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RESUMO

Apesar de a quimioterapia ser o principal tratamento utilizado para tumores, em muitos 
casos ocorre resistência das células tumorais ao tratamento, piorando o prognóstico. 
O melanoma é a forma mais letal de câncer de pele, sendo altamente metastático e 
uma linhagem utilizada para estudos relacionados é B16-F1 que é metastática e pode 
ser utilizada para estudos in vitro e in vivo. O surgimento de alguns tipos de cânceres 
apresenta relação com fatores ambientais como, por exemplo, contaminantes 
ambientais. O TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina) e o BDE-209 
(decabromodifenil éter) são contaminantes que podem bioacumular nos estoques de 
gordura do organismo e ser disponibilizados quando há utilização destes estoques, 
sendo assim, surge a questão se esses contaminantes poderiam aumentar a 
agressividade de células tumorais, interferirem no tratamento e piorar o prognóstico da 
doença. Portanto, o objetivo do presente trabalho é avaliar se a exposição ao TCDD e 
BDE-209 afeta a malignidade de células tumorais utilizando a linhagem B16-F1 in 
vitro. As células foram cultivadas e expostas às concentrações: 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 
nM dos dois contaminantes durante 24 horas. Houve redução da retenção do corante 
vermelho neutro (relacionado com integridade do sistema endomembranas) e 
proliferação (com 10% de SBF) nas maiores concentrações de BDE-209, além de 
aumento do metabolismo do MTT na concentração de 10 nM, sugerindo maior 
estresse celular nessas concentrações. Ocorreu maior citotoxicidade na concentração 
de 0,01 nM (BDE-209) e 0,1 nM (TCDD). Não ocorreu alteração nos parâmetros de 
atividade de transportadores de efluxo de drogas e produção de espécies reativas de 
oxigênio. Houve aumento da proliferação celular de forma dependente da 
concentração para a maioria das concentrações de ambos os contaminantes em 
células expostas utilizando 2% de SFB. Houve alterações 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); já 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 proliferação de células expostas ao contaminante BDE-209 e 
posteriormente ao quimioterápico dacarbazina foram aumentadas na maioria dos 
grupos expostos. Já para o contaminante TCDD houve aumento de viabilidade apenas 
na concentração de 0,1 nM e, apesar de apresentar um aumento de proliferação de 
forma concentração-dependente, apenas na concentração de 10 nM foi significativa. 
Como conclusão, para algumas concentrações de ambos os contaminantes utilizados, 
as células tumorais B16-F1 apresentaram características que permitem considerá-las 
mais agressivas, como aumento de resistência ao quimioterápico dacarbazina, 
proliferação e fechamento de scratch, sendo condizentes com a hipótese do presente 
trabalho.

Palavras-chave: Melanoma. Toxicologia. in vitro. Malignidade tumoral. Resistência 
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.
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1. INTRODUÇÃO

A cura de muitos tipos de câncer é um desafio atual para pesquisadores 
das áreas da saúde e tecnologia. Uma das grandes dificuldades para o êxito 
nesta questão é a ocorrência das diferentes respostas farmacológicas de cada 
paciente ao tratamento da doença (ZORNIG et al., 2001).

Apesar do avanço da indústria farmacêutica no desenvolvimento de 
numerosas drogas quimioterápicas, a taxa de mortalidade para vários tipos de 
cânceres mantém-se alta (ALMEIDA et al., 2005; INCA, 2014c; IARC, 2008; 
2014). Este fato pode ocorrer quando com o tratamento existente não há um 
resultado satisfatório ou não ocorre uma resposta por uma longa duração ao 
tratamento, sugerindo, portanto, o desenvolvimento de resistência de células 
tumorais (GRAY-SHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007; INDRAN et al., 
2011; TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013).

Essa última ponderação é destaque neste trabalho, já que pesquisas 
demonstram que o aumento da resistência das células tumorais a tratamentos - 
como a quimioterapia - representam um pior prognóstico da doença podendo 
levar o paciente ao óbito (GRAY-SHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007); 
(TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013). Contudo, há poucos estudos 
correlacionando o aumento da resistência de células tumorais à citotoxicidade 
de quimioterápicos em virtude da exposição a contaminantes ambientais. Esta 
questão é explorada no presente trabalho com o emprego de células de 
melanoma murino B16-F1 cultivadas in vitro e expostas aos contaminantes 
2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e 2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'- 
decabromodifenil éter (BDE-209).

7



2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1. Aspectos sobre o câncer 
Características das células tumorais

As características que distinguem as células tumorais das células 
normais é que determinam a complexidade desta doença e permitem a 
diversidade dos tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011). O processo de 
carcinogênese ou formação de tumor é normalmente dividido em três estágios. 
No estágio de iniciação, as células sofrem mutações espontâneas ou 
decorrentes do efeito de agentes carcinogênicos químicos, físicos ou biológicos 
que alteram genes importantes no controle da divisão e morte celular. No 
estágio de promoção, células iniciadas que forem viáveis proliferam mais que 
as células normais, adquirindo alterações genéticas ou epigenéticas adicionais. 
Por último, no estágio de progressão as células transformadas proliferam de 
forma descontrolada, formando um tumor (FIGURAI) (ALMEIDA et al.,2005; 
INCA, 2014b).

  Promoção do tu m o r-----------------------

\ ^ r o l i f e r a ç ã ^ P r o l i f e r a ç ã o / « ^ Í ^ p ro|iferação 

  ( 0  )   ( 0  )    Vantagem de crescimento
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Instabilidade genética

^  ±  Foco
Æ  pré-neoplásico

Promotores de tumor: 
Inibidores da apoptose

FIGURA 1. Processo simplificado de um processo carcinogênico. Fonte: BOELSTERLI 
(2007) com adaptações feitas pela autora.

A característica mais fundamental do câncer envolve, portanto, a 
capacidade aumentada de proliferação, ao contrário dos tecidos normais que



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

Outra característica importante das células tumorais é o emprego de 
diferentes mecanismos para contornar ou limitar a apoptose, como a expressão 
de reguladores anti-apoptóticos ou de sinais de sobrevivência; a indução da 
angiogênese, necessária para o fornecimento de nutrientes e oxigênio, e para 
excreção de resíduos metabólicos das células tumorais; além da capacidade 
de invasão e metástase (FIGURA 2), que está associada com a perda da 
adesão célula-célula e com a matriz extracelular, relacionadas com a perda da 
E-caderina que é uma molécula de adesão celular (HANAHAN; WEINBERG,

2011). Portanto, a patogenicidade dessa doença está relacionada com esses 
processos, já que as células alteradas evoluem de forma progressiva até um 
estado neoplásico (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

9



10

FIGURA 2. Etapas para a formação da metástase. a) transformação celular e 
crescimento do tumor; b) Aumento da vascularização e aumento do tumor; c) invasão 
e migração por perda de adesão celular; d) destacamento e acesso da célula tumoral 
ao vaso sanguíneo -  através deste, a célula tumoral que sobrevive na circulação pode 
atingir outros órgãos e tecidos; e) saída da célula tumoral através do vaso sanguíneo; 
f) proliferação no órgão/tecido completa o processo metastático, um microambiente é 
estabelecido e inicia-se novamente um processo de vascularização. Essas células 
podem novamente invadir outros órgãos e tecidos, gerando metástases adicionais. 
Fonte: FIDLER (2003), com adaptações feitas pela autora.

Causas e incidência do câncer

O câncer é a maior causa de morbidade e mortalidade na Terra, 
representando cerca de 14 milhões de novos casos e 8 milhões de mortes 
notificados em 2012 (IARC, 2015). No Brasil, a previsão para 2016 é de 596 mil 
novos casos, sendo o câncer de pele o principal tipo (INCA, 2015). Até o ano 
de 2030, estima-se mais 27 milhões de novos casos no planeta (IARC, 2008).



Os agentes capazes de promover a iniciação ou progressão da 
carcinogênese são denominados carcinógenos. Os carcinógenos podem ser 
químicos, ambientais, genéticos e maus hábitos alimentares (ALMEIDA et al.,

2005), sendo os fatores ambientais relacionados com 80% a 90% dos casos de 
câncer (IARC, 2008). Contaminantes químicos, ao entrarem em contato com o 
organismo, podem ser armazenados, metabolizados (processo de 
biotransformação) ou prontamente excretados (ALMEIDA et al., 2005). Em 
todos os casos, o potencial carcinogênico do composto ou dos produtos de seu 
metabolismo dependerá da natureza química do composto e do organismo em 
questão.

Câncer de pele

O câncer de pele é o tipo de câncer mais frequente no Brasil (25% dos 
cânceres registrados no país; INCA, 2016) e a exposição frequente e 
prolongada à radiação ultravioleta (UV), proveniente do Sol, corresponde a um 
fator ambiental de risco para esse tipo de câncer (MILLER; MIHM, 2006). 
Existem dois tipos de câncer de pele: o tipo não-melanoma é mais comum e 
apresenta menor taxa de letalidade; e o tipo melanoma, que representa 4% do 
total de incidência dos cânceres 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 previsão para o ano de 2016 no 
Brasil de cerca de 5.670 casos de cânceres de pele (INCA, 2016).

O aparecimento de casos de câncer do tipo melanoma vem aumentando 
de maneira uniforme, principalmente em alguns países da Europa e Estados 
Unidos (SEER, 2015; BAY et al., 2015; AUSTIN et al., 2013; JEMAL et al.,
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2011), sugerindo um aumento de incidência global. A incidência do melanoma 
é 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 população dos 
Estados Unidos, a incidência do melanoma aumentou em ambos os sexos 
desde o início da análise 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 à sua grande 
capacidade metastática, sendo responsável por 80% das mortes relacionadas 
ao câncer de pele, e apenas 14% dos pacientes com melanoma sobrevivem 
por até cinco anos após o diagnóstico (MILLER; MIHM, 2006).

O surgimento do melanoma ocorre pela transformação progressiva dos 
melanócitos (MILLER; MIHM, 2006), que são células pigmentares 
especializadas localizadas principalmente na pele (GRAY-SHOPFER; 
WELLBROCK; MARAIS, 2007). Os melanócitos são células que produzem 
melanina, cuja função normal é proteger os queratinócitos da pele da radiação 
UV proveniente do sol (GORANTLA; KIRKWOOD, 2014). E pela presença 
desta radiação, a proliferação e produção de melanina pelos melanócitos é 
regulada (GRAY-SHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007).

Existem dois tipos de radiação emitidas pelos raios solares UV: UV-A e 
UV-B. A exposição excessiva a essas radiações pode danificar diretamente o 
DNA e podem envolver a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
(SANDER et al., 2003). Há indícios que a produção de espécies reativas de 
oxigênio (EROs) aumenta a migração de células de melanoma e este processo

12



-  que está relacionado com maior malignidade da doença -  portanto, pode ser 
desencadeado pela radiação ultravioleta (CHENG et al., 2004).

O desequilíbrio nos níveis de EROs e capacidade de defesa antioxidante 
da célula podem também levar a um estresse oxidativo, causando danos em 
biomoléculas como, por exemplo, nos lipídios (peroxidação lipídica) e o DNA 
(SANDER et al., 2003). Portanto, deve haver um equilíbrio celular entre a 
produção de EROs contrabalanceados por mecanismos de defesa 
antioxidante. Na pele estas defesas podem incluir enzimas como por exemplo a 
superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), as quais estão envolvidas nesta 
homeostase (SANDER et al., 2003).

Tratamento

O tratamento do câncer 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 quimioterápico podem ser utilizadas diversas drogas 
combinadas e o paciente pode sofrer severos efeitos colaterais como fraqueza, 
diarreia, perda ou aumento de massa corpórea, feridas na boca, queda de 
cabelo ou outros pelos do corpo, náusea, vômito e tonturas (INCA, 2014c).

A perda de massa corporal é um sintoma comum nos pacientes com 
câncer, o que está associado ao crescimento tumoral e aparecimento de 
metástases (SILVA, 2006). Nos casos de desnutrição em função do câncer, a 
principal perda de massa é pela metabolização 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 é inversamente relacionado com a sobrevida e a qualidade de vida do 
paciente (SILVA, 2006).

O tratamento mais indicado e utilizado para o câncer do tipo não- 
melanoma, que é menos agressivo e complexo, é cirurgia para a remoção do 
tumor (ALMEIDA et al., 2005). Nas fases iniciais do câncer tipo melanoma 
também é possível este tratamento, porém ao progredir para o estado 
metastático o sucesso do tratamento diminui (GRAY-SHOPFER; 
WELLBROCK; MARAIS, 2007). Sendo assim, a quimioterapia é o tratamento 
mais utilizado para câncer do tipo melanoma. Nesse tratamento são utilizados 
medicamentos citotóxicos para células tumorais, sendo que a maioria dessas 
drogas atua induzindo morte celular por apoptose (GRAY-SHOPFER; 
WELLBROCK; MARAIS, 2007).

A droga quimioterápica mais utilizada para o tratamento do melanoma é 
a Dacarbazina. Esta droga é classificada como inespecífica no ciclo celular, ou 
seja, afeta vários eventos durante todo o ciclo celular. Na fase S, previne a 
células de sintetizar DNA e RNA por inibição da síntese de ácidos nucleicos; na 
fase G2, a droga previne o desenvolvimento de elementos necessários para a 
mitose (como, por exemplo, as topoisomerases); na fase M, previne que a 
célula realize a mitose (WILKES; BARTON-BURKE, 2015). Em relação a 
efeitos colaterais, náuseas e vômitos ocorrem em 90% dos pacientes tratados 
com dacarbazina e podem ocorrer de forma moderada à severa, entretanto 
estes sintomas diminuem com dias consecutivos de administração da droga. A 
diarreia é incomum, porém a anorexia é comum, ocorrendo em 90% dos 
pacientes (WILKES; BARTON-BURKE, 2015).
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Quimioterápicos e resistência tumoral

Além dos efeitos colaterais e nocivos que os quimioterápicos podem 
causar em pacientes durante o tratamento, o principal problema que afeta o 
prognóstico da doença é, em alguns casos, a elevada resistência das células 
tumorais aos agentes quimioterápicos (GRAY-SHOPFER; WELLBROCK; 
MARAIS, 2007). Os agentes antineoplásicos são efetivos ao interferirem com o 
ciclo celular, resultando em morte celular. Porém quando células malignas 
sofrem mutação e ativam mecanismos para escapar da morte celular 
programada, podem não se tornar mais sensíveis à (s) droga (s), e a 
resistência surge (WILKES; BARTON-BURKE, 2015). O aperfeiçoamento de 
alguns destes mecanismos pode incluir o aumento da expressão de proto­

oncogenes, permitindo que as células cancerosas resistam e sobrevivam a 
diferentes tratamentos em diversos tipos de câncer (ZORNING et al., 2001; 
INDRAN et al., 2011).

Muitas células de cânceres agressivos apresentam como principal 
mecanismo de resistência o aumento da expressão e da atividade de 
transportadores de efluxo de drogas pertencentes à superfamília ABC, 
caracterizando o fenótipo MDR (multidrug resistance) (LEVINE et al.,1993). O 
gene MDR-1 codifica para a uma glicoproteína transmembrana, a glicoproteína- 
P (PgP), que por sua vez atua como uma bomba de efluxo dependente de ATP 
que bombeia agentes xenobióticos1 para fora da célula (LEVINE et al.,1993), 
resultando em um menor acúmulo intracelular de quimioterápicos, diminuindo a

1 Xenobióticos: do grego xeno (estrangeiro) e biótico (relativo à vida). “Xenobióticos são 
compostos estranhos ao funcionamento do organismo ou não fazem parte do seu metabolismo 
ou nutrição normal. Exemplos de xenobióticos incluem fármacos, aditivos alimentares e 
poluentes ambientais” ISSX, (2016).



toxicidade destas drogas nas células tumorais e consequentemente diminuindo 
a mortalidade.

O fenótipo MDR ocorre intrinsecamente ou pode ser adquirido pela 
exposição a drogas antitumorais durante a quimioterapia (PERSIDIS, 1999), já 
que os tumores malignos apresentam populações de células heterogêneas e a 
quimioterapia induz apoptose primeiramente em células cancerosas mais 
sensíveis. Isto resulta em uma seleção das células mais resistentes, que 
eventualmente podem se tornar a maioria das células no tumor, tornando a 
quimioterapia ineficiente. Em função disso, o fenótipo MDR pode ser 
relacionado com uma menor sobrevida de pacientes com câncer (PERSIDIS, 
1999).

Outra forma de resistência envolve mutações 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 ativação de BRAF promove a divisão celular, porém sua 
ativação excessiva causada por mutações pode levar ao crescimento tumoral 
(NIJENHUIS et al., 2013). Cerca de 20% dos pacientes com melanoma 
contendo o gene BRAF mutado não respondem aos tratamentos 
quimioterápicos, o que demonstra resistência (NIJENHUIS et al., 2013). As 
drogas quimioterápicas atualmente utilizadas para conter o crescimento das 
células com BRAF mutado são eficientes em alguns casos, porém as respostas 
podem ser temporárias, havendo reincidência da doença (NIJENHUIS et al.,

2013), demonstrando resistência tumoral.

Além disso, a supressão de proteínas pró-apoptóticas como a Bax 
(INDRAN et al., 2011) também fornece resistência a células tumorais. O gene
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que codifica para Bax é frequentemente suprimido ou mutado em cânceres, 
sendo que a mutação leva à perda de função, resultando na inibição da via 
intrínseca da apoptose mediada pela mitocôndria. Portanto, o silenciamento de 
genes que codificam para proteínas relacionadas com morte celular, bem como 
a regulação negativa causada por mutações destes pode proteger células 
cancerosas da morte celular (ZORNIG et al., 2001; INDRAN et al., 2011).

Outros mecanismos de resistência podem também envolver o aumento 
da expressão de proteínas c-Flip (proteína inibidora de FLICE) (regula a 
apoptose) e receptores Decoy (receptores do fator de necrose tumoral), que 
competem com receptores de indução de apoptose, inibindo a transdução do 
sinal de morte celular e assim tornando as células mais resistentes (INDRAN et 
al., 2011).

Ainda, em muitos tipos de cânceres, o gene supressor de tumor p53 ou 
outros componentes da sua via estão mutados (ALBERTS et al., 2010). A 
concentração da proteína p53 é aumentada principalmente quando ocorre 
lesão no DNA, sendo que nestes casos esta proteína pode induzir apoptose à 
célula lesionada ou parar o ciclo celular até que o DNA seja reparado 
(ALBERTS et al., 2010). Os defeitos em vias de sinalização do p53 envolvem 
mecanismos de resistência em células cancerosas: a perda da função de 
supressão de tumor pela mutação do gene p53 pode levar ao desenvolvimento 
e progressão do câncer. A modulação dos reguladores de p53 também pode 
contribuir para instabilidade do genoma e resistência a apoptose (INDRAN et 
al., 2011).

No caso do melanoma, mesmo com as diferentes drogas utilizadas no 
tratamento, a maioria dos pacientes doentes não obtém um benefício clínico de
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longa duração, sugerindo o desenvolvimento de resistência neste tipo de 
células cancerosas (TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013). Neste caso, o 
prognóstico 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 relação 
com a elevada resistência do câncer tipo melanoma é que mesmo os 
melanócitos normais presentes na pele apresentam baixos níveis de apoptose 
em comparação com outras células humanas (GRAY-SHOPFER; 
WELLBROCK; MARAIS, 2007), por isso talvez células de melanoma tenham 
maior vantagem para escapar de mecanismos apoptóticos, resultando em uma 
maior sobrevivência e persistência destas células no organismo.

2.2. Contaminantes ambientais e câncer

Existem quase 110 milhões de substâncias químicas registradas 
atualmente (CAS - Chemical Abstracts Service, 2016). Dentre estas, algumas 
podem apresentar características de substâncias persistentes (resistentes à 
degradação no meio ambiente), podem apresentar capacidade de 
bioacumulação (acumulam em tecidos de organismos), podem ser 
potencialmente tóxicos, podendo causar vários danos à saúde dos indivíduos e 
ao meio ambiente e carcinogênicas, podendo causar alterações celulares e 
levar ao aparecimento de cânceres. Muitas substâncias químicas tóxicas -  
como contaminantes ambientais - podem alcançar longas distâncias afetando 
diferentes lugares do globo através do ar e da água, contaminando os solos e 
atingindo os alimentos (NTP, 2011 ).

Na União Europeia desde 2006 há um regulamento denominado REACH 
(Registration, Evaluation, Authorisation and restriction o f Chemical substances),

18



com o objetivo de proteção da saúde humana e do meio ambiente em relação 
aos possíveis riscos que podem ser causados por produtos químicos, 
considerando aos conhecimentos da toxicologia (RIBEIRO-SANTOS, 
PINEHIRO, 2008; ECHA, 2016). Essa regulamentação envolve diversos 
processos como registros, autorizações, avaliações, restrições, legislação e 
jurisprudência e é considerado atualmente como um modelo a ser seguido por 
outros países, inclusive em relação ao controle de produção, distribuição e 
transporte de substâncias químicas (RIBEIRO-SANTOS, PINEHIRO, 2008; 
ECHA, 2016).

Já no Brasil, existe menor regulamentação em relação a substâncias 
químicas, muitas relacionadas com a legislação. De acordo com o a Lei 
Complementar N° 140, de 8 de dezembro de 2011 "controlar a produção, a 
comercialização e o emprego de técnicas, métodos e substâncias que 
comportem risco para a vida, a qualidade de vida e o meio ambiente, na forma 
da lei” são ações administrativas da União, dos Estados e dos Municípios.

Um outro exemplo de regulamentação relacionada com a legislação é a 
Portaria Interministerial 19, de 29 de janeiro de 1981, qual estabelece proibição 
da fabricação, comercialização e uso de PCBs em todo território nacional, 
porém permite que os equipamentos já instalados continuem em 
funcionamento até a sua substituição integral ou troca do fluído dielétrico por 
produto isento de PCBs (BRASIL, 1981).

Para que a população brasileira fique mais ciente em relação a produção 
de substâncias químicas, na página da ABIQUIM (Associação Brasileira da 
Indústria Química) há uma ferramenta de busca chamada “Brazilian Chemicals 
-  Produtos Químicos Brasileiros” onde é possível encontrar os fabricantes de
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qualquer substância química de uso industrial produzida no Brasil (ABIQUIM, 
2016). A existência desta ferramenta demonstra uma maior preocupação e 
transparência à respeito da produção destes produtos no país.

Ainda, a relação entre alguns tipos de contaminantes e o surgimento de 
diversos tipos de câncer é bem documentada, porém pouco se sabe sobre a 
influência da exposição a esses contaminantes no prognóstico de indivíduos 
com câncer. Por isso a importância do presente trabalho, onde foram 
selecionados dois contaminantes ambientais que pertencem a duas classes 
distintas: o TCDD e o BDE-209. Ambos têm distribuição global, são 
persistentes e com capacidade de bioacumulação.
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2.2.1.A tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)

O 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD; FIGURA 3) é a molécula 
mais tóxica da classe das dioxinas. É classificado como agente em primeiro 
lugar do Grupo 1 "cancerígeno a humanos”, havendo evidências 
epidemiológicas suficientes da relação deste poluente com todos os tipos de 
cânceres (IARC, 2009). Sua toxicidade está relaciona com as moléculas de 
cloro nas posições 2, 3, 7 e 8 (United Nations Environment Programme -  
UNEP, 2008; National Toxicology Program - NTP, 2011; World Health 
Organization -  WHO, 2014).

FIGURA 3. Fórmula química do TCDD (NTP, 2011)



O TCDD é um Poluente Orgânico Persistente (POP). Os POPs não 
degradam facilmente no meio ambiente, podem alcançar longas distâncias a 
partir do local de emissão e geralmente apresentam característica de 
bioacumulação na cadeia trófica por serem altamente lipofílicos, podendo 
acumular no tecido adiposo de animais (UNEP, 2008; NTP, 2006; 2011).

Esta substância química é popularmente conhecida como constituinte do 
desfolhante "Agente Laranja” utilizado na Guerra do Vietnã, embora também 
tenha sido utilizado na época como pesticida e herbicida (NTP, 2011). 
Atualmente não é mais fabricado comercialmente, exceto para pesquisas 
científicas (NTP, 2006; UNEP, 2008). Contudo, o TCDD continua sendo 
produzido como subproduto de processos industriais, como na fabricação de 
clorofenois e herbicidas, cloro para branqueamento de papel e fundições. Além 
disso, o TCDD pode ser gerado naturalmente em erupções vulcânicas e 
incêndios florestais (WHO, 2014).

Apesar de todas as classificações e comprovações de toxicidade, há 
uma exposição generalizada da população mundial ao TCDD, já que a 
exposição pode ocorrer através da ingestão, inalação e contato com a pele. É 
estimado que 90% da exposição humana ocorram através dos alimentos 
contaminados com o poluente; o restante é através da pele ou inalação (NTP,

2006). Ainda, de acordo com o National Toxicology Program (2006), estima-se 
que a ingestão diária de alimentos contaminados com dioxinas - incluindo o 
TCDD - em adultos é cerca de 25 pg por dia, sendo as principais fontes de 
contaminação humana os produtos lácteos (incluindo o leite materno), carne e 
peixes (UNEP, 2008; NTP, 2011; WHO, 2014). Para complementar, pesquisas 
recentes (IARC, 2015) incluíram o consumo de carnes vermelhas e
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processadas como "potencialmente carcinogênicas” e "carcinogênicas”, 
respectivamente. Acredita-se que a presença de substâncias químicas como o 
TCDD é o que aumenta o potencial carcinogênico desses alimentos 
(DOMINGO; NADAL, 2016).

Após a ingestão, o TCDD é armazenado principalmente no fígado e em 
menor quantidade no tecido adiposo na forma original do composto. É 
eliminado principalmente pelas fezes e, em menor quantidade, pela urina 
(POLAND; KNUTSON, 1982 apud ROSE et al., 1976). A biodisponibilidade do 
TCDD através da ingestão foi observada em fígado de ratos após ingestão de 
três amostras de solo contaminados e foi estimada em 43±4% (SHU et al., 
1988-a), e a biodisponibilidade através da pele foi aproximadamente 60% após 
24 h de contato com o TCDD (SHU et al., 1988-b).

A meia-vida do TCDD em humanos é de 5,8 a 11,3 anos. Em função de 
uma meia-vida relativamente longa, é sugerido que as respostas biológicas 
induzidas pelo TCDD ocorreriam em seres humanos após uma exposição 
prolongada a doses diárias baixas, para que assim desencadeasse respostas 
semelhantes às observadas em animais experimentais (NTP, 2011).

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

É demonstrado que as respostas bioquímicas e toxicológicas em 
animais de laboratório e seres humanos ocorrem por mecanismos de ação 
semelhantes (NTP, 2011), uma vez que tanto em humanos como em roedores, 
o mecanismo de toxicidade do TCDD envolve a ligação ao receptor Aril

22



Hidrocarbono (AHR), para o qual o TCDD apresenta uma alta afinidade. O 
receptor AHR possui também funções fisiológicas independentes da exposição 
a xenobióticos, como, por exemplo, na regulação do ciclo celular e apoptose.

A ligação específica entre o TCDD e o AHR causa dissociação da hsp90 
e outras proteínas, resultando na translocação do AHR para o núcleo da célula. 
Ocorre, então, a heterodimerização com o ARNT (translocador nuclear do 
AHR) e ligação ao elemento de resposta à dioxina (DRE), permitindo que este 
complexo se ligue em sequências de reconhecimento no DNA (FIGURA 4). 
Este processo resulta na ativação e transcrição de vários genes, que podem 
induzir aumento da produção de espécies reativas de oxigênio além das várias 
outras respostas celulares relacionadas à 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.= retículo endoplasmático; CYP1A1= Citocromo P450; AHR = receptor Aril 
Hidrocarbono; HSP = heat shock protein; ARNT = receptor de translocação nuclear; 
mRNA = RNA mensageiro. Fonte: MANDAL, 2005, traduzida pela autora.



Portanto, através da ligação ao receptor AHR, o TCDD causa várias 
respostas biológicas relacionadas com o desenvolvimento de cânceres, como 
mudanças na expressão gênica, alteração do metabolismo da célula e 
alterações no crescimento e diferenciação celular (PAAJARVI et al., 2005). 
Além disso, o TCDD pode ter um papel na promoção de tumores, impedindo, 
por exemplo, a expressão do gene p53, gene supressor de tumor que na 
maioria dos tumores humanos está 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 mutações que levem a formação 
de células cancerosas, ou diminuindo o número de células apoptóticas. Em 
conjunto, os efeitos tóxicos e carcinogênicos do TCDD podem ser relacionados 
com aumento da incidência de danos no DNA (PAAJARVI et al., 2005).

Além disso, VILLANO et al. (2006) também sugerem que a exposição a 
contaminantes ambientais pode contribuir para a progressão do melanoma 
metastático, já que seus dados demonstram um estímulo do contaminante 
TCDD à expressão e atividade de proteínas relacionadas com invasão celular e 
metástase, parâmetros importantes para a malignidade de tumores (VILLANO 
et al., 2006).

2.2.2. O decabromodifenil éter (BDE-209)

O 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 fórmula 
química das moléculas difenil éter contém 10 átomos de hidrogênio e pode 
conter de 1 a 10 átomos de bromo, e qualquer átomo de hidrogênio pode ser
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trocado com bromo, o que resulta em 209 possíveis congêneres (ALAEE et al., 
2003).

Br Br
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FIGURA 5. Fórmula química do BDE-209 (EPA, 2008).

Os PBDEs são compostos semelhantes às bifenilas policloradas (PCBs), 
e aparentemente agem de forma similar no meio ambiente, pois são 
persistentes e apresentam capacidade de bioacumulação ao longo da cadeia 
trófica (MCDONALD, 2002).

O BDE-209 é utilizado pela indústria como retardante de chama e 
utilizado em materiais como madeira, plásticos, papéis, utensílios de cozinha, 
aparelhos eletrônicos como computadores, circuitos, conectores, capas 
plásticas e cabos e em coberturas de televisão (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 
incineração desses materiais, grande quantidade de fumaça e gases tóxicos -  
como dioxinas e furanos -é  produzida, podendo desencadear vários efeitos 
tóxicos (DARNERUD et al., 2008).

Portanto, os PBDEs podem ser lançados no ambiente pelas indústrias 
durante a manufatura desses compostos, pela produção de materiais que 
contém esses PBDEs ou pelo descarte incorreto desses materiais, 
contaminando o meio ambiente (PESTANA et al., 2008), por exemplo através



da lixiviação de materiais que contenham BDE-209, como o lixo eletrônico 
(JIANG et al. 2014).

Dados sobre a toxicocinética do BDE-209 indicam que ele é absorvido 
pelos humanos a partir do ambiente, principalmente por via oral, e então 
distribuído para os tecidos (EPA, 2008). Os PBDEs estão presentes em 
alimentos como produtos lácteos, carne, peixe e poeira doméstica; portanto 
alimentos e o ambiente doméstico são as grandes fontes de exposição (WU et 
al., 2007). Na China são encontradas altas concentrações de PBDEs em 
amostras de poeira e alimentos coletados em áreas próximas a lixos 
eletrônicos. As concentrações de PBDE nas amostras de poeira diminuem com 
a distância do centro de reciclagem de lixo eletrônico, sendo que neste caso, o 
PBDE mais presente é o BDE-209 (JIANG et al. 2014).

Em 1988, foram encontradas quantidades 0-35 pmol de BDE/g lipídios 
em amostras de sangue de humanos nos Estados Unidos da América (EUA) 
(MASTEN, 2001). Naquele país, a exposição generalizada ao BDE-209 é 
observada pelos níveis de PBDEs encontrados em tecidos (8000 ng/kg de 
lipídios no tecido adiposo) em indivíduos de todo o país e de todas as faixas 
etárias (MASTEN, 2001).

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

Além da exposição de crianças através do leite materno, um dos motivos 
para a alta quantidade encontrada em crianças podem ser brinquedos
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atualmente produzidos contendo BDE-209, já que o trabalho de lonas et al. 
(2016) sugere que a exposição de crianças ao BDE-209 em brinquedos de 
"morder” é maior do que a exposição através da dieta ou poeira. Outro fato 
relacionado indica que PBDEs têm a capacidade de bioacumular na placenta 
humana e provavelmente contribuem para a exposição pré-natal (LEONETTI et 
al., 2016).

Os efeitos tóxicos de PBDEs ocorrem em nível celular ao se ligarem em 
receptores de superfície celular e ativando fatores de transcrição (EPA, 2008). 
As semelhanças estruturais entre PBDEs e PCBs sugerem ainda que BDEs 
podem ativar o receptor AHR e o receptor de estrogênio (ER), que são os 
mesmos receptores relacionados com a toxicidade do TCDD e que estão 
associado com seus efeitos carcinogênicos e reprodutivos (EPA, 2008).

Em ratos, após exposição via oral, a excreção ocorre através das fezes, 
com 90% da dose excretada após três dias. Já o restante é distribuído entre 
diversos tecidos, como rins, coração e fígado. Sendo que, ao considerar o peso 
lipídico, o plasma e o fígado apresentam as maiores concentrações após 3 e 7 
dias (MORK et al., 2003).

No Brasil, atualmente, não existem restrições legais para o uso de 
PBDEs (PESTANA et al., 2008) nem há regulamentação para o uso e descarte 
do BDE-209 (ALAEE et al., 2003), que é produzido e utilizado largamente em 
vários países (CHEN et al., 2012). No entanto, tem-se demonstrado um 
aumento dessas substâncias no meio ambiente e em tecidos humanos, o que 
pode ser considerado perigoso para a saúde humana (CHEN et al., 2012).
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2.3. Modelo experimental

A grande vantagem da utilização de linhagens tumorais in vitro é a 
possibilidade de avaliar vários parâmetros e fazer diversos testes, reduzindo a 
utilização de animais em testes in vivo para testar uma hipótese.

Há diferentes modelos experimentais para estudos de melanoma, 
envolvendo diversas sublinhagens de células B16. As linhagens de melanoma 
murino B16-F0, B16-F1 e B16-F10 são originárias dos melanócitos da pele de 
camundongo Mus musculus; ambas são 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 
hipótese apresentada, já que podem responder diferentes parâmetros, pois 
apresentam características próprias de cada linhagem.

A B16-F0 é uma linhagem que produz abundantemente pigmentos de 
melanina e é amplamente utilizada para elucidar a melanogênese e 
mecanismos de regulação da proliferação 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 nódulos tumorais pulmonares, que 
foram obtidos através da injeção de células tumorais B16 em camundongos 
geneticamente idênticos por repetidas vezes. Após repetidas injeções, foram 
obtidas sucessivamente as linhagens B16-F1 e B16-F10, cuja as 
denominações são referentes ao aumento do número de nódulos tumorais 
pulmonares obtidos através dessa técnica (FIDLER, 1975). Portanto, 
comparativamente, a linhagem B16-F1 (FIGURA 6) tem potencial metastático 
menor e a B16-F10 apresenta alto potencial metastático (HART; SMITH 1986)
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e maior taxa de proliferação (DANCIU et al., 2013). Para o presente trabalho, a 
linhagem B16-F1 foi selecionada como modelo experimental já que, para 
observar efeitos de maior malignidade causada por contaminantes, seria mais 
facilmente observá-los em uma célula que não está no seu limite de 
malignidade (assim como na linhagem B16-F10).
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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 carcinogênico de muitos contaminantes é reconhecido e bem 
investigado. Contudo, mesmo os contaminantes considerados como não- 
carcinogênicos podem alterar a expressão gênica e metabolismo de células 
normais e neoplásicas. Nestes casos, uma questão que merece investigação é 
se a exposição de indivíduos com câncer a contaminantes ambientais poderia 
levar a alterações no fenótipo das células tumorais e assim aumentar a 
agressividade dessas células, piorando o prognóstico. Para obter parte da 
resposta, a interferência de contaminantes em parâmetros como viabilidade, 
metabolismo, proliferação, migração, ciclo celular, atividade de transportadores 
de efluxo de drogas, produção de espécies reativas de oxigênio e interação 
com o quimioterápico foram investigados em células de melanoma murino B16- 
F1.

4. HIPÓTESE

Os contaminantes TCDD e BDE-209 interferem com o fenótipo da 
linhagem B16-F1, aumentando seu perfil carcinogênico e de resistência 
tumoral, tornando-as, portanto, mais agressivas.

5. JUSTIFICATIVA

O número de novos casos de câncer cresce a cada ano e mesmo com 
novas drogas empregadas para o tratamento, a aquisição de resistência à 
quimioterapia continua a ser um grande problema. Sabe-se que muitos 
contaminantes ambientais são carcinogênicos, porém pouco se sabe sobre a 
ação de poluentes no prognóstico de pacientes com câncer. Considerando 
essas informações, a capacidade do TCDD e BDE-209 de alterar



características celulares importantes para a malignidade das células B16-F1 foi 
investigada.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo geral

Investigar se a exposição aos poluentes TCDD e BDE-209 afeta 
parâmetros de malignidade de células tumorais da linhagem B16-F1.

6.2. Objetivos específicos e metas

- Verificar se a morfologia, viabilidade celular, citotoxicidade, 
proliferação, capacidade de formação de colônias, morte celular e ciclo celular 
em células B16-F1 são alteradas quando expostas ao TCDD e BDE-209;

- Verificar se a proliferação celular, ciclo celular e a migração e 
proliferação através do ensaio scratch realizando a exposição com apenas 2% 
de SFB são 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 geração de estresse oxidativo e a migração de células B16-F1 
são alteradas pela exposição ao TCDD e BDE-209;

- Verificar se há aumento da resistência (maior viabilidade e proliferação) 
das célulasB16-F1 quando expostas previamente aos contaminantes e ao 
quimioterápico dacarbazina.
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7. MATERIAL E MÉTODOS

7.1. Desenho experimental

Células de melanoma murino B16-F1 foram cultivadas e plaqueadas em 
meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de Soro 
Fetal Bovino (SFB), 40 ^g/ml de gentamicina a 37 °C e 5% de CO2. Para os 
ensaios em microplaca de 96 poços, 5 x 103 células/poço foram plaqueadas, 
cada poço com 200 ^l de meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Para 
os ensaios em microplaca de 24 e 6 poços foram plaqueadas 3 x 104 e 2,5 x 
105 células por poço, com 1 ml e 2 ml de meio, respectivamente.

7.2. Exposição aos xenobióticos

Após as células aderirem por 24 h, o meio de cultura foi substituído por 
meio DMEM suplementado com 10% (ou 2% de SFB, no caso dos ensaios 
proliferação celular e ciclo celular) e 40 ^g/ml de gentamicina, contendo os 
contaminantes TCDD ou BDE-209 nas concentrações 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 
nM diluídos em DMSO 0,05%. Além dos grupos expostos, o grupo controle do 
solvente DMSO (0,05%) foi mantido em paralelo (FIGURA 7). As células foram 
expostas durante 24 h.

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

DMSO r ___d
1 2  3 4  5 6  7  8 9  10 11 12

'CXDOOOOOOCXXX)
'OOOOOOOOOOOO
:(XXX)OOOC)(XXX)
■OOOOOOOOOOOO
;(X )0 0 0 0 0 0 C X X )0
^CÜOOOOOOCXXX)
■ODOOOOOOCXXX)
'CXXXOOOOCXXX)



33

FIGURA 7. Esquema demonstrando a exposição dos contaminantes em uma placa de 
96 poços. Em todas os ensaios, as placas eram compostas por um controle DMSO, 
pelas concentrações 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. Determinação das concentrações e diluição dos contaminantes

Os dados utilizados para basear a escolha das concentrações 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 nível 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 são lipídeos - de 
acordo com valores de referência de exames de sangue - a concentração final 
de TCDD seria de 0,186 nM. Para a determinação da concentração de BDE- 
209, foi selecionado o dado da concentração de PBDEs em amostras de 
sangue humano, onde foi observado a quantidade de IPBDEs em soro 
materno igual a 580 ng/g de lipídeos (MAZDAI et al., 2003). Novamente, 
levando em consideração que 200 ng/g do sangue são lipídeos, a 
concentração final de PBDEs é equivalente a 1,209 nM. A partir desses dados, 
as concentrações selecionadas foram: 0,001; 0,01; 0,1;1 e 10nM, sendo a 
concentração mais próxima aos dados encontrados na literatura para o TCDD 
0,1 nM e 1 nM para o BDE-209.

Após a definição das concentrações, soluções-estoque dos 
contaminantes foram preparadas em DMSO e mantidas em frascos de vidro 
âmbar estéreis, à -20 °C. A concentração final de DMSO no grupo controle e 
nos grupos expostos ao TCDD e BDE foi de 0,05%.
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7.4. Análise da morfologia celular

As células foram monitoradas sob microscópio invertido antes e após 
período de exposição, a fim de verificar o comportamento das células na 
presença dos contaminantes (desadesão, morte, alteração de morfologia etc).

7.5. Viabilidade celular e citotoxicidade

Para determinação da viabilidade celular e citotoxicidade dos 
contaminantes foram empregados três testes distintos, a fim de fornecer dados 
mais apurados sobre a situação celular: o ensaio do vermelho neutro avalia a 
captação e posterior acúmulo do corante em endossomas e lisossomas, o 
ensaio do MTT avalia a atividade metabólica mitocondrial e o ensaio de morte 
celular com Anexina V-FITC e lodeto de propídio (PI) avalia tipo de morte 
celular: necrose x apoptose.

7.5.1. Ensaio do Vermelho Neutro

Após o tempo de exposição, as células foram incubadas com o reagente 
Vermelho Neutro (50 Mg/ml) diluído em meio DMEM durante duas horas. Foram 
então fixadas com solução de cloreto de cálcio 0,1% e formaldeído a 0,5% em 
água e o corante foi extraído dos lisossomos e endossomos das células pela 
solução ácido acético 1% e etanol 50%. Com essa solução o material foi 
homogeneizado e a absorbância determinada em seguida a 540 nm 
(REPETTO; PESO; ZURITA, 2008).



7.5.2. Ensaio do MTT

Após o tempo de exposição foi adicionado uma solução de meio DMEM 
suplementado com 10% de SFB contento 0,5 mg/ml de MTT (3- (4,5- 
Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). As células foram 
incubadas com o reagente durante 30 min, o conteúdo dos poços foi retirado 
integralmente, foi adicionado 100 ^l de DMSO em cada poço, o material foi 
homogeneizado e a absorbância foi medida em seguida a 560 nm (MOSMANN, 
1983, com modificações).

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 detecção de apoptose (BD 
Pharmingen) com os marcadores fluorescentes Anexina V-FITC e o lodeto de 
propídio (PI), através de citometria de fluxo. O PI é um marcador nuclear, 
sendo assim as células positivas para esse marcador, que é um intercalante de 
DNA e penetra apenas em células com membrana plasmática não íntegra 
serão quantificadas como necróticas. A Anexina V-FITC é um marcador de 
apoptose, pois se liga na fosfatidilserina, que está presente na membrana 
externa de células em processo de morte celular programada. As situações 
com dupla marcação são consideradas como final da apoptose ou processo de 
necrose.

Em placas de 24 poços foram plaqueadas 3 x 104 células por poço e 
após 24 h de exposição o meio foi retirado, as células desaderidas com 
solução contendo tripsina a 0,25% e EDTA a 0,02% em PBS e todo este 
conteúdo foi centrifugado, o sobrenadante descartado, seguido de 2 lavagens

35



com PBS. Após isso, as células foram incubadas em 400 mI de solução 
contendo 5 mI Anexina-FITC e 5^1 PI durante 15 min, protegidas da luz. Após a 
incubação, as amostras foram ressuspendidas em PBS e analisadas em 
citômetro de fluxo. A análise final dos dados foi realizada através do programa 
Flowing (www.flowingsoftware.com/). O controle positivo foi realizado através 
da incubação de células com 50 mM peróxido de hidrogênio durante 2 h antes 
do ensaio.

7.6. Ensaio do Cristal Violeta

Este ensaio foi realizado após a exposição das células aos 
contaminantes em meio DMEM suplementado 2% e 10% de SFB, para melhor 
avaliação da proliferação celular com menor e maior interferência do SFB 
(efeito mitógeno).

A proliferação celular foi determinada através do ensaio de cristal violeta 
(VEGA-AVILA; PUGSLEY, 2011, com modificações). Após exposição, as 
células foram fixadas com paraformaldeído 4% em PBS por 30 min, coradas 
com 100 Ml da solução de cristal violeta a 0,25 mg/ml preparada em água 
deionizada durante 10 min, então lavadas duas vezes com água deionizada. O 
corante foi eluído com 100 M da solução ácido acético 33% em água sob um 
agitador de microplacas durante 30 min e procedendo-se então a leitura da 
absorbância em espectrofotômetro a 570 nm.

7.7. Espécies reativas de oxigênio (sonda DCF)

Para avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi 
realizado o ensaio com a 2',7'-diclorofluoresceína diacetato (DCF) de acordo 
com BENOV; SZTEINBERG; FRIDOVICH (1998). Após o tempo de exposição,

36

http://www.flowingsoftware.com/


o meio de cultura dos poços foi descartado e foi adicionado 200 ^l de meio 
DMEM suplementado com 10% de SFB contendo 10 ^M de DCF. Após 15 min 
de incubação a 37°C, protegida da luz, o meio foi descartado, os poços lavados 
com PBS e foi adicionado 200 ^l de PBS por poço. Imediatamente foi feita a 
leitura em espectrofluorímetro nos comprimentos de onda de 488 nm 
(excitação) e 530 nm (emissão).

7.8. Atividade de transportadores de efluxo de drogas

Para determinação das atividades dos transportadores da família MDR 
(PESSATTI et al., 2002, com modificações), após a exposição das células o 
meio de cultura foi removido e as células foram incubadas com 200 ^l por poço 
de PBS contendo rodamina B a 1 ^M, em 37°C e protegidas da luz. Após 30 
min o meio foi descartado, os poços lavados com PBS e 250 ^l de PBS foram 
adicionados. A placa foi levada a um ultrafreezer (- 80° C) para que o conteúdo 
dos poços congelasse e assim, rompessem as células, para que a rodamina 
internalizada fosse liberada para o meio. Em seguida, após o material 
descongelar em temperatura ambiente, o conteúdo dos poços foi 
homogeneizado e 200 ^l de cada poço foram transferidos para uma placa de 
96 poços preta, com leitura imediata em espectrofluorímetro a 540 nm 
(excitação) e 580 nm (emissão).

7.9. Ensaios com o quimioterápico dacarbazina

A dacarbazina é um dos quimioterápicos mais utilizados para o 
tratamento de pacientes com melanoma. Além disso, é sabido que existe 
grande resistência dessas células tumorais. Para investigar a resistência das 
células B16-F1 expostas aos xenobióticos e em seguida à dacarbazina, foram
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empregados dois testes: ensaio com o corante vermelho neutro e verificação 
da proliferação celular no ensaio com o corante cristal violeta. Os ensaios 
foram realizados por adaptação de protocolo de JIN et al. (2011).

7.9.1. Seleção da concentração de dacarbazina

Para determinar a concentração do quimioterápico 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 plasmática das 
células. São consideradas células não viáveis aquelas em que o corante Azul 
de Tripan é internalizado, e viáveis as células onde o corante não é 
internalizado, portanto as células com a membrana plasmática íntegra.

Em placas de 24 poços foram plaqueadas 3 x 104 células por poço com 
meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Após 48 h de exposição ao 
quimioterápico nas concentrações 0; 100; 200; 300; 400 e 500 ^M, as células 
foram então desaderidas do fundo dos poços por 500 ^l de solução contendo 
tripsina 0,25% e EDTA 0,02% em PBS. O conteúdo dos poços foi centrifugado, 
o sobrenadante descartado e o pellet de células ressuspendido em PBS 2:1 
Azul de Tripan. Após 90 segundos, as células foram fotografadas em câmara 
de Neubauer em microscópio invertido, sendo as células posteriormente 
analisadas e contadas. Células coradas em azul foram consideradas como não 
viáveis e a concentração selecionada para o trabalho foi 400 ^M por sua 
exposição representar 65% de viabilidade das células B16-F1 (FIGURA 18).

7.9.2. Viabilidade com quimioterápico -  Vermelho Neutro

Para o ensaio de viabilidade celular na presença da dacarbazina, após 
24h de exposição aos xenobióticos, o meio foi descartado e 200 ^l de meio
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DMEM suplementado com 10% SFB com 400 mM de dacarbazina 
(concentração definida através do ensaio anterior) foi adicionado em cada 
poço. Após 48h de exposição à dacarbazina, o protocolo para o ensaio do 
vermelho neutro foi seguido conforme já descrito no item 7.9.1.

7.9.3. Proliferação celular com quimioterápico -  Cristal Violeta

Para o ensaio de proliferação celular na presença da dacarbazina, após 
24h de exposição aos xenobióticos com meio DMEM contendo 2% de SFB, o 
meio foi descartado e 200 mI de meio DMEM suplementado com 2% SFB com 
400 mM de dacarbazina foi adicionado em cada poço. Após 48 h de exposição 
à dacarbazina, o protocolo para o ensaio do cristal violeta foi seguido conforme 
já descrito no item 7.6.

7.10. Determinação do Ciclo Celular

Para esse ensaio, 2,5x105 células por poço foram plaqueadas em placas 
de 6 poços. Após 24 h de exposição, o meio foi retirado, o poço lavado 
levemente com PBS e as células soltas com tripsina 0,25% e EDTA 0,02% em 
PBS. Todo este conteúdo foi transferido para um tubo de centrífuga, 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 triplicata, 
procedeu da seguinte maneira: os tubos contendo as células fixadas foram 
centrifugados, o 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 marcação, o material foi 
novamente centrifugado e o sobrenadante descartado e então adicionado 500 
Ml de lodeto de propídio (PI) e RNase (BD Pharmingen). Após 15 min de
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incubação, protegida da luz, as células coradas foram analisadas através do 
citômetro de fluxo. Os dados gerados foram analisados através do programa 
Flowing (www.flowingsoftware.com/).

7.11. Ensaio scratch

Para investigar os efeitos causados pelos xenobióticos utilizados neste 
trabalho sobre a migração e proliferação das células B16-F1 foi empregado o 
ensaio relacionado com um risco (scratch) (LIANG; PARK; GUAN, 2007) feito 
nos poços após o tempo de exposição.

O ensaio foi realizado de acordo com NOGUCHI et al. (2012) com 
adaptações. O ensaio scratch foi realizado com o objetivo de verificar a 
migração e proliferação das células e consequentemente diminuição da área 
do "risco” entre os tempos 0 h e 48 h. Esses resultados podem ser 
relacionados com o ensaio de proliferação celular, já que são parâmetros que 
podem ser comparados.

Em microplaca de 96 poços, após 24 h de exposição com 2% de SFB, o 
meio foi descartado e meio DMEM novo foi adicionado. Com o auxílio de 
ponteiras p10 foi feito um "risco” com a ponta da ponteira no meio de cada 
poço. O meio foi novamente descartado e os poços foram lavados duas vezes 
com meio DMEM para retirada de células soltas. Após esses procedimentos, 
200 Ml de meio DMEM foram adicionados em cada poço. Os poços das placas 
foram observados e fotografados em microscópio invertido nos tempos 0h e 
48h. A extensão da migração das células para a região da qual as células 
foram raspadas foi determinada a partir da análise das imagens de 0 h e 48 h 
com o auxílio do software livre ImageJ® (http://imagej.nih.gov/ij/).
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7.12. Ensaio Clonogênico

O ensaio foi realizado de acordo com YANG et al. (2015). Foram 
plaqueadas 250 células por poço em placas de 24 poços. Após 24 h de 
incubação, as células foram expostas aos contaminantes por 24 h. Após este 
período o meio foi substituído 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 paraformaldeído 2% em PBS 
durante 30 min, coradas com cristal violeta 0,5% por 15 min e as colônias 
contadas em microscópio invertido e fotografadas. Para o cálculo do fator de 
sobrevivência (FS), considera-se o tamanho e a quantidade de colônias 
observadas (>50 células); quanto mais colônias e maiores, maior a capacidade 
de proliferação e crescimento celular (MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005). As 
imagens serão analisadas com o auxílio do programa ImageJ® onde será 
calculada a área ocupada do poço por colônias, para que pudessem ser 
avaliados qual(is) grupo(s) exposto(s) apresenta(m) maior quantidade de 
formação de colônias e proliferação.

7.13. Análises estatísticas

Três experimentos independentes foram realizados para cada ensaio e 8 
replicatas por grupo por cultura em todos os ensaios. One-way ANOVA seguido 
pelo pós-teste Dunnet, comparando controle versus todas as concentrações de 
TCDD, e controle versus todas as concentrações de BDE-209, para os dados 
com distribuição normal. Dados que não apresentaram distribuição normal 
foram analisados, através das mesmas comparações, pelo teste não- 
paramétrico Kruskal-Wallis seguido do pós-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 viáveis e não viáveis, sendo as 
células não viáveis classificadas como apoptóticas ou necróticas2. 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 possíveis células 
mortas e soltas contidas no meio de cultura dos poços na placa foram 
analisados.

Com exceção do grupo exposto à menor concentração do TCDD (0,001 
nM), que apresentou taxa de viabilidade muito próxima ao controle (88%), 
todos os grupos expostos ao TCDD apresentaram aumento de viabilidade (2,6­

4,3%) e redução da incidência de necrose (3,4-4,3%) em relação ao grupo 
controle.

Já o grupo exposto à menor concentração de BDE-209 (0,001 nM) 
apresentou alta taxa de necrose (13,6%) em relação ao grupo controle (9,1%) e 
a menor taxa de viabilidade (79,9%) entre todos os grupos. Os grupos expostos 
às outras concentrações de BDE-209 apresentaram menor taxa de necrose em 
relação 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 relação ao 
controle: 5,2% (0,01 nM); 3,2%% (0,1 nM); 8,2% (1 nM) e 3,5% (10 nM). 
Indicando que a exposição ao BDE-209 diminui os níveis de necrose, sem

2 Para flns de apresentação dos resultados e discussão, utilizou-se a referência de "necrose" como forma 
de morte para as células em necrose e em tinal de apoptose (ou apoptose tardia -  late apoptosis), visto 
que não é possível diferencia-las com clareza pelo ensaio da anexina V - PI em citometria de fluxo, já que 
são células duplamente marcadas (por anexina v e por PI).



alterar as taxas de viabilidade para todas as concentrações doBDE-209, com 
exceção da menor concentração (0,001 nM) (FIGURA 8).
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FIGURA 8. Ensaio para determinação de morte celular realizado com células B16-F1 
expostas a diferentes concentrações de TCDD e BDE-209 durante 24h. As células 
foram consideradas como viáveis (sem marcação) e não viáveis. As células não 
viáveis foram classificadas em (1) apoptose/início de apoptose: células marcadas por 
anexina V ou em (2) necrose (final de apoptose/necrose): células marcadas apenas 
por PI 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), já para os 
grupos expostos ao BDE-209 a taxa de viabilidade não foi alterada com exceção do 
grupo exposto a 0,001 nM, que diminuiu a viabilidade das células. Entretanto, não 
houve diferença significativa nos resultados obtidos. Média+SEM (erro padrão da 
média).

Vale salientar que apesar dessas alterações, os valores não foram 
significativos, portanto não sendo um resultado expressivo. Ainda, este ensaio



foi realizado com 10% de SFB. É válido a repetição do experimento com 
exposição com 2% de SFB para que os resultados possam ser comparados.

Apesar de os resultados não serem estatisticamente significativos, é 
sugerido uma tendência de que os contaminantes TCDD e BDE-209 possam 
ser capazes de alterar parâmetros de viabilidade e morte celular em células de 
melanoma murino B16-F1.

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

O ensaio avalia a retenção do corante vermelho neutro no interior de 
vesículas lisossomais, células que apresentam menor retenção de corante 
podem ter seu sistema endolisossomal sendo afetados. O ensaio é avaliado 
pela absorbância do corante.

A absorbância do corante vermelho neutro foi 11,4% maior em células 
expostas à concentração 0,01 nM de TCDD (FIGURA 9), sugerindo que 
ocorreu aumento da retenção do corante nas células, uma vez que este 
resultado não é seguido por aumento na proliferação celular (FIGURA 10). Já 
para os demais grupos expostos ao TCDD há maior porcentagem de 
viabilidade (FIGURA 8), porém não acompanhado de um aumento na 
absorbância do corante vermelho neutro (FIGURA 9).

Nas células expostas ao BDE-209 há diminuição da retenção intracelular 
do corante vermelho neutro (relacionado com a integridade do sistema 
endolisossomal da célula) nos grupos expostos às concentrações 1 nM e 10 
nM (16,1% e 16,5% respectivamente).
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FIGURA 9. Retenção do corante vermelho neutro em células de melanoma murino 
B16-F1 expostas a diferentes concentrações de TCDD e BDE-209 durante 24h, 
demonstrando que a integridade do sistema de endomembranas pode ser afetado na 
exposição às maiores concentrações de BDE-209. Média+SEM.

No ensaio de proliferação celular, o corante cristal violeta é capaz de 
corar as células, portanto, havendo maior absorbância, maior o número de 
células, consequentemente maior foi a proliferação nesta amostra,

A exposição ao TCDD não alterou a taxa de proliferação celular com 
DMEM com 10% SFB (FIGURA 10). Entretanto, foi observado menor 
proliferação de células expostas às concentrações 0,01; 1,0 e 10 nM de BDE- 
209 em relação ao controle (7,8%, 10,8% e 24%, respectivamente), de forma 
dependente da concentração (FIGURA 10). Vale salientar que as placas foram 
verificas anteriormente ao processamento do ensaio e não foi observado 
células desaderidas em nenhum dos grupos analisados.
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FIGURA 10. Proliferação celular de células de melanoma murino B16-F1 expostas a 
diferentes concentrações de TCDD e BDE-209 durante 24h com exposição contendo 
DMEM com 10% de SFB, demonstrando menor proliferação celular para a maioria das 
células expostas ao BDE-209.

8.3. Ensaio do MTT

Para avaliar o metabolismo mitocondrial, através da transformação do 
MTT em cristais de formazan pela mitocôndria em células expostas aos 
contaminantes TCDD e BDE-209, foi realizado o ensaio do MTT. O ensaio 
verifica a absorbância da amostra, considerando que o MTT apresenta 
coloração amarela e os cristais de formazan são de coloração violeta.

Houve diminuição significativa do metabolismo do MTT (aumento de 
toxicidade) pelas células expostas às concentrações 0,1 nM de TCDD (9%) e 
0,01 nM de BDE-209 (11,5%). No grupo exposto à maior concentração 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 concentrações 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 concentração de BDE-209. 
Média+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 transportada para fora da célula através de 
transportadores de efluxo de drogas do sistema MDR, quanto maior a 
concentração intracelular de rodamina, menor a atividade/quantidade dos 
transportadores do tipo Pgp (glicoproteína P). No caso do presente ensaio, 
apenas o transporte da rodamina é possível de ser avaliada e não a atividade 
dos transportadores. Não houve diferenças significativas entre os grupos para 
este ensaio (FIGURA 12).
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Logo, os dados obtidos neste ensaio não corroboram com a hipótese de 
aumento da atividade de efluxo de drogas e consequente aumento da 
resistência aos quimioterápicos em células B16-F1 expostas ao TCDD e ao 
BDE-209.

A p u m n l n  H o  P n r l  a m i n s

FIGURA 12. Acúmulo de rodamina B intracelular em células de melanoma murino 
B16-F1 expostas a diferentes concentrações de TCDD e BDE-209 durante 24h, 
demonstrando que não há diferença significativa de transporte de rodamina pela Pgp 
entre os grupos expostos e o controle. Média+SEM.

8.6. Produção de EROs

Neste ensaio, buscou-se avaliar a produção de espécies reativas de 
oxigênio que estão presentes no meio de cultura após 24 de exposição. 
Avaliou-se a fluorescência que ocorre pela interação das EROS com a sonda 
DCF. Através da avaliação em espectrofotômetro (emissão/excitação), não 
houve diferenças significativas entre os grupos expostos às diferentes 
concentrações de TCDD e BDE-209 (FIGURA13).
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FIGURA 13. Produção de espécies reativas de oxigênio em células de melanoma 
murino B16-F1 expostas a diferentes concentrações de TCDD e BDE-209 durante 
24h, demonstrando que não há diferença significativa na produção de espécies 
reativas de oxigênio nos grupos expostos em relação ao controle. Média+SEM.

8.7. Ensaio de proliferação celular com 2% de SFB

Este ensaio foi realizado com menor concentração de SFB para avaliar o 
efeito de promoção de tumor dos contaminantes, uma vez que o SFB possui 
efeito mitogênico e isto poderia mascarar os resultados.

Neste ensaio observou-se aumento de proliferação celular de forma 
concentração-dependente nas células expostas ao TCDD. A maioria das 
concentrações de TCDD utilizadas apresentou aumento significativo da 
proliferação (0,01 nM (9%); 1 nM (14,5%) e 10 nM (17%), com exceção das 
concentrações 0,001 e 0,1nM (FIGURA14).

Para a maioria das concentrações de BDE-209 também houve aumento 
da proliferação 0,001 nM (14%); 0,01nM (14,4%) e 1 nM (17%) (FIGURA 14).

0
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FIGURA 14. Proliferação celular de células de melanoma murino B16-F1 expostas a 
diferentes concentrações de TCDD e BDE-209 durante 24h com exposição contendo 
DMEM com 2% de SFB, demonstrando aumento de proliferação para a maioria dos 
grupos expostos para ambos os contaminantes. Média+SEM

0

8.8. Ciclo celular

No ensaio do ciclo celular, realizado após exposição 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 proliferação 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 citomêtro de fluxo utiliza PI para as 
marcações. 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 concentrações podem 
estar causando retenção das células na fase S, já que esse dado não está



acompanhado do aumento da proliferação 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 proliferação celular (FIGURA 14).
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□ Fase G1 □ Fase S ■ Fase G2/M
FIGURA 15. Fases do ciclo celular (G1, S e G2/M) de células de melanoma murino 
B16-F1 expostas a diferentes concentrações de TCDD e BDE-209 durante 24h. 
Média+SEM

8.9. Ensaio scratch

Para avaliar a proliferação e migração de células - parâmetros 
relacionados com aumento da malignidade tumoral -, foi realizado o ensaio do 
scratch, onde as imagens do tempo zero e 48 h após ser feito um "risco” na 
parte central do poço de uma placa de 96 poços, foram comparadas. Grupos 
onde apresentaram maior fechamento do risco são relacionados com maior 
aumento de proliferação e migração, pois as células preencheram a área 
disponível.



Os grupos de células expostas às concentrações de 0,001 e 1 nM de 
BDE-209 apresentaram valor significativo de fechamento do risco em relação 
ao controle (aumento de 32,8%) após 48 h (FIGURA 16 e FIGURA 17), o que 
se relaciona com o ensaio de proliferação com 2% de SFB, onde houve 
aumento de proliferação nessa mesma concentração de BDE-209 (FIGURA 
14). Em conjunto, esses dados mostram que neste grupo ocorre maior 
proliferação e possivelmente maior migração.

A concentração 1 nM de TCDD também apresenta aumento significativo 
desses parâmetros, confirmando seu papel como promotor de tumor, já 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 diferença estatística no aumento deste 
parâmetro nas concentrações demonstrando aumento de proliferação, 
podendo ainda estes dados serem correlacionados com o aumento da 
proliferação celular, (FIGURA 16).
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FIGURA 16. Fechamento do scratch (risco) após 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 relação ao controle, 
estatisticamente, os grupos de células expostas ao TCDD 1 nM e BDE-209 0,001 e 1 
nM apresentaram aumento deste parâmetro. Média+SEM

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. É possível 
observar o fechamento do scratch (risco) no tempo 0 h e 48 h em células de 
melanoma murino em microscópio invertido (imagem acima) e imagem após análise 
no programa ImageJ® (abaixo). As imagens pequenas no canto direito superior de 
cada imagem representa parte da análise no programa ImageJ®. Escala = 300 ^m. 
Fonte: a autora (2016).

8.10. Ensaios com o quimioterápico



8.10.1 Determinação da concentração de dacarbazina

A concentração 400 pM foi selecionada para ensaios os ensaios 
seguintes, pois causou uma redução de 65% da viabilidade celular (ensaio com 
o corante Azul de Tripan) como descrito no item 7.9.1. A CL50 da dacarbazina 
em células B16-F1 em 48 h foi 500 pM (FIGURA18).
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of dacarbazina
FIGURA 18. Viabilidade das células expostas a diferentes concentrações de 
dacarbazina durante 48h (esquerda). Campo da câmara de Neubauer durante a 
determinação da viabilidade (direita). Média+SEM. Fonte: A autora (2015).

8.10.2. Viabilidade com quimioterápico -  Vermelho Neutro

Este ensaio foi realizado afim de avaliar a resistência ao quimioterápico 
Dacarbazina de células B16-F1 pré-expostas ao TCDD e BDE-209. Para o 
controle negativo, as células foram cultivadas em meio contendo o veículo de 
diluição dos contaminantes (DMSO) por 24h, e posteriormente mantidas em 
meio de cultura sem os contaminantes e o quimioterápico por 48 h. Já no 
controle positivo, as células foram cultivadas em meio contendo o veículo de 
diluição dos contaminantes (DMSO) 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 concentrações (item 
8 .1 0 .1 ), considerando os princípios de método distintos de ambos os ensaios 
(FIGURA 19).

A pré-exposição aos contaminantes TCDD e BDE-209 em meio DMEM 
contendo 2% SFB e seguida da exposição à dacarbazina aumentou a retenção 
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 relação ao controle positivo (controle com exposição à 
dacarbazina durante 48h) (FIGURA 19). Estes dados condizem, para maioria 
dos grupos expostos ao BDE-209, com os resultados de proliferação celular 
(FIGURA 14), indicando que o aumento na retenção de vermelho neutro deve­

se, principalmente, ao aumento do número de células. Já para o TCDD, houve 
efeito metabólico diferente apenas para uma concentração (0,1 nM).
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FIGURA 19. Retenção do corante vermelho neutro em células de melanoma murino 
B16-F1 expostas a diferentes concentrações de TCDD e BDE-209 durante 24h e 
posteriormente expostas ao quimioterápico dacarbazina durante 48h. O controle 
negativo (-) representa células sem exposição à dacarbazina e o controle positivo (+) 
representa células expostas à dacarbazina por 48h.É possível observar aumento da



retenção do corante vermelho neutro para a maioria dos grupos expostos ao BDE-209 
e para os expostos a concentração 0,1 nM de TCDD. Média+SEM.

8.10.3. Proliferação celular com quimioterápico

Após a pré-exposição aos contaminantes TCDD e BDE-209 e posterior 
exposição ao quimioterápico Dacarbazina por 48 h, houve aumento da 
proliferação 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 concentrações de 
BDE-209 de 0,001; 0,1; 1 e 10 nM (FIGURA 20).
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FIGURA 20. Proliferação celular avaliada através do ensaio do corante cristal violeta 
em células de melanoma murino B16-F1 expostas a diferentes concentrações de 
TCDD e BDE-209 durante 24h e posteriormente expostas ao quimioterápico 
Dacarbazina por 48h. É possível observar aumento da proliferação nos grupos 
expostos à maior concentração de TCDD e para a maioria dos grupos expostos ao 
BDE-209. Média+SEM.

Assim, a pré-exposição aos contaminantes -  principalmente para os 
grupos expostos ao BDE-209- está tornando as células mais resistentes à 
Dacarbazina, aumentando a proliferação das células expostas (FIGURA 20) em 
relação ao controle.
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8.11. Ensaio Clonogênico

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 
formação de colônias e o protocolo de fixação e coloração foi bem-sucedido 
(FIGURA 21). Entretanto não houve tempo hábil para a análise dos resultados 
gerados através dos experimentos, não sendo possível a discussão dos 
resultados deste ensaio.

FIGURA 21. Colônia formada por células de melanoma murino B16-F1 após 15 dias 
de incubação. Fixação com paraformaldeído 4% em PBS; Coloração: cristal violeta. 
Fonte: A autora (2016).

8.12. Resumo dos resultados

Para melhor visualização 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 diferença significativa; |  = aumento e J = diminuição em relação ao 
controle DMSO; seguido das concentrações que apresentaram diferença 
significativa.
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Ensaio TCDD BDE-209

Morte Celular SD SD

Retenção do Vermelho 
Neutro

t  0,01 nM 4 1 e 10 nM

Proliferação Celular 10% 
SFB

SD 4 0,01; 1 e 10 nM

Atividade Mitocondrial 
(MTT)

4 0,1 nM 4 0,01 e t10 nM

Ativ. transportadores de 
efluxo

SD SD

Produção de EROS SD SD

Proliferação Celular 2% 
SFB

t  0,01; 1 e 10 nM t  0,01; 0,01 e 1 nM

Ciclo celular t  S 0,001 nM 4G2/M 10 
nM

t  G1 0,01nM t  S 0,1 nM

Fechamento do risco 
Ensaios com  dacarbazina

t  1 nM t  0,001 e 1 nM

Retenção do Vermelho 
Neutro

t  0,1 nM t  0,001; 0,01; 0,1 e 10 nM

Proliferação Celular 2% 
SFB

t  10 nM t  0,001; 0,1; 1 e 10 nM



59

9. DISCUSSÃO

9.1. Exposição ao TCDD

Viabilidade e proliferação celular

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

A hipótese de que uma das consequências da ligação do TCDD ao 
receptor AHR é a ativação 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 não corroboram com PARK 
e MATSUMURA (2006), que demonstraram que TCDD é capaz de bloquear a 
apoptose em células de MCF-10A (célula epitelial mamária humana), gerando 
um efeito protetivo nestas células. Possivelmente existem diferenças entre os 
tipos celulares que são responsáveis pelos resultados adversos observados, 
além disso a linhagem MCF-10A, trata-se de outro modelo animal e de uma 
célula não-tumoral.

Ainda, inibição da apoptose é um fator importante na promoção e 
progressão de tumores. Como já descrito anteriormente, células cancerosas 
diferentemente de células normais, apresentam deficiência nos mecanismos de 
apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2011) ou ativam mecanismos para evitar 
este processo, e isto é um dos motivos para a dificuldade em se ter sucesso na



quimioterapia (ZORNING et a l, 2001; GRAY-SHOPFER, WELLBROCK, 
MARAIS, 2007; INDRAN et al., 2011).

Um dos mecanismos pelos quais o TCDD poderia agir para resultar em 
diminuição dos níveis de morte celular pode ser através da sua ligação com o 
receptor AHR, que é um receptor com alta afinidade pelo TCDD e está 
relacionado às funções 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 estrogênio (ER)) o TCDD (10 nM) é capaz de aumentar o número 
de células e inibir a apoptose (DAVIS II et al., 2001; PARK, MATSUMURA,

2005), embora em células de câncer 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 é por "mimetismo” de fatores de crescimento 
em vias de sinalização (como o IGF-I e EGF (epidermal growth fator)). Em 
princípio, o EGF estimula uma via anti-apoptótica e o IGF uma via pró- 
mitogênica (DAVIS II et al., 2001). Extrapolando para a linhagem B16-F1, é 
válida a investigação destes mecanismos para verificar a importância destas 
vias nos efeitos do TCDD nesta linhagem.

Assim como o presente trabalho, o TCDD não afetou a viabilidade e a 
taxa de apoptose em células granulosas de ovário de suínos (JABLONSKA, 
2014). Nas linhagens de células hipotalâmicas de ratos GnV-3 (SOLAK et 
al.,2013) e células de câncer de mama ZR-75-1 expostas ao TCDD combinado 
com o mediador de proliferação celular 17p-estradiol (OENGA et al.,2004),
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também não houve diminuição 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 tóxicos.

No presente trabalho, a concentração 0,01 nM de TCDD aumentou a 
retenção do vermelho neutro, não sendo seguido por aumento de proliferação 
(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 incorporação do vermelho neutro 
em 48h de exposição, porém inibe a proliferação (GOTTLICHER; WIEBEL, 
1991). Desta forma, no grupo exposto ao TCDD 0,01 nM, pode ocorrer um 
aumento de retenção do corante vermelho neutro não relacionado à 
proliferação celular: para essas concentrações, o contaminante pode estar 
retardando, mas não parando a proliferação celular e mantendo as células 
viáveis ao mesmo tempo. Isso reafirma a hipótese de que o contaminante 
pode, neste caso, agir em mecanismos do metabolismo e proliferação celulares 
e suprimindo mecanismos de morte celular.

MARTINS et al. (2013) consideraram em sua pesquisa que células 
mamárias podem estar envolvidas com autofagia quando apresentam maior 
retenção do corante vermelho neutro, seguida da redução da proliferação 
celular com o corante cristal violeta e da redução da atividade mitocondrial com 
o ensaio do MTT. Neste modelo os ensaios se conectam, pois em caso de 
autofagia ocorreria um aumento de autolisossomos, o que poderia ser 
verificado através do ensaio com o corante vermelho neutro, sem alterar a 
proliferação ou atividade mitocondrial (MARTINS et al. 2013). Nos ensaios de 
proliferação celular e atividade mitocondrial do presente trabalho, não foi
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observado diferença significativa no grupo exposto ao TCDD 0,01 nM em 
relação ao controle, portanto não é possível definir se há autofagia neste grupo. 
Outros ensaios como microscopia confocal e/ou eletrônica de transmissão 
poderiam futuramente auxiliar nesta investigação.

O TCDD também pode agir como um desregulador endócrino, agindo no 
receptor de estrogênio (ER) (EPA, 2008), portanto alguns de seus efeitos 
tóxicos são relacionados com o funcionamento do sistema reprodutivo e 
fertilidade. Por este motivo, há vários estudos com linhagens celulares que 
apresentam este receptor (linhagens relacionadas ao sistema reprodutivo).

Por exemplo, no estudo com células humanas de câncer de mama T47D 
expostas ao TCDD, onde não foram encontradas alterações na proliferação 
celular, mesmo em co-tratamento com mitógenos que são capazes de 
estimular a proliferação dessas células, como o 17p-estradiol, EGF, IGF-1 e 
insulina. Apenas na concentração de 10 nM há diminuição no número de 
células (FERNANDEZ; SAFE, 1993), demonstrando um efeito antimitótico do 
TCDD em células tumorais, sendo o contrário do esperado, já que este 
contaminante apresenta um papel na promoção de tumores. Provavelmente a 
interação com outros receptores das células T47D, como por exemplo o 
receptor de estrogênio (ER), que está presente nestas células, possam ter 
minimizado este efeito do TCDD.

Já na linhagem de câncer de mama MCF-7 exposta ao TCDD (0,01 -  10 
nM) em co-tratamento com o mitógeno IGF-1 (insulin-like growth factor-1) há 
aumento de proliferação na concentração de 0,01 nM e diminuição da 
proliferação nas outras concentrações (SAFE et al., 1992). Na linhagem de 
câncer de ovário humana OVCAR-3 o TCDD (0,01-100 nM) inibe a
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proliferação, contudo, não alterando a proliferação nas linhagens de câncer de 
ovário SKOV-3 e IOS 358 (LI et al. 2014), demonstrando que mesmo em 
células de um mesmo tipo de tumor os efeitos tóxicos do TCDD podem ter 
diferentes níveis.

Também não há alterações em outros tipos de células como as de 
neuroblastoma N2a expostas ao TCDD 10 nM (SUL et al., 2009). Assim, o 
TCDD nas concentrações e tempos de exposição utilizados exibe uma 
atividade antiproliferativa em diferentes linhagens de células tumorais ou não 
interfere no aumento da proliferação, mesmo na presença de mitógenos. Logo, 
os efeitos do TCDD podem variar de acordo com o tipo celular, possivelmente 
explicando porque a linhagem B16-F1 não responde ao TCDD no parâmetro de 
proliferação celular quando na presença de 10% SFB (que contém moléculas 
que atuam como mitógenos).

Novamente, portanto, as diferentes respostas observadas em diferentes 
tipos celulares expostos às mesmas concentrações de TCDD podem ocorrer 
por diferenças na expressão de receptores ativados/inativados pelo 
contaminante e diferenças nas vias de sinalização, ocasionando diferentes 
níveis de toxicidade.

Citotoxicidade

No presente trabalho foram verificadas alterações no metabolismo do 
MTT pela exposição ao TCDD apenas no grupo exposto à concentração 0,1 
nM, indicando que este não induz citotoxicidade mitocondrial às células 
expostas nas outras concentrações utilizadas. Em linhagens de câncer 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 
concentração-dependente e para MDA-MB-231 ocorreu apenas para 
concentrações 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 
produção de espécies reativas de oxigênio (ALY; KHAFAGY, 2011). Contudo, 
tal relação não foi observada no presente trabalho, indicando ação de 
diferentes mecanismos nas diferentes linhagens expostas ao TCDD.

Houve redução do metabolismo mitocondrial, observado pela menor 
absorbância do MTT, de forma concentração-dependente (TCDD 1-200 nM), 
porém não alterando a síntese de DNA nem a viabilidade de células p (beta) de 
rato INS-1 (KIM et al., 2009). No presente trabalho, a concentração de 0,1 nM 
de TCDD indizuiu a diminuição do metabolismo celular, através de dados 
obtidos pelo ensaio do MTT. Este resultado não foi acompanhado de 
alterações de outros parâmetros celulares, como a retenção do corante 
vermelho neutro e da proliferação celular, sugerindo que o TCDD causa 
inibição da redução do MTT a cristais de formazan nesta concentração, porém 
evento não é capaz de causar perda da viabilidade das células expostas. As 
linhagens supracitadas são mais sensíveis aos efeitos citotóxicos do TCDD do 
que células B16-F1, em relação ao metabolismo do MTT, o que indica que 
estas diferenças podem se dar pela variação da expressão de receptores ou 
com mecanismos/vias relacionados com a produção hormonal ou receptores 
relacionados a reprodução nas outras linhagens.

Atividade dos transportadores do sistema MDR

A resistência a múltiplas drogas (MDR), mediada, muitas vezes, via 
expressão do gene MDR1 é extensivamente descrita como uma resistência
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adquirida a agentes citotóxicos. O gene MDR1 codifica para uma glicoproteína 
transmembrana chamada glicoproteína-P (Pgp). A ocorrência de MDR é um 
dos maiores problemas nos tratamentos contra o câncer, visto que o não 
sucesso com o tratamento pode levar o paciente ao óbito. Por exemplo, 
pacientes com sarcoma com expressão negativa a glicoproteína-P têm uma 
sobrevida maior em relação aos pacientes positivos para glicoproteína-P (cerca 
de 60% dos casos analisados) (COLEY et al., 2000).

Assim como observado neste trabalho, alguns autores não observaram 
alterações no sistema MDR, mesmo utilizando-se de outros ensaios como de 
quantificação e expressão gênica e proteica de elementos relacionados com o 
sistema de efluxo de drogas. Como no trabalho SCHRENK et al. (2001), que 
não encontraram modulação dos níveis do RNAm ou proteína MRP2 
relacionado com a superfamília ABC de efluxo de drogas em células de 
hepatocarcinoma humano HepG2 e câncer de mama humano MCF-7 expostos 
ao TCDD.

Já GELHAUS et al. (2009) observaram que células bronco-alveolares 
humanas H358 tratadas com TCDD (10 nM por 48 h) apresentaram um grande 
aumento na expressão de MRP4. A proteína de resistência a múltiplas drogas 
4 (MRP4) pertencente a superfamília ABC (ATP-binding cassette), que atuam 
como transportadoras de efluxo transmembranar.

JIGOREL et al. (2006) expuseram células de cultivo primário de 
hepatócitos humanos ao TCDD na concentração de 10 nM e observaram 
indução do gene MDR1. Também XU et al. (2010) expuseram células HepG2 e 
cultura primária de hepatócitos humanos ao TCDD (1, 5 e 10 nM) e observaram
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aumento da expressão do mRNA quanto da proteína MRP4, relacionada com 
MDR (multidrug resistance) de forma tempo e concentração-dependente.

JACOB et al. (2015) observaram aumento dos níveis de expressão da 
proteína e transcrição do gene CYPBY em células de endotélio microvascular 
cerebral humanas hCMEC/D3 induzido pelo TCDD na concentração 10 nM. 
Porém não foi encontrada alteração na expressão de ABCB1/ABCG2. As 
proteínas codificadas pelos genes ABCB1, ABCG2 e CYP1B1 podem atuar em 
conjunto para diminuir concentrações intracelulares de vários xenobióticos, 
garantindo uma proteção e diminuindo danos celulares, ou reduzindo a 
penetração de agentes farmacológicos.

WANG; HAWKINS; MILLER (2010) expuseram capilares cerebrais de 
ratos ao TCDD e observaram tanto in vitro quanto in vivo a indução de enzimas 
de metabolismo de xenobióticos: CYP1A1 e CYP1B1. Ainda, a exposição ao 
TCDD durante 3 h aumentou a atividade de transporte específico e a 
expressão da proteína para a glicoproteína-P. EBERT; SEIDEL; LAMPEN 
(2005) observaram aumento dos níveis de mRNA de BCRP em células 
intestinais humanas Caco-2 expostas a TCDD (50 nM); a proteína BCRP é uma 
proteína envolvida na resistência do câncer de mama, capaz de transportar 
ativamente fármacos antitumorais. Logo, outros métodos para avaliação da 
expressão/atividade dos transportadores de efluxo de drogas são necessários 
para confirmar a ausência de efeito do TCDD no efluxo de drogas nas células 
B16-F1, visto que a rodamina B não é 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 o 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 dissódico (CHU et al., 2013).

Existem poucos trabalhos na literatura demonstrando o papel do TCDD 
com implicações com o sistema MDR. Porém no trabalho de MAZUR; 
MARCHITTI; ZASTRE, (2015), observa-se um resultado interessante da 
interação da substância química propiconazole (fungicida) inibindo a atividade 
de efluxo de drogas da glicoproteína-P, em células de fibroblasto murino NIH- 
3T3-G185 transfectado com MDR1(NIH-3T3/MDR1), diminuindo assim a 
resistência das células ao quimioterápico paclitaxel, utilizado posteriormente. 
Este estudo demonstra que é possível que a interação de agrotóxicos e drogas 
possam alterar a resistência de células, ou seja: a inibição da atividade PgP 
envolvida com o efluxo de drogas para fora de célula, aumenta a concentração 
do composto dentro das células, fazendo com que estas sejam mais 
susceptíveis à sua ação tóxica, portanto tornando-se menos resistentes 
MAZUR; MARCHITTI; ZASTRE, (2015).Sendo assim, outros sistemas podem 
estar relacionados com a toxicidade do TCDD via sistemas de resistência/ 
efluxo de drogas.

Ainda, no trabalho de WALSH et al., (2010) é indicado que a expressão 
de genes relacionados com o efluxo de drogas MRP-1 e MDR1/PgP e a 
expressão de proteínas principalmente a MRP-1 é comum em pacientes com 
melanoma, principalmente em casos de metástase (forma mais agressiva). 
Portanto, este sistema de efluxo de drogas poderia estar relacionado com a
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resistência à quimioterapia e a dificuldade de cura deste tipo de câncer 
(WALSH et a l, 2010).

Nesse trabalho não foi observada diferença significativa na atividade dos 
transportadores de efluxo de drogas pelo ensaio empregado. Como o ensaio 
não avalia a expressão do gene MDR1 nem MDR1/PgP ou a proteína MRP-1 
ou Pgp, não é possível inferir se estes estão sendo induzidos pelo 
contaminante, porém não foi encontrado um efeito na a atividade dos 
transportadores, que apresentam importância para o funcionamento celular e 
apresentariam importância para o presente trabalho.

Produção de espécies reativas de oxigênio

Como já citado anteriormente, os efeitos tóxicos causados pelo TCDD 
podem incluir o aumento de espécies reativas de oxigênio (MANDAL, 2005). 
Além disso, há normalmente grande produção de EROs em cânceres como o 
melanoma (CHENG et al., 2004; REUTER et al., 2010).

Concentrações teciduais de TCDD altas (superiores a concentrações 
encontradas no ambiente) são necessárias para provocar estresse oxidativo, 
tanto em exposições agudas como subcrônicas em tecidos de camundongos 
(SLEZAK et al., 2000).

Em células HepG2, por exemplo, a exposição ao TCDD (0.1, 1, 10, 50 e 
100 nM) durante 6  h foi capaz de aumentar a produção de espécies reativas de 
oxigênio (PALANISAMY et al., 2015). Sendo assim, talvez as concentrações 
utilizadas no presente trabalho não sejam suficientes para alterar este sistema 
nas células B16-F1, ou ainda, no tipo celular estudado, não hajam alterações 
perceptíveis através do método utilizado para verificação do aumento da 
produção de espécies reativas de oxigênio. Podendo demonstrar um possível
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sistema de defesa envolvida contra a produção de ROS ou no aumento de 
antioxidantes, o que não foi investigado no presente trabalho.

Proliferação celular (2% SFB)

MAGGETTO et al. (1999) observaram houve proliferação celular na 
linhagem de células de pulmão 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 
não é alterada pela quantidade de SFB. Já no presente trabalho é possível 
observar diferenças na proliferação celular induzida pelo TCDD em função das 
diferentes concentrações de SFB (10% e 2%), de modo que o TCDD poderia, 
em princípio, atuar promovendo tumores já iniciados. Isto porque é observado 
aumento da proliferação para a maioria dos grupos expostos com 2% de SFB.

Também em células de queratinócitos HEKs, a exposição ao TCDD 
aumenta a proliferação celular (com 10% SFB), diminui níveis de expressão de 
proteínas relacionadas com a senescência e induz alterações na diferenciação 
dessas células, sendo que essas alterações são coordenadamente 
acompanhadas do aumento da expressão do receptor AHR no 6 ° e 8 ° dias de 
exposição. Nos outros tempos de exposição (0,5 e 2 dias) não há alterações 
significativas. De acordo com os autores, o TCDD pode ter acelerado a 
diferenciação além de ter suprimido a senescência das células expostas, 
trazendo uma desvantagem para o grupo controle no parâmetro de proliferação 
celular e essa diferença tornou-se mais evidente com o maior tempo de 
tratamento, por isso nos primeiros dias não houve alterações significativas 
(RAY; SWANSON, 2003). Neste estudo é levantada a hipótese de que o
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contaminante ao inibir a senescência das células, promoveria maior vantagem 
proliferativa do grupo exposto em relação ao grupo controle.

O aumento da proliferação celular causada pelo TCDD pode ser em 
função do aumento da expressão de genes que regulam este processo, como 
genes relacionados com o receptor AHR. Além disso, aparentemente um maior 
tempo de exposição possibilita melhor observação dos efeitos do TCDD na 
proliferação de células HEKs assim como talvez seja nas células B16-F1, já 
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 exposição maior.

Ensaio scratch

Houve aumento dos parâmetros de migração e proliferação nos grupos 
de células expostos à 1 nM de TCDD e 0,001 e 1 nM de BDE-209.

O TCDD (0,1-10 nM) não afeta a viabilidade e proliferação de células da 
membrana coriônica TCL1 (FUKUSHIMA et al., 2012). Da mesma forma, não 
afeta a atividade celular de migração através do ensaio do scratch sem a 
utilização de um bloqueador de proliferação (FUKUSHIMA et al., 2012). 
Indicando que para algumas linhagens celulares, o TCDD pode não ser capaz 
de interagir com parâmetros relacionados com aumento de malignidade e 
agressividade.

Já no presente trabalho, a proliferação de células expostas ao TCDD 
com 2% de SFB aumentou para a maioria das concentrações, o que pode estar 
relacionado com o maior fechamento numérico do risco no ensaio " scratch” e 
ainda com a diferença estatística para a concentração 1 nM, já que parâmetros
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de viabilidade e proliferação também se relacionam positivamente neste 
ensaio.

Para ter um exemplo de comparação, outro pesticida da classe das 
dioxinas, o hexaclorobenzeno (HCB) que é considerado, assim como o TCDD, 
potencialmente carcinogênico e também se liga ao receptor AHR, atua 
induzindo um desbalanço no crescimento de células hepáticas de ratos, 
promovendo proliferação e também causou indução de apoptose (GIRIBALDI 
et al., 2011). Já em células de câncer de mama MCF-7 (GARCIA et al., 2010), 
o HCB estimula a proliferação celular, assim como nas linhagens MDA-MB-231 
e LM3, podendo levar a lesões pré-neoplásicas ou causar o aumento de 
malignidade (PENAA et al., 2012). Na linhagem MDA-MB-231 a capacidade de 
invasão é aumentada com indução de vias relacionadas com o AHR pelo HCB.

Sendo assim, o HCB, que é uma molécula com características 
semelhantes ao TCDD, é capaz de aumentar o crescimento tumoral e 
favorecendo o surgimento de metástase, sendo um fator de progressão de 
tumores (PONTILLO, 2013) e desta forma, poderíamos 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 
responsável por várias respostas celulares, entre elas a progressão do ciclo 
celular, no presente trabalho apenas o grupo exposto à concentração de 0 , 0 0 1  

nM apresentou maior percentual de células na fase S, não sendo 
acompanhado de aumento de proliferação celular, sugerindo que nessa 
concentração o TCDD retém as células nessa fase, impedindo a continuação 
do ciclo celular. Este fato é uma tendência se relacionado com o ensaio de
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morte celular no presente trabalho, onde o grupo exposto a esta concentração 
é o único 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, já que o 
TCDD está retendo por um período ou impedindo que a célula continue o ciclo 
celular normalmente, o que não ocorre nas outras concentrações de TCDD, 
que aumentam a viabilidade e diminuem a incidência de necrose.

Ainda, a exposição ao TCDD 1nM (com 10% de SFB) em queratinócitos 
humanos (HEKs) no 6 ° e 8 ° dias de exposição resultou na diminuição da fase 
G1/G0, num ligeiro aumento de fase S correspondente a uma diminuição da 
fase G2/M e um aumento na fase sub-G1/G0. Além disso essa alteração foi 
acompanhada de aumento da proliferação, o que não ocorreu no presente 
trabalho. Entretanto, nos outros períodos de tratamento, assim como o 
presente trabalho, não foi observado diferenças significativas (RAY; 
SWANSON, 2003)

Ensaios com a dacarbazina

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

2006)

Ainda, não há informações na literatura (pesquisas em sites de bancos 
de dados de artigos científicos: Science direct e Web o f Science) sobre a
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resistência do melanoma ao tratamento com o quimioterápico dacarbazina em 
relação ao sistema MDR que sejam válidos para o presente trabalho.

Na linhagem de câncer de mama MCF7-WT foi observado correlação 
entre a diminuição da expressão de Pgp com a diminuição da resistência a 
quimioterápicos utilizados nesse tipo de câncer (MECHETNER et al., 1998), 
portanto este é um mecanismo válido para ser investigado para células B16-F1, 
que também é uma célula tumoral.

Porém no presente trabalho tal correlação não foi observada, e não 
houve diferença significativa no ensaio da atividade dos transportadores de 
efluxo de drogas para as células expostas ao TCDD, porém essas se tornaram 
mais resistentes à dacarbazina na concentração 0,1 nM de TCDD (onde houve 
maior retenção do corante vermelho neutro) e 10 nM (onde houve aumento de 
proliferação celular). Assim, existe a possibilidade de que (1) o pré-tratamento 
aos contaminantes favoreça a resposta ao quimioterápico dacarbazina, 
diminuindo sua toxicidade nessas concentrações; (2 ) o mecanismo de 
resistência do melanoma envolva outros mecanismos além do sistema MDR, 
como alterações do metabolismo, inibição de apoptose por desregulação de 
proteínas apoptóticas e aumento da proliferação de subpopulações de células 
resistentes (ZAHREDDINE; BORDEN, 2013).

Células de cultivo primário de melanoma de rato SB2 e MeWo foram 
expostas in vitro repetidas vezes a dacarbazina e após a seleção das células 
resistentes, houve aumento do crescimento do tumor e metástase in vivo. 
Esses dados demonstram que o tratamento com a dacarbazina pode 
selecionar fenótipos mais agressivos de melanoma (LEV et al., 2004), o que 
pode estar acontecendo com as concentrações 0,01 nM e 10 nM de TCDD no
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presente trabalho, já que ocorreu aumento dos parâmetros de retenção do 
corante vermelho neutro e aumento da proliferação celular para alguns grupos.

Uma hipótese a ser pensada em função dos diferentes efeitos em 
linhagens celulares - tumorais ou não - pode ter relação com a expressão do 
AHR, para o qual o TCDD apresenta uma altíssima afinidade3 e cuja ligação 
resulta na transcrição e ativação de diversos genes relacionados com os 
efeitos tóxicos do contaminante. Como os diferentes tipos celulares 
apresentam níveis de expressão do AHR variados, a toxicidade do TCDD pode 
variar de acordo com tal expressão. Esta é uma hipótese também levantada 
BOELSTERLI (2007) através de evidências observadas nos trabalhos de 
OKEY; RIDDICK; HARPER, 1994; FERNANDEZ-SALGUERO et a l, 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 melanócitos murinos 
normais (NMMs), tanto o receptor AHR quanto mRNA de ARNT (Aryl 
hydrocarbon receptor nuclear translocator) são facilmente detectáveis. Após o 
tratamento dessas células com TCDD a 10 nM durante 24 h, ocorreu a indução 
de genes relacionados à ativação do AHR (como o CYP1A1), demonstrando 
assim que o receptor AHR é funcional nestas células. Além disso, foi 
demonstrado que a produção de melanina nestas células também está 
relacionada com o AHR, que atua provavelmente induzindo genes envolvidos 
com a melanogênese (JUX et al, 2011).

Assim sendo, este receptor provavelmente está presente em células 
B16-F1, de modo que alguns dos efeitos do TCDD nessas células podem ser 
induzidos pela interação do contaminante com o receptor.

74



75

3 O Kd, concentração com a metade da ocupação máxima do receptor, nas espécies mais sensíveis pode 
ser tão baixo quanto 10-11 M (BOELSTERLI, 2007).

9.2. Exposição ao BDE-209

Viabilidade e proliferação celulares

A viabilidade de células B16-F1 expostas ao BDE-209 não é alterada 
nas concentrações maiores que 0,001 nM. Entretanto os níveis de necrose em 
células expostas são numericamente reduzidos, indicando que o BDE-209 
pode interferir com mecanismos relacionados à morte celular.

Outros resultados obtidos no presente trabalho apontam que o BDE-209 
pode ser tóxico nas maiores concentrações (1 nM e 10 nM) utilizadas para a 
célula B16-F1, pois houve diminuição da retenção do corante vermelho neutro 
de forma dependente da concentração nas concentrações 1 e 10 nM; 
diminuição da proliferação (com 10% de SFB) para as concentrações 0,01; 1,0 
e 10 nM e aumento da citotoxicidade na concentração 0,01 nM. Contudo, não 
houve alteração na viabilidade celular, nem na atividade dos transportadores 
de efluxo de drogas, demonstrando que o sistema MDR pode não estar 
relacionado com os efeitos tóxicos do BDE-209.

Observam-se alguns resultados próximos em trabalhos com outras 
linhagens celulares e outros congêneres de BDEs, que, por apresentarem 
fórmula química e efeitos semelhantes, podem ser comparados.

No trabalho de CURCIC et al. (2014) a viabilidade de células humanas 
de carcinoma de cólon SW 480 expostas a 5 e 10 ^M de BDE-209 diminuiu. 
JIN et al. (2010) observaram em células RTG-2 expostas a BDE-47 e BDE-209 
diminuição da viabilidade e aumento de citotoxicidade nas concentrações 12,5-



100 ^M para o BDE-47 e 25-100 ^M para o BDE-209, sendo que a viabilidade 
diminuiu e a citotoxicidade aumentou de forma concentração-dependente.

TAGLIAFERRI et al. (2010) observaram diminuição da viabilidade e 
aumento da citotoxicidade de forma concentração-dependente em células de 
neuroblastoma humano (SK-N-Mc) expostas a diferentes concentrações (0,1 -  
100 ^M) de BDE-47 e BDE-99. Estes resultados correspondem com os 
encontrados por ZHANG et al. (2010), que observaram aumento da 
citotoxicidade de maneira concentração-dependente em células de cultivo 
primário de neurônios de hipocampo de ratos SD neonatos expostas a BDE- 
209 (0,01; 0,03 e 0,05 mM). A exposição da linhagem tumoral HepG2 a 50 e 
100 ^M de BDE-47 reduziu a viabilidade em 29% e 53%, respectivamente (LIU 
et al., 2015). Houve aumento da citotoxicidade de forma concentração- e 
tempo-dependente e diminuição da proliferação de células HepG2 expostas ao 
BDE-99 (0.5-25 ^M) (SOUZA et al., 2013). Em 24 h de exposição apenas nas 
concentrações 10 e 25 ^M houve inibição da proliferação; já em 48 h houve 
diminuição para todas as concentrações (SOUZA et al., 2013). O BDE-209 (10­

100 ^M) também reduziu a viabilidade celular de células HepG2 de forma 
concentração-tempo-dependente (HU et al., 2007).

No presente trabalho a maior concentração utilizada foi de 10 nM, muito 
inferior quando comparada às concentrações utilizadas nos trabalhos acima 
citados. Este fato pode ser um motivo para o resultado observado no presente 
trabalho, onde o BDE-209 não alterou níveis de viabilidade através do ensaio 
de morte celular.

Apesar das concentrações utilizadas em outros trabalhos serem 
superiores àquelas utilizadas no presente trabalho, na linhagem B16-F1 é
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possível ver os efeitos tóxicos do BDE-209 na retenção do corante vermelho- 
neutro e proliferação celular de maneira concentração-dependente para as 
maiores concentrações utilizadas. Além disso, concentrações tão altas 
utilizadas em alguns dos trabalhos citados, não ocorrem em humanos através 
da exposição ambiental.

Atividade dos transportadores do de efluxo de drogas 
Apesar do conceito de que células de melanoma demonstram alta 

resistência a tratamentos quimioterápicos, no presente trabalho não foi 
observado aumento de atividade de transportadores de efluxo de drogas após 
exposição ao BDE-209 através da técnica empregada. No trabalho de 
ZOLLNER et al. (2001) também não foi encontrada relação entre resistência 
em células da linhagem tumoral de carcinoma hepatocelular (HCC) e níveis de 
mRNA de MDR1, MDR3, MRP2 e MRP3 do sistema MDR quando comparadas 
com células de tecido circundante não tumoral. Desta forma, os 
transportadores de efluxo podem não estar relacionados diretamente com a 
resistência desta linhagem.

Após 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 não foram encontrados trabalhos 
relevantes para fundamentar uma discussão mais aprofundada no presente 
estudo.

Citotoxicidade
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Uma das menores concentrações de BDE-209 (0,01 nM) causou menor 
nível de estresse para as células, já que houve uma diminuição do 
metabolismo do MTT e da proliferação celular, porém sem alteração na 
viabilidade celular e retenção do corante vermelho neutro. Já nas maiores 
concentrações de BDE-209, a célula sofre maior estresse, observado pelos 
resultados dos ensaios do MTT, em função do aumento do metabolismo, pela 
diminuição mais acentuada da proliferação celular e diminuição da retenção do 
corante vermelho neutro, demonstrando que o BDE-209 é capaz de modular 
respostas relacionadas à toxicidade celular, porém sem alterar a viabilidade. Já 
a menor concentração do contaminante BDE-209 (0,001 nM) não afeta 
parâmetros como retenção do corante vermelho neutro, alterações na 
proliferação celular ou no metabolismo do MTT.

No presente trabalho, portanto, verificou-se o efeito toxicológico 
denominado hormesis no ensaio de citotoxicidade, que é um efeito considerado 
por CALABRESE E BALDWIN (2003) como mais comum do que o modelo 
limiar (curva concentração-resposta clássica).

Considerando que muitas substâncias podem promover certos estímulos 
celulares em baixas concentrações e doses, hormesis é um efeito causado por 
"algumas substâncias (hormetinas) que apresentam efeitos tóxicos em doses 
muito baixas, efeitos benéficos em concentrações 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 bifásico caracterizado por um maior estímulo em doses baixas 
e uma inibição em doses elevadas.

Gráficos demonstrando efeito hormesis são normalmente caracterizados 
como dose-resposta em forma de "U” (REPETTO, 1997); (LUCKEY; 
VENUGOPAL, 1977), assim como alguns resultados observados no presente 
trabalho com a exposição ao BDE-209.

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

De acordo com a hipótese de DAMELIN et al. (2000), a hormesis pode 
ocorrer em exposições a baixas concentrações, exibindo um aumento 
significativo da atividade celular que coincide com o aumento de proteínas 
relacionados ao estresse celular. Desta forma, sugere que o efeito de hormesis 
é uma resposta celular específica de estresse e um indicador para 
concentrações baixas, porém nocivas. Ainda, a resposta hormética é 
proporcional às concentrações da substância tóxica, sugerindo que é uma 
resposta celular específica de acordo com o acúmulo de níveis críticos de 
xenobióticos dentro das células (DAMELIN et al., 2000).

Assim sendo, a baixa concentração de 0,01 nM de BDE-209 foi 
suficiente para aumentar a citotoxicidade celular, sendo uma resposta ao 
estresse causado por uma baixa concentração. Apenas na maior concentração 
de BDE-209 (10 nM) há aumento no metabolismo do MTT e diminuição da 
viabilidade e proliferação celular, sugerindo um efeito hormético que pode 
significar um aumento na produção de ATP necessário 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 à célula.

Já pela hipótese baseada no trabalho de TAGLIAFERRI et al. (2010), 
que observaram efeito hormético em células humanas de neuroblastoma 
expostas ao BDE-47, o contaminante tóxico do presente trabalho (BDE-209) 
em baixas concentrações pode ter alta afinidade por alvos específicos sem 
induzir morte celular; a ligação com esses sítios específicos pode ativar alguns 
mecanismos de defesa de forma a diminuir a toxicidade. Assim como no grupo 
exposto concentração de 0,01 nM de BDE-209 em que é observado 
citotoxicidade, porém sem alteração dos parâmetros de viabilidade, retenção 
do corante vermelho neutro e proliferação celular.

Ainda, talvez a importância fisiológica do aumento do estresse celular a 
exposições a baixas concentrações de substâncias tóxicas seja a indução da 
expressão de proteínas de estresse que aumentariam a proteção a um 
estresse posterior e maior decorrente de uma maior exposição (CALABRESE, 
2008).

Proliferação celular (2% SFB)

Uma hipótese sobre este resultado em comparação com os dados do 
ensaio utilizando 10% de SFB -  já que neste a exposição às maiores 
concentrações de BDE-209 resultou em menor proliferação celular e retenção 
do corante vermelho neutro -  é que na presença de maior quantidade de soro, 
o contaminante pode ligar-se em algumas moléculas presentes neste e ser 
endocitado mais facilmente e assim permitindo que permaneça em maior 
concentração dentro da célula, promovendo maior efeito tóxico e diminuindo a 
proliferação. E assim, uma hipótese a ser pensada é que na presença de
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apenas 2% de SFB, o contaminante entraria menos junto com essas moléculas 
do soro, diminuindo sua concentração intracelular e seu potencial tóxico para o 
parâmetro de proliferação e retenção do corante vermelho neutro. Ou os efeitos 
observados em 2% de SFB podem ser positivos para a proliferação celular pois 
na presença de menor quantidade de SFB o contaminante pode aumentar a 
proliferação atuando como um promotor, como uma medida compensatória 
para a menor quantidade de SFB. Ainda, a proliferação que é induzida pela 
maior quantidade de soro poderia encobrir a ação do contaminante, dificultando 
a observação dos efeitos promotores deste.

LI et al. (2012) observaram efeito promotor ao verificarem aumento de 
proliferação de forma concentração-dependente em diferentes linhagens 
celulares tumorais: MCF-7 (câncer de mama), HeLa (câncer cervical, OVCAR-3 
(câncer de ovário) 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 concentrações. Ainda, as concentrações 
acima de 100 nM induziram além de proliferação, efeitos antiapoptóticos.

Assim, o BDE-209 é capaz de atuar como um promotor de tumor e até 
como indutor de tumor (considerando os dados da linhagem não tumoral CHO), 
já que este contaminante pode alterar parâmetros envolvidos com 
sobrevivência e proliferação celulares em linhagens tumorais e não tumorais.

HU et al. (2007) observaram efeitos tóxicos do BDE-209 (10-100 ^M) em 
células HepG2, incluindo o aumento de forma concentração- e tempo- 
dependente na produção de EROs. Neste trabalho, a via de produção de EROs 
provavelmente não está relacionada com os efeitos tóxicos do BDE-209. Em 
contrapartida, foram utilizadas no presente trabalho concentrações bem
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menores, sendo que talvez a concentração intracelular do contaminante não foi 
suficiente para alterar os níveis celulares de EROs.

Ciclo celular

No trabalho de HU et al. (2007), o BDE-209 (10-100 |jM) foi capaz de 
aumentar o número de células HepG2 na fase S e diminuir o número de células 
na fase G0/G1 de maneira concentração-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 continuação do 
ciclo celular, podendo assim levar as células à morte.

No presente trabalho, houve diminuição do percentual de células na fase 
G1 após exposição a 0,01 nM de BDE-209, o que concorda com o resultado de 
aumento da proliferação (com 2% de SFB). Entretanto, também foi observado 
aumento de células na fase S após exposição a 0,1 nM de BDE-209, não 
havendo aumento de proliferação nem de viabilidade celular. Assim, o BDE- 
209 nessa concentração é capaz provavelmente reter ou manter por um 
período de tempo as células B16-F1 na fase S.

Outro dado interessante foi obtido por LI et al. (2012). Segundo eles, a 
proliferação da linhagem não 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 proliferação 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 scratch
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Existem dados limitados sobre a migração de linhagens tumorais 
expostas aos BDEs, um indício positivo para a hipótese do presente trabalho, 
pode ser os resultados do trabalho de QU et al (2015), que ao exporem células 
humanas de câncer de pulmão A549 e H358 à 10 nM de uma molécula similar 
aos BDEs, um PBDE hidroxilado (6-OH-BDE-47 ou 6-hidróxido-2,2',4',4'- 
tetrabromodifeniléter), encontraram aumento da invasão e migração destas 
células tumorais, sendo que houve maior mobilidade em função do aumento da 
concentração 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) após a 
exposição dessas células B16-F1 à 1 nM de BDE-209. Assim, é importante 
considerar que este contaminante possa apresentar efeitos promotores de 
tumor em células já transformadas (tumorais). Ainda, este parâmetro pode 
estar relacionado com maior formação de metástases, já que os resultados 
sugerem alterações de parâmetros importantes para tal (aumento de 
proliferação e migração) através do ensaio realizado no presente trabalho.

Ensaios com a dacarbazina

Da mesma forma que discutido anteriormente para o contaminante 
TCDD, a pré-exposição ao contaminante BDE-209 promoveu um efeito protetor 
a pós-exposição ao quimioterápico dacarbazina, tendo um efeito mais 
pronunciado que a exposição ao TCDD, já que a maioria das concentrações de 
BDE-209 promoveu aumento da viabilidade e proliferação de células B16-F1. 
Novamente esse é um efeito importante a ser levado em consideração no 
presente trabalho, pois indica um possível aumento da resistência 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.CONCLUSÕES

- Os contam inantes TCDD e BDE-209 apresentaram níveis de toxicidade  

diferentes, agindo provavelmente através de diferentes mecanismos em células 

B16-F1, apesar de ambos serem altamente tóxicos, potencialmente cancerígenos 

e - de acordo com o que indicam vários trabalhos - ligarem-se ao mesmo receptor 

(AHR).

- Apesar de os resultados do ensaio de morte celu lar não serem estatisticamente 

significativos, o TCDD induziu a dim inuição da taxa de morte celular em células de 

B16-F1, gerando uma tendência ao aparecimento de um efeito vantajoso para a 

resistência destas células. Ainda, O BDE-209 dim inuiu as taxas de necrose sem 

alterações na viabilidade celular, indicando que em ambos os contaminantes 

apresentam uma tendência para agirem em mecanismos de defesa celular em 

resposta ao estresse causado, dim inuindo seus efeitos tóxicos na mortalidade de 

células B16-F1.

- Apenas nos grupos expostos ao TCDD 0,01 nM e BDE 1 nM as células 

apresentaram características que poderiam torná-las mais agressivas de acordo 

com os ensaios de proliferação e scratch.

- A pré-exposição aos contam inantes TCDD e BDE-209 promoveu um efeito 

protetor a uma exposição posterior ao quim ioterápico dacarbazina em células B16- 

F1, que apresentaram aumento dos parâmetros verificados: proliferação e 

retenção do vermelho neutro, sugerindo aumento de resistência celular.

- Com base nos resultados obtidos, a exposição de células B16-F1 ao TCDD e 

BDE-209 induziu parâmetros relacionados com maior agressividade tumoral, como 

aumento de resistência ao quim ioterápico dacarbazina, proliferação e fechamento  

de scratch, sendo condizentes com a hipótese do presente trabalho.



11. PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar dos relatos na literatura, de que o mecanismo de ação deve ser 
parecido para os dois contaminantes, concentrações semelhantes levam a 
alguns efeitos diferentes. Assim como a hipótese de DAMENIN et al. (2000), 
efeitos diferentes podem ser esperados, pois dependem das qualidades 
intrínsecas do agente tóxico ou o complexo agente tóxico/ ligante que 
determinam sua capacidade de entrar nas células e interações com 
componentes celulares.

Após a análise dos resultados muitas questões ainda surgem para a 
elucidação dos efeitos e mecanismos de atuação do TCDD e o BDE-209. Para 
que ocorra a continuidade das buscas por respostas, alguns ensaios podem 
ser considerados futuramente:

- Realização de vários ensaios com outros tempos de exposição (por exemplo: 
48 e 72 h)

- Realizar os ensaios de retenção do corante vermelho neutro, atividade 
mitocondrial com o MTT e morte celular com exposição contendo 2% de SFB, 
para uma melhor comparação com os outros ensaios realizados com 2 %

- Realizar os ensaios de atividade mitocondrial com o MTT e ciclo celular com 
pré-exposição aos contaminantes seguido da exposição à dacarbazina

- Ensaio de invasão (de acordo com GUIMARÃES 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  ^m 
em placas Transwell.

- Caso o ensaio de invasão forneça resultados interessantes, o ensaio de 
zimografia bem como o ensaio de determinação da atividade gelatinolítica
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tornam-se interessantes para a detecção de metaloproteínas da matriz 
(MMPs), que desempenham um importante papel na invasão celular, sendo 
marcadores de malignidade tumoral.

- Ensaio scratch com a utilização de um bloqueador eficiente de proliferação 
para verificar apenas a capacidade de migração das células B16-F1 expostas 
ao TCDD e BDE-209.

- Uso de Western Blotting / RT-PCR para verificar níveis de expressão e 
expressão proteica do receptor AHR em células de B16-F1 e sua indução pelo 
TCDD e BDE-209 em diferentes concentrações.

- Uso de Western Blotting / RT-PCR para verificar níveis de expressão gênica e 
expressão proteica de moléculas envolvidas com o sistema de efluxo de drogas 
para compreender melhor a relação deste com células B16-F1 e os 
contaminantes TCDD e BDE-209.

- Ensaio de melanogênese para verificar alterações na produção de melanina 
em células B16-F1 desencadeadas pelos contaminantes TCDD e BDE-209 e 
sua relação com o receptor AHR após as exposições.

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

- Conclusão 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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