado com a sobrevida e a qualidade de vida do
paciente (SILVA, 2006).

O tratamento mais indicado e utilizado para o céancer do tipo néo-
melanoma, que € menos agressivo € complexo, € cirurgia para a remog¢ao do
tumor (ALMEIDA et al., 2005). Nas fases iniciais do cancer tipo melanoma
também é& possivel este tratamento, porém ao progredir para o estado
metastatico o0 sucesso do tratamento diminui (GRAY-SHOPFER,
WELLBROCK; MARAIS, 2007). Sendo assim, a quimioterapia € o tratamento
mais utilizado para cancer do tipo melanoma. Nesse tratamento s&o utilizados
medicamentos citotoxicos para células tumorais, sendo que a maioria dessas
drogas atua induzindo morte celular por apoptose (GRAY-SHOPFER,
WELLBROCK; MARAIS, 2007).

A droga quimioterapica mais utilizada para o tratamento do melanoma é
a Dacarbazina. Esta droga ¢é classificada como inespecifica no ciclo celular, ou
seja, afeta varios eventos durante todo o ciclo celular. Na fase S, previne a
células de sintetizar DNA e RNA por inibicdo da sintese de acidos nucleicos; na
fase G2, a droga previne o desenvolvimento de elementos necessarios para a
mitose (como, por exemplo, as topoisomerases); na fase M, previne que a
célula realize a mitose (WILKES; BARTON-BURKE, 2015). Em relagdo a
efeitos colaterais, nauseas e vomitos ocorrem em 90% dos pacientes tratados
com dacarbazina e podem ocorrer de forma moderada a severa, entretanto
estes sintomas diminuem com dias consecutivos de administracdo da droga. A
diarreia é incomum, porém a anorexia € comum, ocorrendo em 90% dos

pacientes (WILKES; BARTON-BURKE, 2015).
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Quimioterapicos e resisténcia tumoral

Além dos efeitos colaterais e nocivos que os quimioterapicos podem
causar em pacientes durante o tratamento, o principal problema que afeta o
progndstico da doenca é, em alguns casos, a elevada resisténcia das células
tumorais aos agentes quimioterapicos (GRAY-SHOPFER; WELLBROCK;
MARAIS, 2007). Os agentes antineoplasicos s&o efetivos ao interferirem com o
ciclo celular, resultando em morte celular. Porém quando células malignas
sofrem mutacdo e ativam mecanismos para escapar da morte celular
programada, podem nao se tornar mais sensiveis a (s) droga (s), e a
resisténcia surge (WILKES; BARTON-BURKE, 2015). O aperfeicoamento de
alguns destes mecanismos pode incluir o aumento da expressao de proto-
oncogenes, permitindo que as células cancerosas resistam e sobrevivam a
diferentes tratamentos em diversos tipos de cancer (ZORNING et al., 2001;
INDRAN et al., 2011).

Muitas células de canceres agressivos apresentam como principal
mecanismo de resisténcia o aumento da expressdo e da atividade de
transportadores de efluxo de drogas pertencentes a superfamilia ABC,
caracterizando o fenoétipo MDR (multidrug resistance) (LEVINE et al.,1993). O
gene MDR-1 codifica para a uma glicoproteina transmembrana, a glicoproteina-
P (PgP), que por sua vez atua como uma bomba de efluxo dependente de ATP
que bombeia agentes xenobidticos' para fora da célula (LEVINE ef al.,1993),

resultando em um menor acumulo intracelular de quimioterapicos, diminuindo a

! Xenobiébticos: do grego xeno (estrangeiro) e bidtico (relativo a vida). “Xenobidticos sao
compostos estranhos ao funcionamento do organismo ou ndo fazem parte do seu metabolismo
ou nutricdo normal. Exemplos de xenobiéticos incluem farmacos, aditivos alimentares e
poluentes ambientais” ISSX, (2016).
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toxicidade destas drogas nas células tumorais e consequentemente diminuindo
a mortalidade.

O fendtipo MDR ocorre intrinsecamente ou pode ser adquirido pela
exposicédo a drogas antitumorais durante a quimioterapia (PERSIDIS, 1999), ja
que os tumores malignos apresentam populacdes de células heterogéneas e a
quimioterapia induz apoptose primeiramente em células cancerosas mais
sensiveis. Isto resulta em uma selecdo das células mais resistentes, que
eventualmente podem se tornar a maioria das células no tumor, tornando a
quimioterapia ineficiente. Em fungdo disso, o fendtipo MDR pode ser
relacionado com uma menor sobrevida de pacientes com céancer (PERSIDIS,
1999).

Outra forma de resisténcia envolve mutagdes relacionadas com o gene
BRAF (também conhecido como proto-oncogene B-Raf), estando presentes em
aproximadamente 50-70% dos melanomas (NIJENHUIS et al, 2013). Nas
células normais, a ativacdo de BRAF promove a divisdo celular, porém sua
ativacdo excessiva causada por mutagdes pode levar ao crescimento tumoral
(NIJENHUIS et al, 2013). Cerca de 20% dos pacientes com melanoma
contendo o gene BRAF mutado n&o respondem aos tratamentos
quimioterapicos, 0 que demonstra resisténcia (NIJENHUIS et al., 2013). As
drogas quimioterapicas atualmente utilizadas para conter o crescimento das
células com BRAF mutado séo eficientes em alguns casos, porém as respostas
podem ser temporarias, havendo reincidéncia da doenca (NIJENHUIS et al,,
2013), demonstrando resisténcia tumoral.

Além disso, a supressdo de proteinas pro-apoptéticas como a Bax

(INDRAN et al., 2011) também fornece resisténcia a células tumorais. O gene



17

que codifica para Bax é frequentemente suprimido ou mutado em canceres,
sendo que a mutacdo leva a perda de fungéo, resultando na inibicdo da via
intrinseca da apoptose mediada pela mitocéndria. Portanto, o silenciamento de
genes que codificam para proteinas relacionadas com morte celular, bem como
a regulacdo negativa causada por mutagdes destes pode proteger células
cancerosas da morte celular (ZORNIG et al., 2001; INDRAN et al., 2011).

Outros mecanismos de resisténcia podem também envolver o aumento
da expressdo de proteinas c-Flip (proteina inibidora de FLICE) (regula a
apoptose) e receptores Decoy (receptores do fator de necrose tumoral), que
competem com receptores de inducao de apoptose, inibindo a transdugéo do
sinal de morte celular e assim tornando as células mais resistentes (INDRAN et
al., 2011).

Ainda, em muitos tipos de canceres, o gene supressor de tumor p53 ou
outros componentes da sua via estdo mutados (ALBERTS et al., 2010). A
concentracdo da proteina p53 & aumentada principalmente quando ocorre
lesdo no DNA, sendo que nestes casos esta proteina pode induzir apoptose a
célula lesionada ou parar o ciclo celular até que o DNA seja reparado
(ALBERTS et al., 2010). Os defeitos em vias de sinalizagdo do p53 envolvem
mecanismos de resisténcia em células cancerosas: a perda da funcdo de
supressao de tumor pela mutagdo do gene p53 pode levar ao desenvolvimento
e progressao do cancer. A modulacdo dos reguladores de p53 também pode
contribuir para instabilidade do genoma e resisténcia a apoptose (INDRAN et
al., 2011).

No caso do melanoma, mesmo com as diferentes drogas utilizadas no

tratamento, a maioria dos pacientes doentes n&o obtém um beneficio clinico de
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longa duracdo, sugerindo o desenvolvimento de resisténcia neste tipo de
células cancerosas (TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013). Neste caso, o
progndstico dos pacientes piora consideravelmente quando o tumor se espalha
além da epiderme, sendo a sobrevida média nesses casos de seis a nove
meses (TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013). Um fato que indica a relagao
com a elevada resisténcia do cancer tipo melanoma é que mesmo 0s
melandcitos normais presentes na pele apresentam baixos niveis de apoptose
em comparacdo com outras células humanas (GRAY-SHOPFER,
WELLBROCK; MARAIS, 2007), por isso talvez células de melanoma tenham
maior vantagem para escapar de mecanismos apoptéticos, resultando em uma

maior sobrevivéncia e persisténcia destas células no organismo.

2.2. Contaminantes ambientais e cancer

Existem quase 110 milhdes de substancias quimicas registradas
atualmente (CAS - Chemical Abstracts Service, 2016). Dentre estas, algumas
podem apresentar caracteristicas de substancias persistentes (resistentes a
degradacdo no meio ambiente), podem apresentar capacidade de
bioacumulacdo (acumulam em tecidos de organismos), podem ser
potencialmente toxicos, podendo causar varios danos a saude dos individuos e
ao meio ambiente e carcinogénicas, podendo causar alteragdes celulares e
levar ao aparecimento de canceres. Muitas substancias quimicas toxicas —
como contaminantes ambientais - podem alcancar longas distancias afetando
diferentes lugares do globo através do ar e da agua, contaminando os solos e
atingindo os alimentos (NTP, 2011).

Na Uni&o Europeia desde 2006 ha um regulamento denominado REACH

(Registration, Evaluation, Authorisation and restriction of Chemical substances),
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com o objetivo de protecdo da saude humana e do meio ambiente em relagéo
aos possiveis riscos que podem ser causados por produtos quimicos,
considerando aos conhecimentos da toxicologia (RIBEIRO-SANTOS,
PINEHIRO, 2008, ECHA, 2016). Essa regulamentagcdo envolve diversos
processos como registros, autorizagdes, avaliacbes, restricbes, legislacao e
jurisprudéncia e é considerado atualmente como um modelo a ser seguido por
outros paises, inclusive em relacdo ao controle de produgdo, distribuicio e
transporte de substancias quimicas (RIBEIRO-SANTOS, PINEHIRO, 2008;
ECHA, 2016).

Ja no Brasil, existe menor regulamentacdo em relagdo a substancias
quimicas, muitas relacionadas com a legislacdo. De acordo com o a Lei
Complementar N° 140, de 8 de dezembro de 2011 “controlar a produgéo, a
comercializacdo € o emprego de técnicas, métodos e substancias que
comportem risco para a vida, a qualidade de vida e o meio ambiente, na forma
da lei” sdo agbes administrativas da Unido, dos Estados e dos Municipios.

Um outro exemplo de regulamentacéo relacionada com a legislacéo é a
Portaria Interministerial 19, de 29 de janeiro de 1981, qual estabelece proibicdo
da fabricacdo, comercializagdo e uso de PCBs em todo territério nacional,
porém permite que 0s equipamentos ja instalados continuem em
funcionamento até a sua substituicdo integral ou troca do fluido dielétrico por
produto isento de PCBs (BRASIL, 1981).

Para que a populagéo brasileira figue mais ciente em relac&o a produgao
de substancias quimicas, na pagina da ABIQUIM (Associacdo Brasileira da
Industria Quimica) ha uma ferramenta de busca chamada “Brazilian Chemicals

— Produtos Quimicos Brasileiros” onde € possivel encontrar os fabricantes de
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qualquer substancia quimica de uso industrial produzida no Brasil (ABIQUIM,
2016). A existéncia desta ferramenta demonstra uma maior preocupacéo e
transparéncia a respeito da producgéo destes produtos no pais.

Ainda, a relacao entre alguns tipos de contaminantes e o surgimento de
diversos tipos de cancer é bem documentada, porém pouco se sabe sobre a
influéncia da exposicdo a esses contaminantes no prognostico de individuos
com cancer. Por isso a importancia do presente trabalho, onde foram
selecionados dois contaminantes ambientais que pertencem a duas classes
distintas: o TCDD e o BDE-209. Ambos tém distribuicdo global, s&o

persistentes e com capacidade de bioacumulacgao.

2.2.1.A tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)

O 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD; FIGURA 3) é a molécula
mais toxica da classe das dioxinas. E classificado como agente em primeiro
lugar do Grupo 1 “cancerigeno a humanos”’, havendo evidéncias
epidemiolégicas suficientes da relacdo deste poluente com todos os tipos de
canceres (IARC, 2009). Sua toxicidade esta relaciona com as moléculas de
cloro nas posi¢cdes 2, 3, 7 e 8 (United Nations Environment Programme —
UNEP, 2008; National Toxicology Program - NTP, 2011; World Health

Organization — WHO, 2014).

Cl O Cl

Cl O Cl

FIGURA 3. Féormula quimica do TCDD (NTP, 2011)
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O TCDD é um Poluente Organico Persistente (POP). Os POPs néao
degradam facilmente no meio ambiente, podem alcancar longas distancias a
partir do local de emissdo e geralmente apresentam caracteristica de
bioacumulacdo na cadeia tréfica por serem altamente lipofilicos, podendo
acumular no tecido adiposo de animais (UNEP, 2008; NTP, 2006; 2011).

Esta substancia quimica € popularmente conhecida como constituinte do
desfolhante “Agente Laranja” utilizado na Guerra do Vietna, embora também
tenha sido utilizado na época como pesticida e herbicida (NTP, 2011).
Atualmente ndo é mais fabricado comercialmente, exceto para pesquisas
cientificas (NTP, 2006; UNEP, 2008). Contudo, o TCDD continua sendo
produzido como subproduto de processos industriais, como na fabricacdo de
clorofenois e herbicidas, cloro para branqueamento de papel e fundicbes. Além
disso, o TCDD pode ser gerado naturalmente em erupgbes vulcanicas e
incéndios florestais (WHO, 2014).

Apesar de todas as classificacbes e comprovacgdes de toxicidade, ha
uma exposicdo generalizada da populagdo mundial ao TCDD, ja que a
exposicdo pode ocorrer através da ingestéo, inalacédo e contato com a pele. E
estimado que 90% da exposicdo humana ocorram através dos alimentos
contaminados com o poluente; o restante é através da pele ou inalagdo (NTP,
2006). Ainda, de acordo com o National Toxicology Program (2006), estima-se
que a ingestdo diaria de alimentos contaminados com dioxinas - incluindo o
TCDD - em adultos € cerca de 25 pg por dia, sendo as principais fontes de
contaminagdo humana os produtos lacteos (incluindo o leite materno), carne e
peixes (UNEP, 2008; NTP, 2011; WHO, 2014). Para complementar, pesquisas

recentes (IARC, 2015) incluiram o consumo de carnes vermelhas e
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processadas como “potencialmente carcinogénicas” e “carcinogénicas’,
respectivamente. Acredita-se que a presenca de substancias quimicas como o
TCDD € o que aumenta o potencial carcinogénico desses alimentos
(DOMINGO; NADAL, 2016).

Apbs a ingestdo, o TCDD é armazenado principalmente no figado e em
menor quantidade no tecido adiposo na forma original do composto. E
eliminado principalmente pelas fezes e, em menor quantidade, pela urina
(POLAND; KNUTSON, 1982 apud ROSE et al., 1976). A biodisponibilidade do
TCDD através da ingestao foi observada em figado de ratos apos ingestéo de
trés amostras de solo contaminados e foi estimada em 431+4% (SHU et al.,
1988-a), e a biodisponibilidade através da pele foi aproximadamente 60% apds
24 h de contato com o TCDD (SHU et al., 1988-b).

A meia-vida do TCDD em humanos € de 5,8 a 11,3 anos. Em func¢éo de
uma meia-vida relativamente longa, € sugerido que as respostas biologicas
induzidas pelo TCDD ocorreriam em seres humanos apds uma exposi¢céo
prolongada a doses didrias baixas, para que assim desencadeasse respostas
semelhantes as observadas em animais experimentais (NTP, 2011).

Alguns efeitos tdxicos do TCDD incluem alteragbes no desenvolvimento
e reprodugcdo, imunotoxicidade, teratogenicidade, carcinogenicidade e
letalidade. Além disso, alguns estudos demonstram que o TCDD provoca
cancer em humanos de maneira dose-dependente (NTP, 2006).

E demonstrado que as respostas bioquimicas e toxicolégicas em
animais de laboratério € seres humanos ocorrem por mecanismos de acgao
semelhantes (NTP, 2011), uma vez que tanto em humanos como em roedores,

0 mecanismo de toxicidade do TCDD envolve a ligagdo ao receptor Aril
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Hidrocarbono (AHR), para o qual o TCDD apresenta uma alta afinidade. O
receptor AHR possui também fungdes fisiologicas independentes da exposicéo
a xenobioticos, como, por exemplo, na regulacéo do ciclo celular e apoptose.

A ligagéo especifica entre 0 TCDD e o AHR causa dissociagéo da hsp90
e outras proteinas, resultando na translocacédo do AHR para o nucleo da célula.
Ocorre, entdo, a heterodimerizagdo com o ARNT (translocador nuclear do
AHR) e ligacdo ao elemento de resposta a dioxina (DRE), permitindo que este
complexo se ligue em sequéncias de reconhecimento no DNA (FIGURA 4).
Este processo resulta na ativagdo e transcricido de varios genes, que podem
induzir aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio além das varias
outras respostas celulares relacionadas a toxicidade do TCDD (NEBERT et al.,

2000; NTP, 2011; BOELSTERLI, 2007, MANDAL, 2005).
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FIGURA 4. Modelo simplificado do mecanismo da toxicidade do TCDD via receptor
AHR. R.E.= reticulo endoplasmatico, CYP1A1= Citocromo P450; AHR = receptor Aril
Hidrocarbono; HSP = heat shock protein, ARNT = receptor de translocacéo nuclear,;
MRNA = RNA mensageiro. Fonte: MANDAL, 2005, traduzida pela autora.
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Portanto, através da ligacdo ao receptor AHR, o TCDD causa varias
respostas biolégicas relacionadas com o desenvolvimento de canceres, como
mudangas na expressdo génica, alteracdo do metabolismo da célula e
alteragbes no crescimento e diferenciacdo celular (PAAJARVI et al., 2005).
Além disso, o TCDD pode ter um papel na promog¢éo de tumores, impedindo,
por exemplo, a expressao do gene p53, gene supressor de tumor que na
maioria dos tumores humanos esta mutado (PAAJARVI et al., 2005). Assim, o
TCDD diminui a resposta dependente de p53 contra agentes capazes de
causar danos ao DNA, aumentando a taxa de mutacdes que levem a formagéao
de células cancerosas, ou diminuindo 0 numero de células apoptdticas. Em
conjunto, os efeitos toxicos e carcinogénicos do TCDD podem ser relacionados
com aumento da incidéncia de danos no DNA (PAAJARVI et al., 2005).

Além disso, VILLANO et al. (2006) também sugerem que a exposi¢ao a
contaminantes ambientais pode contribuir para a progressdo do melanoma
metastatico, ja que seus dados demonstram um estimulo do contaminante
TCDD a expresséo e atividade de proteinas relacionadas com invaséo celular e
metastase, parametros importantes para a malignidade de tumores (VILLANO

et al., 2006).

2.2.2.0 decabromodifenil éter (BDE-209)

0 2,2'3,3',4,4'5,5'6,6'-decabromodifenil éter (BDE-209; FIGURA 5) é
um composto da classe dos éteres de difenil polibromados (PBDE). A férmula
quimica das moléculas difenil éter contém 10 atomos de hidrogénio e pode

conter de 1 a 10 atomos de bromo, e qualquer atomo de hidrogénio pode ser
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trocado com bromo, o que resulta em 209 possiveis congéneres (ALAEE et al.,

2003).
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FIGURA 5. Formula quimica do BDE-209 (EPA, 2008).

Os PBDEs s&o compostos semelhantes as bifenilas policloradas (PCBs),
e aparentemente agem de forma similar n0 meio ambiente, pois s&o
persistentes e apresentam capacidade de bioacumulacédo ao longo da cadeia
tréfica (MCDONALD, 2002).

O BDE-209 é utilizado pela industria como retardante de chama e
utilizado em materiais como madeira, plasticos, papéis, utensilios de cozinha,
aparelhos eletrénicos como computadores, circuitos, conectores, capas
plasticas e cabos e em coberturas de televisdo (HARDY, 2000; PESTANA et
al., 2008). Este composto é utilizado para tornar os materiais mais resistentes
ao fogo ou altas temperaturas (PESTANA et al., 2008); porém, em casos de
incinerac&o desses materiais, grande quantidade de fumaca e gases téxicos —
como dioxinas e furanos —€ produzida, podendo desencadear varios efeitos
toxicos (DARNERUD et al., 2008).

Portanto, os PBDEs podem ser lancados no ambiente pelas industrias
durante a manufatura desses compostos, pela producdo de materiais que
contém esses PBDEs ou pelo descarte incorreto desses materiais,

contaminando o meio ambiente (PESTANA et al., 2008), por exemplo através
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da lixiviacdo de materiais que contenham BDE-209, como o lixo eletrénico
(JIANG et al. 2014).

Dados sobre a toxicocinética do BDE-209 indicam que ele € absorvido
pelos humanos a partir do ambiente, principalmente por via oral, e entao
distribuido para os tecidos (EPA, 2008). Os PBDEs estdo presentes em
alimentos como produtos lacteos, carne, peixe e poeira doméstica; portanto
alimentos e o ambiente doméstico s&o as grandes fontes de exposicéo (WU et
al.,, 2007). Na China sdo encontradas altas concentragbes de PBDEs em
amostras de poeira e alimentos coletados em areas proximas a lixos
eletrénicos. As concentracdes de PBDE nas amostras de poeira diminuem com
a distancia do centro de reciclagem de lixo eletronico, sendo que neste caso, 0
PBDE mais presente é o BDE-209 (JIANG et al. 2014).

Em 1988, foram encontradas quantidades 0-35 pmol de BDE/g lipidios
em amostras de sangue de humanos nos Estados Unidos da América (EUA)
(MASTEN, 2001). Naquele pais, a exposi¢cdo generalizada ao BDE-209 é
observada pelos niveis de PBDEs encontrados em tecidos (8000 ng/kg de
lipidios no tecido adiposo) em individuos de todo o pais e de todas as faixas
etarias (MASTEN, 2001).

Estudos mais recentes com adultos e criangas da Califérnia (EUA)
demonstram que o BDE-209 esta presente em 16% do total de BDEs
detectados no soro do sangue, sendo que foi detectado 24% desse congénere
no soro de criangas, 8% no soro dos pais e 20% em adultos mais velhos (WU
et al., 2015).

Além da exposicéo de criangas através do leite materno, um dos motivos

para a alta quantidade encontrada em criangas podem ser brinquedos
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atualmente produzidos contendo BDE-209, ja que o trabalho de lonas et al.
(2016) sugere que a exposicao de criancas ao BDE-209 em brinquedos de
“‘morder” é maior do que a exposi¢cédo através da dieta ou poeira. Outro fato
relacionado indica que PBDEs tém a capacidade de bioacumular na placenta
humana e provavelmente contribuem para a exposicéo pré-natal (LEONETTI et
al., 2016).

Os efeitos tdéxicos de PBDEs ocorrem em nivel celular ao se ligarem em
receptores de superficie celular e ativando fatores de transcricdo (EPA, 2008).
As semelhangas estruturais entre PBDEs e PCBs sugerem ainda que BDEs
podem ativar o receptor AHR e 0 receptor de estrogénio (ER), que sdo os
mesmos receptores relacionados com a toxicidade do TCDD e que estéo
associado com seus efeitos carcinogénicos e reprodutivos (EPA, 2008).

Em ratos, apds exposicdo via oral, a excrecio ocorre através das fezes,
com 90% da dose excretada apos trés dias. Ja o restante é distribuido entre
diversos tecidos, como rins, coragéo e figado. Sendo que, ao considerar o peso
lipidico, o plasma e o figado apresentam as maiores concentragdes apos 3 e 7
dias (MORK et al., 2003).

No Brasil, atualmente, ndo existem restricbes legais para o uso de
PBDEs (PESTANA et al., 2008) nem ha regulamentac¢éo para o uso e descarte
do BDE-209 (ALAEE et al., 2003), que é produzido e utilizado largamente em
varios paises (CHEN et al, 2012). No entanto, tem-se demonstrado um
aumento dessas substancias no meio ambiente e em tecidos humanos, 0 que

pode ser considerado perigoso para a saude humana (CHEN et al., 2012).
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2.3. Modelo experimental

A grande vantagem da utilizagdo de linhagens tumorais in vitro € a
possibilidade de avaliar varios parametros e fazer diversos testes, reduzindo a
utilizagéo de animais em testes in vivo para testar uma hipotese.

Ha diferentes modelos experimentais para estudos de melanoma,
envolvendo diversas sublinhagens de células B16. As linhagens de melanoma
murino B16-FO, B16-F1 e B16-F10 s&o originarias dos melandécitos da pele de
camundongo Mus musculus; ambas s&o células aderentes capazes de produzir
melanina in vitro e podem ser transfectadas para experimentos in vivo (ATCC,
2016). A escolha de uma ou mais dessas linhagens em estudos depende da
hipétese apresentada, ja que podem responder diferentes parametros, pois
apresentam caracteristicas proprias de cada linhagem.

A B16-FO € uma linhagem que produz abundantemente pigmentos de
melanina e € amplamente utilizada para elucidar a melanogénese e
mecanismos de regulagao da proliferagéo de células de pigmentares (PINON et
al., 2011).

As linhagens de células B16-F1 e B16-F10 foram selecionadas de
acordo com sua capacidade de formar nddulos tumorais pulmonares, que
foram obtidos através da injecdo de células tumorais B16 em camundongos
geneticamente idénticos por repetidas vezes. ApoOs repetidas injecdes, foram
obtidas sucessivamente as linhagens B16-F1 e B16-F10, cuja as
denominacbes sdo referentes ao aumento do numero de nodulos tumorais
pulmonares obtidos através dessa técnica (FIDLER, 1975). Portanto,
comparativamente, a linhagem B16-F1 (FIGURA 6) tem potencial metastatico

menor e a B16-F10 apresenta alto potencial metastatico (HART; SMITH 1986)
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e maior taxa de proliferagcédo (DANCIU et al., 2013). Para o presente trabalho, a
linhagem B16-F1 foi selecionada como modelo experimental ja que, para
observar efeitos de maior malignidade causada por contaminantes, seria mais
facilmente observa-los em uma célula que ndo estd no seu limite de

malignidade (assim como na linhagem B16-F10).

FIGURA 6. Células de melanoma murino B16-F1 em cultivo celular em alta densidade.

Fonte: A autora (2016).
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3. PROBLEMA

O efeito carcinogénico de muitos contaminantes é reconhecido e bem
investigado. Contudo, mesmo o0s contaminantes considerados como n&o-
carcinogénicos podem alterar a expressado génica e metabolismo de células
normais e neoplasicas. Nestes casos, uma questdo que merece investigacao &
se a exposicdo de individuos com cancer a contaminantes ambientais poderia
levar a alteragbes no fendtipo das células tumorais € assim aumentar a
agressividade dessas células, piorando o prognéstico. Para obter parte da
resposta, a interferéncia de contaminantes em paréametros como viabilidade,
metabolismo, proliferacdo, migracéo, ciclo celular, atividade de transportadores
de efluxo de drogas, producdo de espécies reativas de oxigénio e interagao
com o quimioterapico foram investigados em células de melanoma murino B16-
F1.
4. HIPOTESE

Os contaminantes TCDD e BDE-209 interferem com o fendtipo da
linhagem B16-F1, aumentando seu perfil carcinogénico e de resisténcia
tumoral, tornando-as, portanto, mais agressivas.
5. JUSTIFICATIVA

O numero de novos casos de cancer cresce a cada ano € mesmo com
novas drogas empregadas para o tratamento, a aquisicdo de resisténcia a
quimioterapia continua a ser um grande problema. Sabe-se que muitos
contaminantes ambientais s&o carcinogénicos, porém pouco se sabe sobre a
acédo de poluentes no prognostico de pacientes com cancer. Considerando

essas informagdes, a capacidade do TCDD e BDE-209 de alterar
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caracteristicas celulares importantes para a malignidade das células B16-F1 foi

investigada.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo geral

Investigar se a exposicdo aos poluentes TCDD e BDE-209 afeta

parametros de malignidade de células tumorais da linhagem B16-F1.

6.2. Objetivos especificos e metas

- Verificar se a morfologia, viabilidade celular, citotoxicidade,
proliferacdo, capacidade de formac&o de coldnias, morte celular e ciclo celular
em células B16-F1 s&o alteradas quando expostas ao TCDD e BDE-209;

- Verificar se a proliferagdo celular, ciclo celular e a migragao e
proliferagéo através do ensaio scrafch realizando a exposigdo com apenas 2%
de SFB s&o alterados em células B16-F1 quando expostas ao TCDD e BDE-
209;

- Verificar se a atividade de transportadores de efluxo de drogas do
sistema MDR, a geracao de estresse oxidativo e a migracdo de células B16-F1
s&o alteradas pela exposi¢cado ao TCDD e BDE-209;

- Verificar se ha aumento da resisténcia (maior viabilidade e proliferacéo)

das célulasB16-F1 quando expostas previamente aos contaminantes € ao

quimioterapico dacarbazina.
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7. MATERIAL E METODOS

7.1. Desenho experimental

Células de melanoma murino B16-F1 foram cultivadas e plagueadas em
meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB), 40 ug/ml de gentamicina a 37 °C e 5% de CO,. Para os
ensaios em microplaca de 96 pocos, 5 x 10® células/pogo foram plagueadas,
cada pogo com 200 ul de meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Para
0s ensaios em microplaca de 24 e 6 pocos foram plaqueadas 3 x 104 e 2,5 x

10° células por pogo, com 1 ml e 2 ml de meio, respectivamente.

7.2. Exposicdo aos xenobiodticos

Apds as células aderirem por 24 h, 0 meio de cultura foi substituido por
meio DMEM suplementado com 10% (ou 2% de SFB, no caso dos ensaios
proliferacao celular e ciclo celular) e 40 ug/ml de gentamicina, contendo os
contaminantes TCDD ou BDE-209 nas concentragdes 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10
NM diluidos em DMSO 0,05%. Além dos grupos expostos, 0 grupo controle do
solvente DMSO (0,05%) foi mantido em paralelo (FIGURA 7). As células foram

expostas durante 24 h.

TCDD 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 nM BDE-209 0,001; 0,01;0,1; 1 e 10 nM

DMSO. - ~N ~

1000000000000

{900000000000,
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FIGURA 7. Esquema demonstrando a exposigdo dos contaminantes em uma placa de
96 pocos. Em todas os ensaios, as placas eram compostas por um controle DMSO,
pelas concentracées de TCDD (0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 nM) e de BDE-209 (0,001,
0,01; 0,1; 1 e 10 nM).

7.3. Determinagédo das concentracdes e diluicdo dos contaminantes

Os dados utilizados para basear a escolha das concentracdes dos
poluentes TCDD e BDE-209 neste trabalho foram selecionados dos trabalhos
da Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR, 1998 apud
EGELAND et al. 1994) para o TCDD e de Mazdai et al. (2003) para o BDE-209.
No primeiro artigo foi selecionado o dado de maior nivel de TCDD encontrado
no soro do sangue: 30.000 pg/g (ou 0,06 ng/ml) (ATSDR, 1998apud EGELAND
et al,, 1994). Considerando-se que 200 ng/g do sangue sé&o lipideos - de
acordo com valores de referéncia de exames de sangue - a concentragao final
de TCDD seria de 0,186 nM. Para a determinagéo da concentragéo de BDE-
209, foi selecionado o dado da concentragdo de PBDEs em amostras de
sangue humano, onde foi observado a quantidade de >PBDEs em soro
materno igual a 580 ng/g de lipideos (MAZDAI et al., 2003). Novamente,
levando em consideracdo que 200 ng/g do sangue s&o lipideos, a
concentracdo final de PBDEs € equivalente a 1,209 nM. A partir desses dados,
as concentragdes selecionadas foram: 0,001; 0,01; 0,1;1 e 10nM, sendo a
concentracdo mais proxima aos dados encontrados na literatura para o TCDD
0,1 nM e 1 nM para o BDE-209.

Apds a definicAo das concentracbes, 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 foi de 0,05%.
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7.4. Andlise da morfologia celular
As células foram monitoradas sob microscépio invertido antes e apés
periodo de exposicdo, a fim de verificar o comportamento das células na

presenca dos contaminantes (desades&o, morte, alteragcédo de morfologia etc).

7.5. Viabilidade celular e citotoxicidade

Para determinacdo da viabilidade celular e citotoxicidade dos
contaminantes foram empregados trés testes distintos, a fim de fornecer dados
mais apurados sobre a situagao celular: o ensaio do vermelho neutro avalia a
captacdo e posterior acumulo do corante em endossomas e lisossomas, 0
ensaio do MTT avalia a atividade metabdlica mitocondrial € o ensaio de morte
celular com Anexina V-FITC e lodeto de propidio (Pl) avalia tipo de morte

celular: necrose x apoptose.

7.5.1. Ensaio do Vermelho Neutro

Apds o tempo de exposicao, as células foram incubadas com o reagente
Vermelho Neutro (50 pg/ml) diluido em meio DMEM durante duas horas. Foram
entdo fixadas com solucao de cloreto de calcio 0,1% e formaldeido a 0,5% em
agua e o corante foi extraido dos lisossomos e endossomos das células pela
solucdo acido acético 1% e etanol 50%. Com essa solugédo o material foi
homogeneizado e a absorbancia determinada em seguida a 540 nm

(REPETTO; PESO; ZURITA, 2008).
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7.5.2. Ensaio do MTT

Apds o tempo de exposigao foi adicionado uma solugdo de meio DMEM
suplementado com 10% de SFB contento 0,5 mg/ml de MTT (3- (4,5-
Dimethyithiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). As células foram
incubadas com o reagente durante 30 min, o conteudo dos pog¢os foi retirado
integralmente, foi adicionado 100 pyl de DMSO em cada pogo, o material foi
homogeneizado e a absorbancia foi medida em seguida a 560 nm (MOSMANN,

1983, com modificacdes).

7.5.3. Ensaio da anexina V/PI

Nesse ensaio foram utilizados marcadores para verificar a forma de
morte celular (necrose x apoptose). A porcentagem de células sofrendo
necrose e apoptose foi determinada utilizando kit de detec¢do de apoptose (BD
Pharmingen) com os marcadores fluorescentes Anexina V-FITC e o lodeto de
propidio (Pl), através de citometria de fluxo. O Pl € um marcador nuclear,
sendo assim as células positivas para esse marcador, que € um intercalante de
DNA e penetra apenas em células com membrana plasmatica ndo integra
serdo quantificadas como necréticas. A Anexina V-FITC € um marcador de
apoptose, pois se liga na fosfatidilserina, que esta presente na membrana
externa de células em processo de morte celular programada. As situacdes
com dupla marcacdo sao consideradas como final da apoptose ou processo de
necrose.

Em placas de 24 pocos foram plagueadas 3 x 10* células por poco e
apos 24 h de exposicdo o meio foi retirado, as células desaderidas com
solucdo contendo tripsina a 0,25% e EDTA a 0,02% em PBS e todo este

conteudo foi centrifugado, o sobrenadante descartado, seguido de 2 lavagens
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com PBS. Apds isso, as células foram incubadas em 400 pl de solugéo
contendo 5 pl Anexina-FITC e 5ul Pl durante 15 min, protegidas da luz. Apos a
incubacéo, as amostras foram ressuspendidas em PBS e analisadas em
citbmetro de fluxo. A analise final dos dados foi realizada através do programa
Flowing (www.flowingsoftware.com/). O controle positivo foi realizado através
da incubacao de células com 50 uM peréxido de hidrogénio durante 2 h antes

do ensaio.

7.6. Ensaio do Cristal Violeta

Este ensaio foi realizado apds a exposicdo das células aos
contaminantes em meio DMEM suplementado 2% e 10% de SFB, para melhor
avaliacdo da proliferacdo celular com menor e maior interferéncia do SFB
(efeito mitdgeno).

A proliferacao celular foi determinada através do ensaio de cristal violeta
(VEGA-AVILA; PUGSLEY, 2011, com modificagdes). ApOs exposicdo, as
células foram fixadas com paraformaldeido 4% em PBS por 30 min, coradas
com 100 pl da solugdo de cristal violeta a 0,25 mg/ml preparada em agua
deionizada durante 10 min, ent&o lavadas duas vezes com agua deionizada. O
corante foi eluido com 100 ul da solugdo acido acético 33% em agua sob um
agitador de microplacas durante 30 min e procedendo-se entdo a leitura da

absorbancia em espectrofotdmetro a 570 nm.

7.7. Espécies reativas de oxigénio (sonda DCF)
Para avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi
realizado o ensaio com a 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCF) de acordo

com BENOV,; SZTEINBERG; FRIDOVICH (1998). Ap6s o tempo de exposi¢éo,


http://www.flowingsoftware.com/
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0 meio de cultura dos pocgos foi descartado e foi adicionado 200 ul de meio
DMEM suplementado com 10% de SFB contendo 10 uM de DCF. Ap6s 15 min
de incubacéo a 37°C, protegida da luz, o meio foi descartado, os pogos lavados
com PBS e foi adicionado 200 pl de PBS por poc¢o. Imediatamente foi feita a
leitura em espectrofluorimetro nos comprimentos de onda de 488 nm

(excitacdo) e 530 nm (emiss&o).

7.8. Atividade de fransportadores de efluxo de drogas

Para determinagdo das atividades dos transportadores da familia MDR
(PESSATTI et al., 2002, com modificagbes), apds a exposicdo das células o
meio de cultura foi removido e as células foram incubadas com 200 pl por poc¢o
de PBS contendo rodamina B a 1 uM, em 37°C e protegidas da luz. Apds 30
min 0 meio foi descartado, os pogos lavados com PBS e 250 pl de PBS foram
adicionados. A placa foi levada a um ultrafreezer (- 80° C) para que o conteudo
dos pogos congelasse € assim, rompessem as células, para que a rodamina
internalizada fosse liberada para o meio. Em seguida, apdés o material
descongelar em temperatura ambiente, o conteudo dos pogos foi
homogeneizado e 200 ul de cada pog¢o foram transferidos para uma placa de
96 pocos preta, com leitura imediata em espectrofluorimetro a 540 nm

(excitacdo) e 580 nm (emissé&o).

7.9. Ensaios com o quimioterapico dacarbazina

A dacarbazina € um dos quimioterapicos mais utilizados para o
tratamento de pacientes com melanoma. Além disso, é sabido que existe
grande resisténcia dessas células tumorais. Para investigar a resisténcia das

células B16-F1 expostas aos xenobibticos e em seguida a dacarbazina, foram
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empregados dois testes: ensaio com o corante vermelho neutro e verificagéo
da proliferagdo celular no ensaio com o corante cristal violeta. Os ensaios

foram realizados por adaptacgéo de protocolo de JIN et al. (2011).

7.9.1. Selegdo da concentragdo de dacarbazina

Para determinar a concentragdo do quimioterapico a ser utilizada nos
ensaios, foi empregado o ensaio do Azul de Tripan. Esse ensaio avalia a
viabilidade celular de acordo com a integridade da membrana plasmatica das
células. S&o consideradas células n&o viaveis aquelas em que o corante Azul
de Tripan € internalizado, e viaveis as células onde o corante nao é
internalizado, portanto as células com a membrana plasmatica integra.

Em placas de 24 pocos foram plaqueadas 3 x 10* células por poco com
meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Apds 48 h de exposicdo ao
quimioterapico nas concentragdes 0; 100; 200; 300; 400 e 500 uM, as células
foram entdo desaderidas do fundo dos pogos por 500 ul de solugao contendo
tripsina 0,25% e EDTA 0,02% em PBS. O conteudo dos pogos foi centrifugado,
0 sobrenadante descartado e o pellet de células ressuspendido em PBS 2:1
Azul de Tripan. Apds 90 segundos, as células foram fotografadas em camara
de Neubauer em microscopio invertido, sendo as células posteriormente
analisadas e contadas. Células coradas em azul foram consideradas como n&o
viaveis e a concentragdo selecionada para o trabalho foi 400 UM por sua

exposicao representar 65% de viabilidade das células B16-F1 (FIGURA 18).

7.9.2. Viabilidade com quimioterapico — Vermelho Neutro
Para o ensaio de viabilidade celular na presenca da dacarbazina, apos

24h de exposicdo aos xenobidticos, 0 meio foi descartado e 200 ul de meio
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DMEM suplementado com 10% SFB com 400 pM de dacarbazina
(concentracdo definida através do ensaio anterior) foi adicionado em cada
poco. Apos 48h de exposicdo a dacarbazina, o protocolo para o ensaio do

vermelho neutro foi seguido conforme ja descrito no item 7.9.1.

7.9.3. Proliferacéo celular com quimioterapico — Cristal Violeta

Para o ensaio de proliferagdo celular na presenca da dacarbazina, apos
24h de exposi¢cédo aos xenobibticos com meio DMEM contendo 2% de SFB, o
meio foi descartado e 200 ul de meio DMEM suplementado com 2% SFB com
400 uM de dacarbazina foi adicionado em cada po¢o. Apds 48 h de exposicao
a dacarbazina, o protocolo para o ensaio do cristal violeta foi seguido conforme

ja descrito no item 7.6.

7.10. Determinacédo do Ciclo Celular

Para esse ensaio, 2,5x10° células por pogo foram plaqueadas em placas
de 6 pocos. Apds 24 h de exposicdo, 0 meio foi retirado, o pog¢o lavado
levemente com PBS e as células soltas com tripsina 0,25% e EDTA 0,02% em
PBS. Todo este conteudo foi transferido para um tubo de centrifuga, o material
centrifugado por 3 min, o sobrenadante descartado e o material fixado em
etanol 70% e mantido a -20°C. O experimento, realizado em ftriplicata,
procedeu da seguinte maneira: os tubos contendo as células fixadas foram
centrifugados, 0 sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em
PBS, novamente centrifugado, o sobrenadante descartado e adicionado de
staining buffer (PBS com 2% de SFB). Para a marcagdo, o material foi
novamente centrifugado e o sobrenadante descartado e entao adicionado 500

Ml de lodeto de propidio (Pl) e RNase (BD Pharmingen). Apés 15 min de
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incubacdo, protegida da luz, as células coradas foram analisadas através do
citbmetro de fluxo. Os dados gerados foram analisados através do programa

Flowing (www.flowingsoftware.com/).

7.11. Ensaio scratch

Para investigar os efeitos causados pelos xenobibticos utilizados neste
trabalho sobre a migracéo e proliferacdo das células B16-F1 foi empregado o
ensaio relacionado com um risco (scratch) (LIANG; PARK; GUAN, 2007) feito
nos pogos apds o tempo de exposicao.

O ensaio foi realizado de acordo com NOGUCHI et al. (2012) com
adaptacbes. O ensaio scratch foi realizado com o objetivo de verificar a
migracao e proliferacdo das células e consequentemente diminuicdo da area
do ‘“risco” entre os tempos O h e 48 h. Esses resultados podem ser
relacionados com o ensaio de proliferacdo celular, ja que sdo paradmetros que
podem ser comparados.

Em microplaca de 96 pocgos, apds 24 h de exposi¢cédo com 2% de SFB, o
meio foi descartado e meio DMEM novo foi adicionado. Com o auxilio de
ponteiras p10 foi feito um “risco” com a ponta da ponteira no meio de cada
poco. O meio foi novamente descartado e os pogos foram lavados duas vezes
com meio DMEM para retirada de células soltas. Apds esses procedimentos,
200 pl de meio DMEM foram adicionados em cada pog¢o. Os pogos das placas
foram observados e fotografados em microscépio invertido nos tempos Oh e
48h. A extensdo da migracdo das células para a regido da qual as células
foram raspadas foi determinada a partir da analise das imagens de O h e 48 h

com o auxilio do software livre ImageJ® (http://imagej.nih.gov/ij/).


http://www.flowingsoftware.com/
http://imagej.nih.gov/ij/
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7.12. Ensaio Clonogénico

O ensaio foi realizado de acordo com YANG et al. (2015). Foram
plaqueadas 250 células por po¢o em placas de 24 pogos. Apds 24 h de
incubacdo, as células foram expostas aos contaminantes por 24 h. Apos este
periodo o meio foi substituido por DMEM contendo 10% de SFB e as células
foram incubadas durante 7 dias, sem a necessidade de ocorrer troca do meio.
O meio foi descartado, as células fixadas com paraformaldeido 2% em PBS
durante 30 min, coradas com cristal violeta 0,5% por 15 min e as colbénias
contadas em microscépio 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 proliferagdo e crescimento celular (MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005). As
imagens serdo analisadas com o auxilio do programa ImageJ® onde sera
calculada a area ocupada do pog¢o por colénias, para que pudessem ser
avaliados qual(is) grupo(s) exposto(s) apresenta(m) maior quantidade de

formacgao de coldnias e proliferacao.

7.13. Analises estatisticas

Trés experimentos independentes foram realizados para cada ensaio € 8
replicatas por grupo por cultura em todos os ensaios. One-way ANOVA seguido
pelo pos-teste Dunnet, comparando controle versus todas as concentragdes de
TCDD, e controle versus todas as concentragbes de BDE-209, para os dados
com distribuicdo normal. Dados que n&o apresentaram distribuicdo normal
foram analisados, através das mesmas comparagdes, pelo teste néo-
paramétrico Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunns. O valor de p<0,05

foi considerado estatisticamente significante.
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8. RESULTADOS

8.1. Morte celular

Este ensaio objetivou avaliar células viaveis e ndo viaveis, sendo as
células ndo viaveis classificadas como apoptéticas ou necréticas®. Os valores
para o grupo controle foram de 88,3% de viabilidade, 2,6% de apoptose e 9,1%
de necrose. Para o ensaio, tanto células aderidas como possiveis células
mortas e soltas contidas no meio de cultura dos pocos na placa foram
analisados.

Com excegao do grupo exposto a menor concentracéo do TCDD (0,001
nM), que apresentou taxa de viabilidade muito proxima ao controle (88%),
todos os grupos expostos ao TCDD apresentaram aumento de viabilidade (2,6-
4,3%) e redugdo da incidéncia de necrose (3,4-4,3%) em relacdo ao grupo
controle.

Ja o grupo exposto a menor concentragdo de BDE-209 (0,001 nM)
apresentou alta taxa de necrose (13,6%) em relacédo ao grupo controle (9,1%) e
a menor taxa de viabilidade (79,9%) entre todos os grupos. Os grupos expostos
as outras concentragcbes de BDE-209 apresentaram menor taxa de necrose em
relagdo ao grupo controle (9,1%): 6,9% (0,01 nM); 7,75% (0,1 nM); 8,3% (1
nM); 8,7% (10 nM). Ainda, foi observado maior taxa de apoptose em relagdo ao
controle: 52% (0,01 nM); 3,2%% (0,1 nM); 82% (1 nM) e 3,5% (10 nM).

Indicando que a exposicdo ao BDE-209 diminui os niveis de necrose, sem

2 Para fins de apresentacdo dos resultados e discussdo, utilizou-se a referéncia de “necrose” como forma
de morte para as células em necrose e em final de apoptose (ou apoptose tardia — /ate apoptosis), visto
que ndo é possivel diferencia-las com clareza pelo ensaio da anexina V - Pl em citometria de fluxo, ja que
sao células duplamente marcadas (por anexina v e por Pl).
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alterar as taxas de viabilidade para todas as concentragcdes doBDE-209, com

excec¢ao da menor concentragéo (0,001 nM) (FIGURA 8).

Determinacao de morte celular
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FIGURA 8. Ensaio para determinagdo de morte celular realizado com células B16-F1
expostas a diferentes concentracdes de TCDD e BDE-209 durante 24h. As células
foram consideradas como viaveis (sem marcagdo) e nao viaveis. As células nao
viaveis foram classificadas em (1) apoptose/inicio de apoptose: células marcadas por
anexina V ou em (2) necrose (final de apoptose/necrose): células marcadas apenas
por Pl e células duplamente marcadas por anexina V e PI. Portanto, foi considerado
morte por necrose a soma de células em necrose e apoptose tardia. Para a maioria
dos grupos expostas ao TCDD a morte celular foi reduzida (0,01 — 10 nM), ja para os
grupos expostos ao BDE-209 a taxa de viabilidade n&o foi alterada com exce¢éo do
grupo exposto a 0,001 nM, que diminuiu a viabilidade das células. Entretanto, ndo
houve diferenca significativa nos resultados obtidos. Média+SEM (erro padrdo da

média).

Vale salientar que apesar dessas alteracbes, os valores ndo foram

significativos, portanto ndo sendo um resultado expressivo. Ainda, este ensaio
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foi realizado com 10% de SFB. E valido a repeticdo do experimento com
exposi¢cdo com 2% de SFB para que os resultados possam ser comparados.
Apesar de os resultados n&o serem estatisticamente significativos, €
sugerido uma tendéncia de que os contaminantes TCDD e BDE-209 possam
ser capazes de alterar par@metros de viabilidade € morte celular em células de

melanoma murino B16-F1.

8.2. Ensaio do Vermelho Neutro e de Proliferacdo celular com 10% de SFB

O ensaio avalia a retencéo do corante vermelho neutro no interior de
vesiculas lisossomais, células que apresentam menor retencdo de corante
podem ter seu sistema endolisossomal sendo afetados. O ensaio € avaliado
pela absorbancia do corante.

A absorbancia do corante vermelho neutro foi 11,4% maior em células
expostas a concentragdo 0,01 nM de TCDD (FIGURA 9), sugerindo que
ocorreu aumento da retencdo do corante nas células, uma vez que este
resultado ndo é seguido por aumento na proliferagéo celular (FIGURA 10). Ja
para 0s demais grupos expostos ao TCDD ha maior porcentagem de
viabilidade (FIGURA 8), porém ndo acompanhado de um aumento na
absorbancia do corante vermelho neutro (FIGURA 9).

Nas células expostas ao BDE-209 ha diminuicio da retencéo intracelular
do corante vermelho neutro (relacionado com a integridade do sistema
endolisossomal da célula) nos grupos expostos as concentragbes 1 nM e 10

nM (16,1% e 16,5% respectivamente).
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Retencao do Vermelho Neutro
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FIGURA 9. Retencdo do corante vermelho neutro em células de melanoma murino
B16-F1 expostas a diferentes concentracbes de TCDD e BDE-209 durante 24h,
demonstrando que a integridade do sistema de endomembranas pode ser afetado na

exposi¢do as maiores concentragcdes de BDE-209. Média+SEM.

No ensaio de proliferacdo celular, o corante cristal violeta é capaz de
corar as células, portanto, havendo maior absorbancia, maior 0 numero de
células, consequentemente maior foi a proliferacio nesta amostra,

A exposicdo ao TCDD néao alterou a taxa de proliferagcdo celular com
DMEM com 10% SFB (FIGURA 10). Entretanto, foi observado menor
proliferacdo de células expostas as concentragdes 0,01; 1,0 e 10 nM de BDE-
209 em relagéo ao controle (7,8%, 10,8% e 24%, respectivamente), de forma
dependente da concentragéo (FIGURA 10). Vale salientar que as placas foram
verificas anteriormente ao processamento do ensaio e nao foi observado

células desaderidas em nenhum dos grupos analisados.
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Proliferacao Celular - 10% SFB
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FIGURA 10. Proliferagdo celular de células de melanoma murino B16-F1 expostas a
diferentes concentragées de TCDD e BDE-209 durante 24h com exposi¢cdo contendo
DMEM com 10% de SFB, demonstrando menor proliferagéo celular para a maioria das

células expostas ao BDE-209.

8.3. Ensaio do MTT

Para avaliar 0 metabolismo mitocondrial, através da transformacéo do
MTT em cristais de formazan pela mitocondria em células expostas aos
contaminantes TCDD e BDE-209, foi realizado o ensaio do MTT. O ensaio
verifica a absorbancia da amostra, considerando que o MTT apresenta
coloragdo amarela e os cristais de formazan sao de coloracdo violeta.

Houve diminuicdo significativa do metabolismo do MTT (aumento de
toxicidade) pelas células expostas as concentragbes 0,1 nM de TCDD (9%) e
0,01 nM de BDE-209 (11,5%). No grupo exposto a maior concentracdo do
BDE-209 (10 nM), houve aumento do metabolismo do MTT (13,3%), sugerindo

uma resposta celular ao estresse (FIGURA 11).
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FIGURA 11. Ensaio do MTT realizado com células de melanoma murino B16-F1
expostas a diferentes concentracdes de TCDD e BDE-209 durante 24h, demonstrando
maior citotoxicidade nas células expostas ao TCDD (1 nM) e BDE-209 (0,01 nM) e

aumento do metabolismo do MTT para a maior concentragdo de BDE-209.

Media+SEM.

8.5. Atividade de transportadores de efluxo de drogas

O ensaio verifica a quantidade de rodamina B retida no interior da célula.
Como a rodamina ¢é ftransportada para fora da célula através de
transportadores de efluxo de drogas do sistema MDR, quanto maior a
concentracdo intracelular de rodamina, menor a atividade/quantidade dos
transportadores do tipo Pgp (glicoproteina P). No caso do presente ensaio,
apenas o transporte da rodamina € possivel de ser avaliada e ndo a atividade
dos transportadores. Nao houve diferencas significativas entre os grupos para

este ensaio (FIGURA 12).
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Logo, os dados obtidos neste ensaio ndo corroboram com a hipdtese de
aumento da atividade de efluxo de drogas e consequente aumento da
resisténcia aos quimioterapicos em células B16-F1 expostas ao TCDD e ao

BDE-209.
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FIGURA 12. Acumulo de rodamina B intracelular em células de melanoma murino
B16-F1 expostas a diferentes concentracbes de TCDD e BDE-209 durante 24h,
demonstrando que ndo ha diferenga significativa de transporte de rodamina pela Pgp

entre os grupos expostos e o controle. Média+SEM.

8.6. Produgdo de EROs

Neste ensaio, buscou-se avaliar a producdo de espécies reativas de
oxigénio que estdo presentes no meio de cultura apds 24 de exposicéo.
Avaliou-se a fluorescéncia que ocorre pela interacdo das EROS com a sonda
DCF. Através da avaliagdo em espectrofotdmetro (emissdo/excitacéo), nao
houve diferencas significativas entre os grupos expostos as diferentes

concentragdes de TCDD e BDE-209 (FIGURA13).
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Concentracao de EROS
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FIGURA 13. Producdo de espécies reativas de oxigénio em células de melanoma
murino B16-F1 expostas a diferentes concentracées de TCDD e BDE-209 durante
24h, demonstrando que ndo ha diferenga significativa na producéo de espécies

reativas de oxigénio nos grupos expostos em relagéo ao controle. Média+SEM.

8.7. Ensaio de proliferagdo celular com 2% de SFB

Este ensaio foi realizado com menor concentracéo de SFB para avaliar o
efeito de promocé&o de tumor dos contaminantes, uma vez que o SFB possui
efeito mitogénico e isto poderia mascarar os resultados.

Neste ensaio observou-se aumento de proliferagdo celular de forma
concentracdo-dependente nas células expostas ao TCDD. A maioria das
concentracbes de TCDD utilizadas apresentou aumento significativo da
proliferacao (0,01 nM (9%); 1 nM (14,5%) e 10 nM (17%), com exce¢ao das
concentragdes 0,001 e 0,1nM (FIGURA14).

Para a maioria das concentracbes de BDE-209 também houve aumento

da proliferaco 0,001 nM (14%); 0,01nM (14,4%) e 1 nM (17%) (FIGURA 14).
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FIGURA 14. Proliferagdo celular de células de melanoma murino B16-F1 expostas a
diferentes concentragées de TCDD e BDE-209 durante 24h com exposi¢cdo contendo
DMEM com 2% de SFB, demonstrando aumento de proliferagdo para a maioria dos

grupos expostos para ambos os contaminantes. Média+SEM

8.8. Ciclo celular

No ensaio do ciclo celular, realizado apds exposi¢do ao TCDD e BDE-
209 em meio de cultura contendo 2% de SFB (neste ensaio foi utilizado esta
quantidade de SFB pois no ensaio de proliferacédo celular com 2% de SFB
foram obtidos dados mais relevantes), foram avaliados as fases do ciclo celular
em que se encontravam células de melanoma murinho B16-F1 expostas ao
TCDD e BDE-209. A técnica realizada em citométro de fluxo utiliza Pl para as
marcagdes. O grupo exposto a 0,01 nM de BDE-209 apresentou menos células
na fase G1 (2,3%) (FIGURA 15). Os grupos expostos a 0,001 nM de TCDD e
0,1 nM de BDE-209 apresentaram mais células na fase S (4,2% e 6,4%,
respectivamente). Comparando esses dados, essas concentragdes podem

estar causando retengéo das células na fase S, ja que esse dado nao esta
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acompanhado do aumento da proliferacdo celular (FIGURA 14). O grupo
exposto a 10 nM de TCDD apresentou menos células na fase G2/M (3,1%),
consequentemente havendo mais células nas fases G1 e S, o que concorda

com o aumento de proliferagéo celular (FIGURA 14).
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FIGURA 15. Fases do ciclo celular (G1, S e G2/M) de células de melanoma murino

B16-F1 expostas a diferentes concentracbes de TCDD e BDE-209 durante 24h.
Média+SEM

8.9. Ensaio scratch

Para avaliar a proliferacdo e migracdo de células - parametros
relacionados com aumento da malignidade tumoral -, foi realizado o ensaio do
Scratch, onde as imagens do tempo zero e 48 h apds ser feito um “risco” na
parte central do pogo de uma placa de 96 pogos, foram comparadas. Grupos
onde apresentaram maior fechamento do risco sao relacionados com maior
aumento de proliferacdo e migracédo, pois as células preencheram a area

disponivel.
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Os grupos de células expostas as concentragées de 0,001 e 1 nM de
BDE-209 apresentaram valor significativo de fechamento do risco em relagcéo
ao controle (aumento de 32,8%) apds 48 h (FIGURA 16 e FIGURA 17), o que
se relaciona com o ensaio de proliferacdo com 2% de SFB, onde houve
aumento de proliferacdo nessa mesma concentracdo de BDE-209 (FIGURA
14). Em conjunto, esses dados mostram que neste grupo ocorre maior
proliferacéo e possivelmente maior migragao.

A concentracdo 1 nM de TCDD também apresenta aumento significativo
desses parametros, confirmando seu papel como promotor de tumor, ja bem
estabelecido.

Vale ressaltar que em todos os grupos expostos aos contaminantes o
valor numérico médio de fechamento foi superior ao fechamento do controle:
11,4%; 28,4%; 26,7%; 26,4%; 21,6% no TCDD 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 nM
respectivamente e 29,1%; 24,2%; 28,8% e 9% no BDE-209 0,001; 0,01; 0,1 e
10 nM respectivamente, incluindo diferengca estatistica no aumento deste
parametro nas concentracdes demonstrando aumento de proliferagao,
podendo ainda estes dados serem correlacionados com o aumento da

proliferagcao celular, (FIGURA 16).
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FIGURA 16. Fechamento do scratch (risco) apds 48 h em células de melanoma murino
expostas ao TCDD e BDE-209 durante 24 h, demonstrando que todos os grupos
apresentaram numericamente maior fechamento do risco em relagdo ao controle,
estatisticamente, os grupos de células expostas ao TCDD 1 nM e BDE-209 0,001 e 1

nM apresentaram aumento deste parametro. Média+SEM

DMSO A BDE 209 - 1 nM TCDD - 0.01 nM

7 AR

FIGURA 17. Imagem representando os grupos controle DMSO, grupo exposto ao
BDE-209 1 nM e grupo exposto ao TCDD 0,01 nM no ensaio scratch. E possivel
observar o fechamento do scratch (risco) no tempo 0 h e 48 h em células de
melanoma murino em microscépio invertido (imagem acima) e imagem apo6s analise
no programa ImageJ® (abaixo). As imagens pequenas no canto direito superior de
cada imagem representa parte da analise no programa ImageJ®. Escala = 300 pum.
Fonte: a autora (2016).

8.10. Ensaios com o quimioterapico
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8.10.1 Determinag&o da concentrag&o de dacarbazina

A concentracdo 400 uM foi selecionada para ensaios 0s ensaios
seguintes, pois causou uma redu¢ao de 65% da viabilidade celular (ensaio com
o corante Azul de Tripan) como descrito no item 7.9.1. A CLs, da dacarbazina

em células B16-F1 em 48 h foi 500 uM (FIGURA18).
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FIGURA 18. Viabilidade das células expostas a diferentes concentracbes de
dacarbazina durante 48h (esquerda). Campo da camara de Neubauer durante a
determinacéo da viabilidade (direita). Média+SEM. Fonte: A autora (2015).

8.10.2. Viabilidade com quimioterapico — Vermelho Neutro

Este ensaio foi realizado afim de avaliar a resisténcia ao quimioterapico
Dacarbazina de células B16-F1 pré-expostas ao TCDD e BDE-209. Para o
controle negativo, as células foram cultivadas em meio contendo o veiculo de
diluicdo dos contaminantes (DMSO) por 24h, e posteriormente mantidas em
meio de cultura sem os contaminantes e o quimioterapico por 48 h. Ja no
controle positivo, as células foram cultivadas em meio contendo o veiculo de
diluicao dos contaminantes (DMSOQO) por 24h e, em seguida, em meio de cultura
contendo dacarbazina por 48 h. A viabilidade do controle positivo, determinada

pelo ensaio do vermelho neutro, foi de 54,6%, valor condizente com o obtido
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pelo ensaio do Azul de Tripan (65%) no screening de concentragdes (item
8.10.1), considerando os principios de método distintos de ambos 0s ensaios
(FIGURA 19).

A pré-exposicao aos contaminantes TCDD e BDE-209 em meio DMEM
contendo 2% SFB e seguida da exposi¢céo a dacarbazina aumentou a retengao
do vermelho neutro no grupo 0,1 nM de TCDD (8,9 %) e na maioria dos grupos
expostos ao BDE-209: 0,001; 0,01; 0,1 e 10 nM (10,5%; 10,3%; 10,2% e 10,6%
respectivamente) em relacdo ao controle positivo (controle com exposigcdo a
dacarbazina durante 48h) (FIGURA 19). Estes dados condizem, para maioria
dos grupos expostos ao BDE-209, com os resultados de proliferacdo celular
(FIGURA 14), indicando que o aumento na retengéo de vermelho neutro deve-
se, principalmente, ao aumento do numero de células. Ja para o TCDD, houve

efeito metabdlico diferente apenas para uma concentragdo (0,1 nM).

Vermelho Neutro - Dacarbazina
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FIGURA 19. Reteng&o do corante vermelho neutro em células de melanoma murino
B16-F1 expostas a diferentes concentragbes de TCDD e BDE-209 durante 24h e
posteriormente expostas ao quimioterdpico dacarbazina durante 48h. O controle
negativo (-) representa células sem exposicéo a dacarbazina e o controle positivo (+)

representa células expostas a dacarbazina por 48h.E possivel observar aumento da
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reten¢cdo do corante vermelho neutro para a maioria dos grupos expostos ao BDE-209

e para os expostos a concentragdo 0,1 nM de TCDD. Média+SEM.

8.10.3. Proliferacdo celular com quimioterapico

Apbs a pré-exposicédo aos contaminantes TCDD e BDE-209 e posterior
exposicdo ao quimioterapico Dacarbazina por 48 h, houve aumento da
proliferagéo de 22,9% no grupo de células expostas a 10 nM de TCDD e de
45 2%, 19,9%, 22,6% e 23,2%, respectivamente, para as concentragbes de

BDE-209 de 0,001; 0,1; 1 e 10 nM (FIGURA 20).
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FIGURA 20. Proliferagdo celular avaliada através do ensaio do corante cristal violeta
em células de melanoma murino B16-F1 expostas a diferentes concentracdes de
TCDD e BDE-209 durante 24h e posteriormente expostas ao quimioterapico
Dacarbazina por 48h. E possivel observar aumento da proliferagdo nos grupos
expostos a maior concentragdo de TCDD e para a maioria dos grupos expostos ao
BDE-209. Média+SEM.

Assim, a pré-exposicido aos contaminantes — principalmente para os
grupos expostos ao BDE-209- esta tornando as células mais resistentes a
Dacarbazina, aumentando a proliferagao das células expostas (FIGURA 20) em

relagdo ao controle.
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8.11. Ensaio Clonogénico

Um teste inicial para este ensaio foi realizado seguindo o protocolo
adaptado de YANG et al. (2015). O tempo de 7 dias foi suficiente para a
formacao de colbnias e o protocolo de fixacdo e coloragdo foi bem-sucedido
(FIGURA 21). Entretanto n&o houve tempo habil para a analise dos resultados
gerados através dos experimentos, ndo sendo possivel a discussdo dos

resultados deste ensaio.

FIGURA 21. Coldnia formada por células de melanoma murino B16-F1 apés 15 dias
de incubagéo. Fixacdo com paraformaldeido 4% em PBS; Colorag&o: cristal violeta.
Fonte: A autora (2016).

8.12. Resumo dos resultados

Para melhor visualizacdo dos resultados, segue tabela contando os
ensaios realizados e os resultados obtidos (TABELA 1).

TABELA 1. Resumo dos ensaios seguidos dos resultados obtidos. SD = ensaio
sem diferenca significativa; 1 = aumento e | = diminuicdo em relacdo ao
controle DMSO; seguido das concentracdes que apresentaram diferenca

significativa.
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Ensaio TCDD BDE-209
Morte Celular SD SD
Retencédo do Vermelho 10,01 nM 1 1e10nM
Neutro
Proliferacdo Celular 10% SD 10,01; 110 nM
SFB
Atividade Mitocondrial 10,1 nM 10,01 e 110 nM
(MTT)
Ativ. transportadores de SD SD
efluxo
Produgéo de EROS SD SD

Proliferacéo Celular 2%
SFB

Ciclo celular

10,01;1e10nM

1S 0,001 nM |G2/M 10
nM

10,01; 0,01 e 1 nM

1 G10,01nM 1 S 0,1 nM

Fechamento do risco 11 nM 10,001 e 1 nM

Ensaios com dacarbazina

Retencédo do Vermelho 10,1 nM 1 0,001; 0,01; 0,1 e 10 nM
Neutro

Proliferagcéo Celular 2% 110 nM 10,001;0,1; 110 nM

SFB
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9. DISCUSSAO

9.1. Exposigdo ao TCDD

Viabilidade e proliferagéo celular

A exposicdo ao contaminante ambiental TCDD durante 24 h nao foi
capaz de alterar os niveis de morte celular em células de melanoma murino
B16-F1 de forma significativa.

A hipétese de que uma das consequéncias da ligagdo do TCDD ao
receptor AHR € a ativacdo de defesas celulares como uma “defesa ao
estresse” nas células expostas foi levantada por MATSUMURA (2003). Esta
defesa celular pode possibilitar que células danificadas consigam escapar da
apoptose/necrose.

Os dados observados no presente trabalho ndo corroboram com PARK
e MATSUMURA (2006), que demonstraram que TCDD é capaz de bloquear a
apoptose em células de MCF-10A (célula epitelial mamaria humana), gerando
um efeito protetivo nestas células. Possivelmente existem diferencas entre os
tipos celulares que s&o responsaveis pelos resultados adversos observados,
além disso a linhagem MCF-10A, trata-se de outro modelo animal e de uma
célula n&o-tumoral.

Ainda, inibicdo da apoptose é um fator importante na promocio e
progresséo de tumores. Como ja descrito anteriormente, células cancerosas
diferentemente de células normais, apresentam deficiéncia nos mecanismos de
apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2011) ou ativam mecanismos para evitar

este processo, e isto € um dos motivos para a dificuldade em se ter sucesso na
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quimioterapia (ZORNING et al, 2001, GRAY-SHOPFER, WELLBROCK,
MARAIS, 2007; INDRAN et al., 2011).

Um dos mecanismos pelos quais o0 TCDD poderia agir para resultar em
diminuicdo dos niveis de morte celular pode ser através da sua ligacdo com o
receptor AHR, que € um receptor com alta afinidade pelo TCDD e esta
relacionado as fungdes celulares envolvidas, inclusive, com o controle do ciclo
celular (NEBERT et al., 2000; NTP, 2011; BOELSTERLI, 2007; MANDAL,
2005).

Em linhagens celulares diferentes como a MCF-10A (negativa para o
receptor de estrogénio (ER)) o TCDD (10 nM) é capaz de aumentar 0 numero
de células e inibir a apoptose (DAVIS Il et al.,, 2001; PARK, MATSUMURA,
2005), embora em células de cancer de mama humana MCF-7 o TCDD (0,1
nM) tenha exercido efeito antiproliferativo (LIU; SAFE, 1996). No primeiro
estudo citado, foi demonstrado que a maneira pela qual o TCDD pode alterar o
crescimento das células MCF-10A € por “mimetismo” de fatores de crescimento
em vias de sinalizagdo (como o IGF-1 e EGF (epidermal growth fator)). Em
principio, o EGF estimula uma via anti-apoptética e o IGF uma via pro-
mitogénica (DAVIS Il et al., 2001). Extrapolando para a linhagem B16-F1, é
valida a investigacdo destes mecanismos para verificar a importancia destas
vias nos efeitos do TCDD nesta linhagem.

Assim como o presente trabalho, o TCDD nao afetou a viabilidade e a
taxa de apoptose em células granulosas de ovario de suinos (JABLONSKA,
2014). Nas linhagens de células hipotaléamicas de ratos GnV-3 (SOLAK et
al.,2013) e células de cancer de mama ZR-75-1 expostas ao TCDD combinado

com o mediador de proliferacdo celular 17B-estradiol (OENGA et al.,2004),
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também nédo houve diminuicdo da viabilidade. Portanto, os efeitos do TCDD
podem ser distintos de acordo com o tipo celular, constatando que outros
receptores e/ou outras vias podem interferir com seus efeitos toxicos.

No presente trabalho, a concentragédo 0,01 nM de TCDD aumentou a
retencao do vermelho neutro, ndo sendo seguido por aumento de proliferacao
(com 10% SFB) em células B16-F1.

Em células 5L (descendentes de hepatoma de rato H4IIEC3), por
exemplo, o TCDD aumenta em duas vezes a incorporagéo do vermelho neutro
em 48h de exposicéo, porém inibe a proliferacdo (GOTTLICHER; WIEBEL,
1991). Desta forma, no grupo exposto ao TCDD 0,01 nM, pode ocorrer um
aumento de retencdo do corante vermelho neutro nado relacionado a
proliferacao celular: para essas concentracbes, o contaminante pode estar
retardando, mas nao parando a proliferacdo celular e mantendo as células
viaveis a0 mesmo tempo. Isso reafirma a hipdtese de que o contaminante
pode, neste caso, agir em mecanismos do metabolismo e proliferagao celulares
e suprimindo mecanismos de morte celular.

MARTINS et al. (2013) consideraram em sua pesquisa que células
mamarias podem estar envolvidas com autofagia quando apresentam maior
retencdo do corante vermelho neutro, seguida da reducdo da proliferacao
celular com o corante cristal violeta e da redugdo da atividade mitocondrial com
o0 ensaio do MTT. Neste modelo os ensaios se conectam, pois em caso de
autofagia ocorreria um aumento de autolisossomos, o0 que poderia ser
verificado através do ensaio com o corante vermelho neutro, sem alterar a
proliferagéo ou atividade mitocondrial (MARTINS et al. 2013). Nos ensaios de

proliferacao celular e atividade mitocondrial do presente trabalho, ndo foi
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observado diferenga significativa no grupo exposto ao TCDD 0,01 nM em
relacdo ao controle, portanto ndo € possivel definir se ha autofagia neste grupo.
Outros ensaios como microscopia confocal e/ou eletrdnica de transmissao
poderiam futuramente auxiliar nesta investigacéo.

O TCDD também pode agir como um desregulador enddcrino, agindo no
receptor de estrogénio (ER) (EPA, 2008), portanto alguns de seus efeitos
toxicos sdo relacionados com o funcionamento do sistema reprodutivo e
fertilidade. Por este motivo, ha varios estudos com linhagens celulares que
apresentam este receptor (linhagens relacionadas ao sistema reprodutivo).

Por exemplo, no estudo com células humanas de cancer de mama T47D
expostas ao TCDD, onde nado foram encontradas alteragbes na proliferagao
celular, mesmo em co-tratamento com mitdgenos que sdo capazes de
estimular a proliferacdo dessas células, como o 17B-estradiol, EGF, IGF-1 e
insulina. Apenas na concentracdo de 10 nM ha diminuicdo no numero de
células (FERNANDEZ; SAFE, 1993), demonstrando um efeito antimitético do
TCDD em células tumorais, sendo o contrario do esperado, ja que este
contaminante apresenta um papel na promocao de tumores. Provavelmente a
interacdo com outros receptores das células T47D, como por exemplo o
receptor de estrogénio (ER), que esta presente nestas células, possam ter
minimizado este efeito do TCDD.

Ja na linhagem de cancer de mama MCF-7 exposta ao TCDD (0,01 — 10
nM) em co-tratamento com o mitdogeno IGF-1 (insulin-like growth factor-1) ha
aumento de proliferacdo na concentragdo de 0,01 nM e diminuicdo da
proliferagdo nas outras concentragbes (SAFE et al., 1992). Na linhagem de

cancer de ovario humana OVCAR-3 o TCDD (0,01-100 nM) inibe a
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proliferacdo, contudo, ndo alterando a proliferacédo nas linhagens de cancer de
ovario SKOV-3 e I0S 358 (LI et al. 2014), demonstrando que mesmo em
células de um mesmo tipo de tumor os efeitos tdxicos do TCDD podem ter
diferentes niveis.

Também n&o ha alteracbes em outros tipos de células como as de
neuroblastoma N2a expostas ao TCDD 10 nM (SUL et al., 2009). Assim, o
TCDD nas concentragcbes e tempos de exposicdo utilizados exibe uma
atividade antiproliferativa em diferentes linhagens de células tumorais ou nao
interfere no aumento da proliferagcdo, mesmo na presenca de mitdogenos. Logo,
os efeitos do TCDD podem variar de acordo com o tipo celular, possivelmente
explicando porque a linhagem B16-F1 ndo responde ao TCDD no parametro de
proliferagéo celular quando na presenca de 10% SFB (que contém moléculas
que atuam como mitégenos).

Novamente, portanto, as diferentes respostas observadas em diferentes
tipos celulares expostos as mesmas concentragbes de TCDD podem ocorrer
por diferencas na expressdo de receptores ativados/inativados pelo
contaminante e diferencas nas vias de sinalizacdo, ocasionando diferentes

niveis de toxicidade.

Citotoxicidade

No presente trabalho foram verificadas alteragbes no metabolismo do
MTT pela exposicédo ao TCDD apenas no grupo exposto a concentragéo 0,1
nM, indicando que este ndo induz citotoxicidade mitocondrial as células
expostas nas outras concentracdes utilizadas. Em linhagens de cancer de

mama MCF-7 e MDA-MB-231, o TCDD (0,001-10 nM) é capaz de aumentar a
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citotoxicidade. Na linhagem MCF-7 a citotoxicidade ocorreu de maneira
concentracdo-dependente e para MDA-MB-231 ocorreu apenas para
concentragcdes acima de 1 nM (LIN et al., 2007). O TCDD (5-15 nM) aumentou
a citotoxicidade em células de Sertoli de ratos, seguida do aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ALY; KHAFAGY, 2011). Contudo,
tal relacdo nao foi observada no presente trabalho, indicando acéo de
diferentes mecanismos nas diferentes linhagens expostas ao TCDD.

Houve reducdo do metabolismo mitocondrial, observado pela menor
absorbancia do MTT, de forma concentragdo-dependente (TCDD 1-200 nM),
porém nao alterando a sintese de DNA nem a viabilidade de células B (beta) de
rato INS-1 (KIM et al., 2009). No presente trabalho, a concentracéo de 0,1 nM
de TCDD indizuiu a diminuigdo do metabolismo celular, através de dados
obtidos pelo ensaio do MTT. Este resultado ndo foi acompanhado de
alteragdes de outros parémetros celulares, como a retencdo do corante
vermelho neutro e da proliferagdo celular, sugerindo que o TCDD causa
inibicdo da reducdo do MTT a cristais de formazan nesta concentragdo, porém
evento n&o é capaz de causar perda da viabilidade das células expostas. As
linhagens supracitadas sdo mais sensiveis aos efeitos citotoxicos do TCDD do
que células B16-F1, em relacdo ao metabolismo do MTT, o que indica que
estas diferencas podem se dar pela variacdo da expressdo de receptores ou
com mecanismos/vias relacionados com a produgado hormonal ou receptores
relacionados a reproduc¢ao nas outras linhagens.

Atividade dos transportadores do sistema MDR

A resisténcia a multiplas drogas (MDR), mediada, muitas vezes, via

expressdo do gene MDR1 é extensivamente descrita como uma resisténcia
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adquirida a agentes citotoxicos. O gene MDR1 codifica para uma glicoproteina
transmembrana chamada glicoproteina-P (Pgp). A ocorréncia de MDR é um
dos maiores problemas nos tratamentos contra o cancer, visto que o nao
sucesso com o tratamento pode levar o paciente ao oObito. Por exemplo,
pacientes com sarcoma com expressdo negativa a glicoproteina-P tém uma
sobrevida maior em relagdo aos pacientes positivos para glicoproteina-P (cerca
de 60% dos casos analisados) (COLEY et al., 2000).

Assim como observado neste trabalho, alguns autores nao observaram
alteracbes no sistema MDR, mesmo utilizando-se de outros ensaios como de
quantificacdo e expressao génica e proteica de elementos relacionados com o
sistema de efluxo de drogas. Como no trabalho SCHRENK et al. (2001), que
nao encontraram modulacdo dos niveis do RNAm ou proteina MRP2
relacionado com a superfamilia ABC de efluxo de drogas em células de
hepatocarcinoma humano HepG2 e cancer de mama humano MCF-7 expostos
ao TCDD.

Ja GELHAUS et al. (2009) observaram que células bronco-alveolares
humanas H358 tratadas com TCDD (10 nM por 48 h) apresentaram um grande
aumento na expressdo de MRP4. A proteina de resisténcia a multiplas drogas
4 (MRP4) pertencente a superfamilia ABC (ATP-binding cassette), que atuam
como transportadoras de efluxo transmembranar.

JIGOREL et al. (2006) expuseram células de cultivo primario de
hepatécitos humanos ao TCDD na concentracédo de 10 nM e observaram
inducdo do gene MDR1. Também XU et al. (2010) expuseram células HepG2 e

cultura primaria de hepatoécitos humanos ao TCDD (1, 5 e 10 nM) e observaram
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aumento da expressao do mRNA quanto da proteina MRP4, relacionada com
MDR (multidrug resistance) de forma tempo e concentracdo-dependente.

JACOB et al. (2015) observaram aumento dos niveis de expresséo da
proteina e transcricdo do gene CYPBY em células de endotélio microvascular
cerebral humanas hCMEC/D3 induzido pelo TCDD na concentracéo 10 nM.
Porém nao foi encontrada alteragdo na expressdo de ABCB1/ABCG2. As
proteinas codificadas pelos genes ABCB1, ABCG2 e CYP1B1 podem atuar em
conjunto para diminuir concentragdes intracelulares de varios xenobidticos,
garantindo uma protecdo e diminuindo danos celulares, ou reduzindo a
penetracdo de agentes farmacologicos.

WANG; HAWKINS; MILLER (2010) expuseram capilares cerebrais de
ratos ao TCDD e observaram tanto in vitro quanto in vivo a indu¢do de enzimas
de metabolismo de xenobidticos: CYP1A1 e CYP1B1. Ainda, a exposi¢cao ao
TCDD durante 3 h aumentou a atividade de transporte especifico e a
expressdo da proteina para a glicoproteina-P. EBERT; SEIDEL; LAMPEN
(2005) observaram aumento dos niveis de mMRNA de BCRP em células
intestinais humanas Caco-2 expostas a TCDD (50 nM); a proteina BCRP é uma
proteina envolvida na resisténcia do cancer de mama, capaz de transportar
ativamente farmacos antitumorais. Logo, outros métodos para avaliagdo da
expressao/atividade dos transportadores de efluxo de drogas sdo necessarios
para confirmar a auséncia de efeito do TCDD no efluxo de drogas nas células
B16-F1, visto que a rodamina B n&o € substrato de todos os transportadores de
efluxo presentes nas células, como por exemplo, para o transportador MRP2
(gene ABCC2) os substratos podem ser 99mTc-Mebrofenin, 7-

Hydroxymethotrexate e Valproateglucuronide, para o MRP3 (gene ABCC2), o
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7-Hydroxymethotrexate, Valproateglucuronide, para 0 BRCP (gene ABCG2)
Rosuvastatina e Nitrofurantoin, para os transportadores OCT1 (gene SLC22A1)
e MATE1 (gene SLC47A1) a metformina e o OATP1B1(gene SLCO1B1) o
metotrexato, pravastatina e o Gadoxetate dissddico (CHU et al., 2013).

Existem poucos trabalhos na literatura demonstrando o papel do TCDD
com implicagdes com o sistema MDR. Porém no trabalho de MAZUR,
MARCHITTI;, ZASTRE, (2015), observa-se um resultado interessante da
interacdo da substancia quimica propiconazole (fungicida) inibindo a atividade
de efluxo de drogas da glicoproteina-P, em células de fibroblasto murino NIH-
3T3-G185 transfectado com MDR1(NIH-3T3/MDR1), diminuindo assim a
resisténcia das células ao quimioterapico paclitaxel, utilizado posteriormente.
Este estudo demonstra que € possivel que a interacdo de agrotdxicos e drogas
possam alterar a resisténcia de células, ou seja: a inibicdo da atividade PgP
envolvida com o efluxo de drogas para fora de célula, aumenta a concentragao
do composto dentro das células, fazendo com que estas sejam mais
susceptiveis a sua acdo toxica, portanto tornando-se menos resistentes
MAZUR; MARCHITTI; ZASTRE, (2015).Sendo assim, outros sistemas podem
estar relacionados com a toxicidade do TCDD via sistemas de resisténcia/
efluxo de drogas.

Ainda, no trabalho de WALSH et al., (2010) é indicado que a expresséo
de genes relacionados com o efluxo de drogas MRP-1 e MDR1/PgP e a
expresséo de proteinas principalmente a MRP-1 € comum em pacientes com
melanoma, principalmente em casos de metastase (forma mais agressiva).

Portanto, este sistema de efluxo de drogas poderia estar relacionado com a
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resisténcia a quimioterapia e a dificuldade de cura deste tipo de cancer
(WALSH et al., 2010).

Nesse trabalho ndo foi observada diferenca significativa na atividade dos
transportadores de efluxo de drogas pelo ensaio empregado. Como 0 ensaio
nao avalia a expressao do gene MDR1 nem MDR1/PgP ou a proteina MRP-1
ou Pgp, ndo é possivel inferir se estes estdo sendo induzidos pelo
contaminante, porém nao foi encontrado um efeito na a atividade dos
transportadores, que apresentam importancia para o funcionamento celular e
apresentariam importancia para o presente trabalho.

Producéo de espécies reativas de oxigénio

Como ja citado anteriormente, os efeitos toxicos causados pelo TCDD
podem incluir o aumento de espécies reativas de oxigénio (MANDAL, 2005).
Além disso, ha normalmente grande produgédo de EROs em céanceres como o
melanoma (CHENG ef al., 2004; REUTER et al., 2010).

Concentragbes teciduais de TCDD altas (superiores a concentra¢des
encontradas no ambiente) s&o necessarias para provocar estresse oxidativo,
tanto em exposi¢des agudas como subcronicas em tecidos de camundongos
(SLEZAK et al., 2000).

Em células HepG2, por exemplo, a exposi¢cédo ao TCDD (0.1, 1, 10, 50 e
100 nM) durante 6 h foi capaz de aumentar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (PALANISAMY et al., 2015). Sendo assim, talvez as concentragdes
utilizadas no presente trabalho ndo sejam suficientes para alterar este sistema
nas células B16-F1, ou ainda, no tipo celular estudado, ndo hajam alteragbes
perceptiveis através do método utilizado para verificacdo do aumento da

producdo de espécies reativas de oxigénio. Podendo demonstrar um possivel
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sistema de defesa envolvida contra a produgdo de ROS ou no aumento de
antioxidantes, o que nao foi investigado no presente trabalho.

Proliferagao celular (2% SFB)

MAGGETTO et al. (1999) observaram houve proliferagdo celular na
linhagem de células de pulm&o humano MRC-5 cultivada durante 7 dias em
meios de cultura contendo tanto 2% quanto 10% de SFB. CARVALHO et al.
(2008) mostraram que a viabilidade de células B16-F10 com 2% e 10% de SFB
nao é alterada pela quantidade de SFB. Ja no presente trabalho € possivel
observar diferengas na proliferac&o celular induzida pelo TCDD em func&o das
diferentes concentragbes de SFB (10% e 2%), de modo que o TCDD poderia,
em principio, atuar promovendo tumores ja iniciados. Isto porque € observado
aumento da proliferagéo para a maioria dos grupos expostos com 2% de SFB.

Também em células de queratinécitos HEKs, a exposi¢do ao TCDD
aumenta a proliferagéo celular (com 10% SFB), diminui niveis de expressao de
proteinas relacionadas com a senescéncia e induz alteragdes na diferenciacéo
dessas células, sendo que essas alteragcbes sid0 coordenadamente
acompanhadas do aumento da expressao do receptor AHR no 6° e 8° dias de
exposicado. Nos outros tempos de exposicédo (0,5 e 2 dias) ndo ha alteracdes
significativas. De acordo com os autores, o TCDD pode ter acelerado a
diferenciagcdo além de ter suprimido a senescéncia das células expostas,
trazendo uma desvantagem para o grupo controle no parametro de proliferacéo
celular e essa diferenca tornou-se mais evidente com 0 maior tempo de
tratamento, por isso nos primeiros dias nao houve alteracbes significativas

(RAY; SWANSON, 2003). Neste estudo é levantada a hipdtese de que o
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contaminante ao inibir a senescéncia das células, promoveria maior vantagem
proliferativa do grupo exposto em relagéo ao grupo controle.

O aumento da proliferacdo celular causada pelo TCDD pode ser em
funcdo do aumento da expresséo de genes que regulam este processo, como
genes relacionados com o receptor AHR. Além disso, aparentemente um maior
tempo de exposicdo possibilita melhor observacéo dos efeitos do TCDD na
proliferacdo de células HEKs assim como talvez seja nas células B16-F1, ja
que alguns dados com outros tempos de tratamento para HEKs mostram
diferentes resultados, e as respostas causados pelo TCDD podem ser mais
evidentes com um tempo de exposi¢do maior.

Ensaio scratch

Houve aumento dos parametros de migracéo e proliferacdo nos grupos
de células expostos a 1 nM de TCDD e 0,001 e 1 nM de BDE-209.

O TCDD (0,1-10 nM) nao afeta a viabilidade e proliferagéo de células da
membrana coriénica TCL1 (FUKUSHIMA et al., 2012). Da mesma forma, n&o
afeta a atividade celular de migracéo através do ensaio do scrafch sem a
utilizagdo de um bloqueador de proliferacdo (FUKUSHIMA et al., 2012).
Indicando que para algumas linhagens celulares, o TCDD pode n&o ser capaz
de interagir com parametros relacionados com aumento de malignidade e
agressividade.

Ja no presente trabalho, a proliferacdo de células expostas ao TCDD
com 2% de SFB aumentou para a maioria das concentra¢des, o que pode estar
relacionado com o maior fechamento numérico do risco no ensaio “scratch’ e

ainda com a diferencga estatistica para a concentragéo 1 nM, ja que parametros
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de viabilidade e proliferagdo também se relacionam positivamente neste
ensaio.

Para ter um exemplo de comparacdo, outro pesticida da classe das
dioxinas, o hexaclorobenzeno (HCB) que é considerado, assim como o TCDD,
potencialmente carcinogénico e também se liga ao receptor AHR, atua
induzindo um desbalango no crescimento de células hepaticas de ratos,
promovendo proliferagdo e também causou inducé&o de apoptose (GIRIBALDI
et al., 2011). Ja em células de cancer de mama MCF-7 (GARCIA et al., 2010),
o HCB estimula a proliferagcéo celular, assim como nas linhagens MDA-MB-231
e LM3, podendo levar a lesdes pré-neoplasicas ou causar 0 aumento de
malignidade (PENAA et al., 2012). Na linhagem MDA-MB-231 a capacidade de
invaséo € aumentada com indugéo de vias relacionadas com o AHR pelo HCB.

Sendo assim, o HCB, que é uma molécula com caracteristicas
semelhantes ao TCDD, é capaz de aumentar o crescimento tumoral e
favorecendo o surgimento de metastase, sendo um fator de progressdo de
tumores (PONTILLO, 2013) e desta forma, poderiamos talvez esperar efeitos
parecidos caso fosse utilizado o contaminante TCDD nesta linhagem celular.

Ciclo celular

Apesar de o TCDD ter alta afinidade com o receptor AHR e esse ser
responsavel por varias respostas celulares, entre elas a progressdo do ciclo
celular, no presente trabalho apenas o grupo exposto a concentracédo de 0,001
nM apresentou maior percentual de células na fase S, ndo sendo
acompanhado de aumento de proliferacdo celular, sugerindo que nessa
concentracdo o TCDD retém as células nessa fase, impedindo a continuagao

do ciclo celular. Este fato € uma tendéncia se relacionado com o ensaio de



72

morte celular no presente trabalho, onde o grupo exposto a esta concentracao
€ 0 Unico sem aumento na taxa de viabilidade e com a maior taxa de necrose
entre os grupos expostos ao TCDD.

Este é um resultado que merece ser mais bem investigado, ja que o
TCDD esta retendo por um periodo ou impedindo que a célula continue o ciclo
celular normalmente, o que n&o ocorre nas outras concentragbes de TCDD,
que aumentam a viabilidade e diminuem a incidéncia de necrose.

Ainda, a exposi¢cédo ao TCDD 1nM (com 10% de SFB) em queratindcitos
humanos (HEKs) no 6° e 8° dias de exposicao resultou na diminuicdo da fase
G1/GO, num ligeiro aumento de fase S correspondente a uma diminuicéo da
fase G2/M e um aumento na fase sub-G1/GO. Além disso essa alteragéo foi
acompanhada de aumento da proliferagcdo, o que n&o ocorreu no presente
trabalho. Entretanto, nos outros periodos de tratamento, assim como o
presente trabalho, nao foi observado diferencas significativas (RAY;
SWANSON, 2003)

Ensaios com a dacarbazina

COLLIER; PRISTOS; PRISTOS, (2006) observaram que ao expor
células de cancer de mama MCF-7 ao TCDD, ndo houve toxicidade.
Entretanto, o contaminante em co-tratamento ao quimioterapico mitomicina C
aumentou significativamente a incidéncia de morte celular. Os autores indicam
que o aumento de toxicidade observada é mediado pelo aumento de enzimas
biorredutoras resultantes da ativacdo do AHR (COLLIER; PRISTOS; PRISTOS,
2006)

Ainda, ndo ha informac¢des na literatura (pesquisas em sites de bancos

de dados de artigos cientificos: Science direct e Web of Science) sobre a
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resisténcia do melanoma ao tratamento com o quimioterapico dacarbazina em
relacido ao sistema MDR que sejam validos para o presente trabalho.

Na linhagem de cancer de mama MCF7-WT foi observado correlagéo
entre a diminuicdo da expressdo de Pgp com a diminuicdo da resisténcia a
quimioterapicos utilizados nesse tipo de cancer (MECHETNER et al., 1998),
portanto este € um mecanismo valido para ser investigado para células B16-F1,
que também é uma célula tumoral.

Porém no presente trabalho tal correlagdo nio foi observada, € ndo
houve diferenca significativa no ensaio da atividade dos transportadores de
efluxo de drogas para as células expostas ao TCDD, porém essas se tornaram
mais resistentes a dacarbazina na concentragédo 0,1 nM de TCDD (onde houve
maior retencdo do corante vermelho neutro) e 10 nM (onde houve aumento de
proliferacdo celular). Assim, existe a possibilidade de que (1) o pré-tratamento
aos contaminantes favoreca a resposta ao quimioterapico dacarbazina,
diminuindo sua toxicidade nessas concentracdes; (2) o mecanismo de
resisténcia do melanoma envolva outros mecanismos além do sistema MDR,
como alteragbes do metabolismo, inibicdo de apoptose por desregulacédo de
proteinas apoptéticas e aumento da proliferacdo de subpopulacbes de células
resistentes (ZAHREDDINE; BORDEN, 2013).

Células de cultivo primario de melanoma de rato SB2 e MeWo foram
expostas in vitro repetidas vezes a dacarbazina e apds a selegdo das células
resistentes, houve aumento do crescimento do tumor e metastase in vivo.
Esses dados demonstram que o tratamento com a dacarbazina pode
selecionar fenotipos mais agressivos de melanoma (LEV et al., 2004), o que

pode estar acontecendo com as concentragbes 0,01 nM e 10 nM de TCDD no
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presente trabalho, ja que ocorreu aumento dos paréametros de retengcdo do
corante vermelho neutro e aumento da proliferacéo celular para alguns grupos.

Uma hipotese a ser pensada em fungdo dos diferentes efeitos em
linhagens celulares - tumorais ou nao - pode ter relacdo com a expressao do
AHR, para o qual o TCDD apresenta uma altissima afinidade3 e cuja ligagcéo
resulta na transcricdo e ativacdo de diversos genes relacionados com oS
efeitos tdxicos do contaminante. Como os diferentes tipos celulares
apresentam niveis de expressdo do AHR variados, a toxicidade do TCDD pode
variar de acordo com tal expressdo. Esta € uma hipdtese também levantada
BOELSTERLI (2007) através de evidéncias observadas nos trabalhos de
OKEY; RIDDICK; HARPER, 1994; FERNANDEZ-SALGUERO ef al, 1996;
SAFE, 2001 (BOELSTERLI, 2007 apud OKEY; RIDDICK; HARPER, 1994;
FERNANDEZ-SALGUERO et al., 1996; SAFE, 2001).

Ainda, JUX et al. (2011) demonstraram que em melandcitos murinos
normais (NMMs), tanto o receptor AHR quanto mRNA de ARNT (Aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator) séo facilmente detectaveis. Apos o
tratamento dessas células com TCDD a 10 nM durante 24 h, ocorreu a indugéo
de genes relacionados a ativagdo do AHR (como o CYP1A1), demonstrando
assim que o receptor AHR € funcional nestas células. Além disso, foi
demonstrado que a producdo de melanina nestas células também esta
relacionada com o AHR, que atua provavelmente induzindo genes envolvidos
com a melanogénese (JUX et al, 2011).

Assim sendo, este receptor provavelmente esta presente em células
B16-F1, de modo que alguns dos efeitos do TCDD nessas células podem ser

induzidos pela interagdo do contaminante com o receptor.
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® O Kd, concentrag8o com a metade da ocupagdo maxima do receptor, nas espécies mais sensiveis pode

ser tdo baixo quanto 10-11 M (BOELSTERLI, 2007).

9.2. Exposi¢do ao BDE-209

Viabilidade e proliferagéo celulares

A viabilidade de células B16-F1 expostas ao BDE-209 n&o € alterada
nas concentragcdes maiores que 0,001 nM. Entretanto os niveis de necrose em
células expostas sdo numericamente reduzidos, indicando que o BDE-209
pode interferir com mecanismos relacionados a morte celular.

Outros resultados obtidos no presente trabalho apontam que o BDE-209
pode ser tdéxico nas maiores concentragdes (1 nM e 10 nM) utilizadas para a
célula B16-F1, pois houve diminui¢cdo da retencdo do corante vermelho neutro
de forma dependente da concentracdo nas concentracbes 1 e 10 nM;
diminuic&o da proliferagédo (com 10% de SFB) para as concentragées 0,01; 1,0
e 10 nM e aumento da citotoxicidade na concentracdo 0,01 nM. Contudo, ndo
houve alteracdo na viabilidade celular, nem na atividade dos transportadores
de efluxo de drogas, demonstrando que o sistema MDR pode n&o estar
relacionado com os efeitos téxicos do BDE-209.

Observam-se alguns resultados proximos em trabalhos com outras
linhagens celulares e outros congéneres de BDEs, que, por apresentarem
férmula quimica e efeitos semelhantes, podem ser comparados.

No trabalho de CURCIC et al. (2014) a viabilidade de células humanas
de carcinoma de colon SW 480 expostas a 5 e 10 uM de BDE-209 diminuiu.
JIN et al. (2010) observaram em células RTG-2 expostas a BDE-47 e BDE-209

diminuigéo da viabilidade e aumento de citotoxicidade nas concentragbes 12,5-
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100 pM para o BDE-47 e 25-100 uM para o BDE-209, sendo que a viabilidade
diminuiu e a citotoxicidade aumentou de forma concentracdo-dependente.

TAGLIAFERRI et al. (2010) observaram diminuicdo da viabilidade e
aumento da citotoxicidade de forma concentracdo-dependente em células de
neuroblastoma humano (SK-N-Mc) expostas a diferentes concentragbes (0,1 —
100 uM) de BDE-47 e BDE-99. Estes resultados correspondem com o0s
encontrados por ZHANG et al. (2010), que observaram aumento da
citotoxicidade de maneira concentracdo-dependente em células de cultivo
primario de neurbnios de hipocampo de ratos SD neonatos expostas a BDE-
209 (0,01; 0,03 e 0,05 mM). A exposigao da linhagem tumoral HepG2 a 50 e
100 uM de BDE-47 reduziu a viabilidade em 29% e 53%, respectivamente (LIU
et al., 2015). Houve aumento da citotoxicidade de forma concentragéo- e
tempo-dependente e diminui¢céo da proliferagéo de células HepG2 expostas ao
BDE-99 (0.5-25 uM) (SOUZA et al., 2013). Em 24 h de exposi¢géo apenas nas
concentracbes 10 e 25 UM houve inibicdo da proliferacdo; ja em 48 h houve
diminuic&o para todas as concentracdes (SOUZA et al., 2013). O BDE-209 (10-
100 pM) também reduziu a viabilidade celular de células HepG2 de forma
concentracgdo-tempo-dependente (HU et al., 2007).

No presente trabalho a maior concentrac&o utilizada foi de 10 nM, muito
inferior quando comparada as concentragdes utilizadas nos trabalhos acima
citados. Este fato pode ser um motivo para o resultado observado no presente
trabalho, onde o BDE-209 néo alterou niveis de viabilidade através do ensaio
de morte celular.

Apesar das concentragbes utilizadas em outros trabalhos serem

superiores aquelas utilizadas no presente trabalho, na linhagem B16-F1 é
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possivel ver os efeitos toxicos do BDE-209 na retencdo do corante vermelho-
neutro e proliferacdo celular de maneira concentracdo-dependente para as
maiores concentracbes utilizadas. Além disso, concentracbes tdo altas
utilizadas em alguns dos trabalhos citados, ndo ocorrem em humanos através
da exposi¢cdo ambiental.

Atividade dos transportadores do de efluxo de drogas

Apesar do conceito de que células de melanoma demonstram alta
resisténcia a tratamentos quimioterapicos, no presente trabalho nao foi
observado aumento de atividade de transportadores de efluxo de drogas apos
exposicdo ao BDE-209 através da técnica empregada. No trabalho de
ZOLLNER et al. (2001) também n&o foi encontrada relag&o entre resisténcia
em células da linhagem tumoral de carcinoma hepatocelular (HCC) e niveis de
MRNA de MDR1, MDR3, MRP2 e MRP3 do sistema MDR quando comparadas
com células de tecido circundante ndo tumoral. Desta forma, os
transportadores de efluxo podem n&o estar relacionados diretamente com a
resisténcia desta linhagem.

Apds pesquisas sobre trabalhos relacionando os efeitos do BDE-209
com atividade dos transportadores de efluxo de drogas do sistema MDR em
plataformas de pesquisa sciencedirect.com e webofscience.com com as
palavras-chave “‘BDE-209” “B16-F1”; “BDE-209” “MDR’; “BDE” “MDR’;
‘multidrug” “BDE”; em janeiro de 2015 n&o foram encontrados trabalhos
relevantes para fundamentar uma discussao mais aprofundada no presente
estudo.

Citotoxicidade
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Uma das menores concentragbes de BDE-209 (0,01 nM) causou menor
nivel de estresse para as células, ja que houve uma diminuicdo do
metabolismo do MTT e da proliferagdo celular, porém sem alteragdo na
viabilidade celular e retencdo do corante vermelho neutro. Ja nas maiores
concentracbes de BDE-209, a célula sofre maior estresse, observado pelos
resultados dos ensaios do MTT, em fungcdo do aumento do metabolismo, pela
diminuigdo mais acentuada da proliferacéo celular e diminui¢do da retencao do
corante vermelho neutro, demonstrando que o BDE-209 é capaz de modular
respostas relacionadas a toxicidade celular, porém sem alterar a viabilidade. Ja
a menor concentragcdo do contaminante BDE-209 (0,001 nM) n&o afeta
parametros como retengcdo do corante vermelho neutro, alteragcdes na
proliferacao celular ou no metabolismo do MTT.

No presente trabalho, portanto, verificou-se o efeito toxicolégico
denominado hormesis no ensaio de citotoxicidade, que € um efeito considerado
por CALABRESE E BALDWIN (2003) como mais comum do que 0 modelo
limiar (curva concentrac&o-resposta classica).

Considerando que muitas substancias podem promover certos estimulos
celulares em baixas concentra¢des e doses, hormesis € um efeito causado por
“algumas substancias (hormetinas) que apresentam efeitos toxicos em doses
muito baixas, efeitos benéficos em concentragdes um pouco mais elevadas até
um limiar, a partir do qual voltam a produzir efeitos nocivos, normalmente
diferentes que os efeitos benéficos” (REPETTO, 1997 apud LUCKEY,
VENUGOPAL, 1997), gerando uma curva dose-resposta complexa (LUCKEY;

VENUGOPAL, 1997). CALABRESE E BALDWIN (2003) definem hormesis
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como um efeito bifasico caracterizado por um maior estimulo em doses baixas
e uma inibicdo em doses elevadas.

Gréficos demonstrando efeito hormesis s&o normalmente caracterizados
como dose-resposta em forma de “U” (REPETTO, 1997), (LUCKEY;
VENUGOPAL, 1977), assim como alguns resultados observados no presente
trabalho com a exposicdo ao BDE-209.

No ensaio do MTT observou-se efeitos citotdxicos na concentracéo 0,01
nM e aumento do metabolismo do MTT na concentracdo 10 nM dos grupos
expostos ao BDE-209.

De acordo com a hipotese de DAMELIN et al. (2000), a hormesis pode
ocorrer em exposicées a baixas concentracbes, exibindo um aumento
significativo da atividade celular que coincide com o aumento de proteinas
relacionados ao estresse celular. Desta forma, sugere que o efeito de hormesis
€ uma resposta celular especifica de estresse e um indicador para
concentracbes baixas, porém nocivas. Ainda, a resposta hormética é
proporcional as concentragbes da substancia tdxica, sugerindo que € uma
resposta celular especifica de acordo com o acumulo de niveis criticos de
xenobidticos dentro das células (DAMELIN et al., 2000).

Assim sendo, a baixa concentragdo de 0,01 nM de BDE-209 foi
suficiente para aumentar a citotoxicidade celular, sendo uma resposta ao
estresse causado por uma baixa concentracdo. Apenas na maior concentracao
de BDE-209 (10 nM) ha aumento no metabolismo do MTT e diminuicdo da
viabilidade e proliferacdo celular, sugerindo um efeito hormético que pode
significar um aumento na producéo de ATP necessario para os sistemas de

defesa lidarem com o estresse, que serve para tentar restaurar a homeostase
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celular (DAMELIN et al., 2000), refletindo na toxicidade causada a pelo BDE-
209 10 nM a célula.

Ja pela hipétese baseada no trabalho de TAGLIAFERRI et al. (2010),
que observaram efeito hormético em células humanas de neuroblastoma
expostas ao BDE-47, o contaminante téxico do presente trabalho (BDE-209)
em baixas concentragdes pode ter alta afinidade por alvos especificos sem
induzir morte celular; a ligacdo com esses sitios especificos pode ativar alguns
mecanismos de defesa de forma a diminuir a toxicidade. Assim como no grupo
exposto concentracdo de 0,01 nM de BDE-209 em que é observado
citotoxicidade, porém sem alteragdo dos parametros de viabilidade, retencéo
do corante vermelho neutro e proliferagao celular.

Ainda, talvez a importancia fisiolégica do aumento do estresse celular a
exposi¢cdes a baixas concentracbes de substancias tdxicas seja a inducdo da
expressdo de proteinas de estresse que aumentariam a protecdo a um
estresse posterior e maior decorrente de uma maior exposi¢ado (CALABRESE,
2008).

Proliferagao celular (2% SFB)

Uma hipotese sobre este resultado em comparacdo com os dados do
ensaio utilizando 10% de SFB - j& que neste a exposicdo as maiores
concentracbes de BDE-209 resultou em menor proliferacdo celular e retencéao
do corante vermelho neutro — é que na presen¢a de maior quantidade de soro,
o contaminante pode ligar-se em algumas moléculas presentes neste e ser
endocitado mais facilmente e assim permitindo que permane¢a em maior
concentrac&o dentro da célula, promovendo maior efeito tdxico e diminuindo a

proliferacdo. E assim, uma hipdtese a ser pensada € que na presenca de
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apenas 2% de SFB, o contaminante entraria menos junto com essas moléculas
do soro, diminuindo sua concentracdo intracelular e seu potencial téxico para o
parametro de proliferacéo e reten¢do do corante vermelho neutro. Ou os efeitos
observados em 2% de SFB podem ser positivos para a proliferagéo celular pois
na presenca de menor quantidade de SFB o contaminante pode aumentar a
proliferacdo atuando como um promotor, como uma medida compensatoria
para a menor quantidade de SFB. Ainda, a proliferacdo que € induzida pela
maior quantidade de soro poderia encobrir a ac&do do contaminante, dificultando
a observacao dos efeitos promotores deste.

Ll et al. (2012) observaram efeito promotor ao verificarem aumento de
proliferacdo de forma concentracdo-dependente em diferentes linhagens
celulares tumorais: MCF-7 (cancer de mama), HelLa (céancer cervical, OVCAR-3
(cancer de ovario) e também células CHO (células ovarianas de hamster
normais) em células expostas a 5 nM -100 nM de BDE-209 em meio contendo
1% de SFB, a partir das maiores concentragbes. Ainda, as concentra¢des
acima de 100 nM induziram além de proliferacéo, efeitos antiapoptoéticos.

Assim, o BDE-209 é capaz de atuar como um promotor de tumor e até
como indutor de tumor (considerando os dados da linhagem nao tumoral CHO),
ja que este contaminante pode alterar parametros envolvidos com
sobrevivéncia e proliferacdo celulares em linhagens tumorais e ndo tumorais.

HU et al. (2007) observaram efeitos toéxicos do BDE-209 (10-100 M) em
células HepG2, incluindo o aumento de forma concentracdo- e tempo-
dependente na producéo de EROs. Neste trabalho, a via de produgéo de EROs
provavelmente ndo esta relacionada com os efeitos tdéxicos do BDE-209. Em

contrapartida, foram utilizadas no presente trabalho concentragcbes bem
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menores, sendo que talvez a concentracao intracelular do contaminante nao foi
suficiente para alterar os niveis celulares de EROs.

Ciclo celular

No trabalho de HU et al. (2007), o BDE-209 (10-100 uM) foi capaz de
aumentar o numero de células HepG2 na fase S e diminuir o numero de células
na fase GO/G1 de maneira concentragcdo-dependente (HU et al., 2007). Neste
caso, os resultados demonstram que provavelmente o contaminante foi capaz
de reter as células na fase S, podendo impedir ou retardar a continuagéo do
ciclo celular, podendo assim levar as células a morte.

No presente trabalho, houve diminuigdo do percentual de células na fase
G1 apds exposicao a 0,01 nM de BDE-209, o que concorda com o resultado de
aumento da proliferacdo (com 2% de SFB). Entretanto, também foi observado
aumento de células na fase S apos exposicdo a 0,1 nM de BDE-209, nao
havendo aumento de proliferacdo nem de viabilidade celular. Assim, o BDE-
209 nessa concentracdo € capaz provavelmente reter ou manter por um
periodo de tempo as células B16-F1 na fase S.

Outro dado interessante foi obtido por LI et al. (2012). Segundo eles, a
proliferagdo da linhagem nao tumoral CHO foi induzida pelo BDE-209 com
aumento do percentual de células na fase S, mas para a linhagem tumoral
OVCAR-3, houve aumento da proliferacdo e aumento do percentual de células
na fase G2/M (LI et al., 2012), sugerindo que os efeitos do BDE-209 no ciclo
celular em células normais e em células tumorais podem ocorrer por
mecanismos diferentes.

Ensaio scrafch
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Existem dados limitados sobre a migracdo de linhagens tumorais
expostas aos BDEs, um indicio positivo para a hipotese do presente trabalho,
pode ser 0s resultados do trabalho de QU et al (2015), que ao exporem células
humanas de cancer de pulméao A549 e H358 a 10 nM de uma molécula similar
aos BDEs, um PBDE hidroxilado (6-OH-BDE-47 ou 6-hidrdxido-2,2',4',4'-
tetrabromodifeniléter), encontraram aumento da invasdo e migracdo destas
células tumorais, sendo que houve maior mobilidade em fungdo do aumento da
concentracdo do contaminante em que as células foram expostas.
Considerando os dados de QU et al (2015) e os dados obtidos no presente
trabalho, qual reflete um aumento do fechamento do risco (scratch) apds a
exposicado dessas células B16-F1 a 1 nM de BDE-209. Assim, é importante
considerar que este contaminante possa apresentar efeitos promotores de
tumor em células ja transformadas (tumorais). Ainda, este parametro pode
estar relacionado com maior formacédo de metastases, ja que os resultados
sugerem alteracdes de parametros importantes para tal (aumento de
proliferacdo e migracao) através do ensaio realizado no presente trabalho.

Ensaios com a dacarbazina

Da mesma forma que discutido anteriormente para o contaminante
TCDD, a pré-exposi¢céo ao contaminante BDE-209 promoveu um efeito protetor
a pos-exposicdo ao quimioterapico dacarbazina, tendo um efeito mais
pronunciado que a exposi¢ado ao TCDD, ja que a maioria das concentra¢des de
BDE-209 promoveu aumento da viabilidade e proliferacdo de células B16-F1.
Novamente esse é um efeito importante a ser levado em consideracido no

presente trabalho, pois indica um possivel aumento da resisténcia celular
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contra apoptose, ou ainda aumento da robustez dos mecanismos de defesa

celular da linhagem estudada.
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10.CONCLUSOES

- Os contaminantes TCDD e BDE-209 apresentaram niveis de toxicidade
diferentes, agindo provavelmente atraves de diferentes mecanismos em células
B16-F1, apesar de ambos serem altamente toxicos, potencialmente cancerigenos
e - de acordo com o que indicam varios trabalhos - ligarem-se ao mesmo receptor
(AHR).

- Apesar de os resultados do ensaio de morte celular ndo serem estatisticamente
significativos, o TCDD induziu a diminui¢ao da taxa de morte celular em células de
B16-F1, gerando uma tendéncia ao aparecimento de um efeito vantajoso para a
resisténcia destas células. Ainda, O BDE-209 diminuiu as taxas de necrose sem
alteracdes na viabilidade celular, indicando que em ambos o0s contaminantes
apresentam uma tendéncia para agirem em mecanismos de defesa celular em
resposta ao estresse causado, diminuindo seus efeitos tdxicos na mortalidade de
células B16-F1.

- Apenas nos grupos expostos ao TCDD 0,01 nM e BDE 1 nM as células
apresentaram caracteristicas que poderiam torna-las mais agressivas de acordo
com os ensaios de proliferac&o e scratch.

- A pré-exposicao aos contaminantes TCDD e BDE-209 promoveu um efeito
protetor a uma exposigcéo posterior ao quimioterapico dacarbazina em células B16-
F1, que apresentaram aumento dos paréametros verificados: proliferagcdo e
retenc&o do vermelho neutro, sugerindo aumento de resisténcia celular.

- Com base nos resultados obtidos, a exposicdo de células B16-F1 ao TCDD e
BDE-209 induziu parametros relacionados com maior agressividade tumoral, como
aumento de resisténcia ao quimioterapico dacarbazina, proliferacdo e fechamento

de scratch, sendo condizentes com a hipotese do presente trabalho.
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11. PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar dos relatos na literatura, de que 0 mecanismo de acao deve ser
parecido para os dois contaminantes, concentracfes semelhantes levam a
alguns efeitos diferentes. Assim como a hipotese de DAMENIN et al. (2000),
efeitos diferentes podem ser esperados, pois dependem das qualidades
intrinsecas do agente téxico ou o complexo agente tdxico/ ligante que
determinam sua capacidade de entrar nas células e interacbes com
componentes celulares.

Apds a analise dos resultados muitas questbes ainda surgem para a
elucidacéo dos efeitos e mecanismos de atuagédo do TCDD e o BDE-209. Para
que ocorra a continuidade das buscas por respostas, alguns ensaios podem
ser considerados futuramente:

- Realizacdo de varios ensaios com outros tempos de exposi¢céo (por exemplo:
48 e 72 h)

- Realizar os ensaios de retencdo do corante vermelho neutro, atividade
mitocondrial com o MTT e morte celular com exposi¢ao contendo 2% de SFB,
para uma melhor compara¢cao com os outros ensaios realizados com 2%

- Realizar os ensaios de atividade mitocondrial com o MTT e ciclo celular com
pré-exposicdo aos contaminantes seguido da exposi¢cdo a dacarbazina

- Ensaio de invasdo (de acordo com GUIMARAES et al., 2010) com o objetivo
de verificar a capacidade das células B16-F1 expostas aos contaminantes
TCDD e BDE-209 de transporem uma barreira de matrigel com poros de 8 um
em placas Transwell.

- Caso o ensaio de invasdo fornega resultados interessantes, o ensaio de

zimografia bem como o0 ensaio de determinacdo da atividade gelatinolitica
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tornam-se interessantes para a deteccdo de metaloproteinas da matriz
(MMPs), que desempenham um importante papel na invasdo celular, sendo
marcadores de malignidade tumoral.

- Ensaio scrafch com a utilizagdo de um bloqueador eficiente de proliferacédo
para verificar apenas a capacidade de migracdo das células B16-F1 expostas
ao TCDD e BDE-209.

- Uso de Western Blotting | RT-PCR para verificar niveis de expresséo e
expressdo proteica do receptor AHR em células de B16-F1 e sua inducéo pelo
TCDD e BDE-209 em diferentes concentragdes.

- Uso de Western Blotting | RT-PCR para verificar niveis de expressao génica e
expressao proteica de moléculas envolvidas com o sistema de efluxo de drogas
para compreender melhor a relagdo deste com células B16-F1 e os
contaminantes TCDD e BDE-209.

- Ensaio de melanogénese para verificar alteragdes na producédo de melanina
em células B16-F1 desencadeadas pelos contaminantes TCDD e BDE-209 e
sua relacdo com o receptor AHR apos as exposicoes.

- Ensaios de curva de proliferacdo — cinética de proliferacdo, para acompanhar
o efeito dos contaminantes nas células x tempo.

- Concluséo dos ensaios de morte celular: selecionar ensaios que podem
responder melhor como os contaminantes afetam a viabilidade de células

tumorais expostas.
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