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RESUMO 
 

A incidência do câncer apresenta aumento ao longo dos últimos anos. O 
melanoma é um tipo de câncer de pele agressivo, devido a sua alta capacidade 
metastática e rápida progressão para outros tecidos e órgãos. O 
2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-decabromodifenil éter (BDE-209) é um aditivo em plásticos, 
vastamente utilizado pelas indústrias como um retardante de chamas. Devido a 
suas características de difícil degradação, persistência no ambiente, natureza 
lipofílica, e consequentemente, capaz de bioacumular nos tecidos, o BDE-209 
entrou para a lista dos Poluentes Orgânicos Persistentes (POP). Esse composto 
foi detectado em rios, ar, solo, plantas comestíveis, animais silvestres, assim 
como em diferentes amostras biológicas humanas, incluindo leite materno, 
plasma, sêmen, placenta, cordão umbilical, tecido adiposo, entre outros. 
Diferentes vias são fontes de exposição a esse composto à população humana, 
dentre elas, ocorre por meio da dieta, ingestão e inalação de poeira de 
residências e através do contato dérmico em ambiente domiciliar. Portanto, esse 
poluente ambiental merece atenção em termos de saúde pública e ambiental, 
visto que sua exposição pode ocorrer desde a fase fetal e se estender ao longo 
da vida do indivíduo. Dessa forma, em razão dos resultados recentes obtidos no 
grupo de pesquisa de Toxicologia Celular - UFPR, buscamos investigar in vivo o 
papel do BDE-209 na progressão, malignidade e quimiorresistência no câncer 
de melanoma, em camundongos C57BL/6. As concentrações utilizadas de BDE-
209 são ambientalmente relevantes, como base em concentrações encontrados 
em amostras biológicas humanas. Primeiramente, as células B16-F1 de 
melanoma murino foram expostas ao BDE-209 durante 15 dias e posteriormente, 
inoculadas via veia caudal em camundongos. Em outro momento também foi 
realizado o tratamento quimioterápico com dacarbazina (DTIC), em 
determinados grupos de animais. Após 20 dias de metástase experimental, 
foram realizadas diferentes análises. As células B16-F1 expostas ao BDE-209 
resultaram em um aumento significativo da área colonizada por metástase nos 
pulmões dos camundongos. A regulação negativa da expressão gênica de 
supressores tumorais como de Timp3 e Reck em pulmões colonizados por 
metástases de melanoma, a diminuição da peroxidação lipídica e o aumento da 
resposta inflamatória sistêmica e local também foram observados. Os achados 
histopatológicos revelam uma maior quantidade de pontos focais de metástases 
nos pulmões e também uma maior invasividade para o cérebro (88,8%). Além 
disso, os camundongos inoculados com as células B16-F1 expostas ao BDE-
209, bem como o grupo inoculados com as células B16-F1 previamente expostas 
ao BDE-209 e posterior administração do tratamento quimioterápico in vivo, 
apresentaram o aumento significativo da massa pulmonar, de metástases 
colonizadas na superfície dos pulmões, do índice de lesões metastáticas nas 
análises histológicas e a redução do supressor tumoral Timp3. Também foi 
observado no pulmão dos camundongos a depleção de tióis não proteicos (GSH 
e outros tióis), bem como a diminuição de GSH no fígado. Um padrão 
diferenciado nas análises do extrato de proteínas totais do pulmão dos 
camundongos, com diversas bandas mais expressas foram visualizadas no 
grupo em que sofreu a exposição prévia ao BDE-209. Ainda, no mesmo grupo 
de animais, houve a superexpressão de Abcb1, principal transportador ABC de 
resistência a múltiplas drogas, bem como a diminuição da expressão de Abcc4 



    
  

e Cd44 e o aumento do tamanho das vesículas extracelulares (VEs). O tamanho 
das vesículas também foi aumentado no grupo exposto previamente ao BDE-
209 com administração do quimioterápico dacarbazina, no entanto, houve o 
aumento da expressão de Abcc4 e Cd44 . Em suma, os resultados mostram que 
o BDE-209 pode alterar o fenótipo das células B16-F1 e agravar o perfil 
metastático in vivo. Os dados atuais sugerem que o BDE-209 pode interferir na 
progressão e prognóstico do câncer de melanoma, modulando as células com 
menor capacidade de invasividade para um perfil mais agressivo.   
 
 
Palavras-chave: Poluentes orgânicos persistentes. Deca-209. Melanoma.  B16-
F1. C57BL/6. Progressão tumoral. Quimiorresistência. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    
  

ABSTRACT 
 
 
Cancer incidence has been increasing over the past few years. Melanoma is an 
aggressive type of skin cancer due to its high metastatic capacity and rapid 
progression to other tissues and organs. The 2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-
decabromodiphenyl ether (BDE-209) is an additive in plastics widely used by 
industries as a flame retardant. Due to its characteristics of being difficult to 
degrade, persistence in the environment, lipophilic nature, and consequently, its 
ability to bioaccumulate in tissues, BDE-209 has been listed as Persistent 
Organic Pollutants (POPs). This compound has been detected in rivers, air, soil, 
edible plants, wildlife, as well as in various human biological samples, including 
breast milk, plasma, semen, placenta, umbilical cord, adipose tissue, among 
others. Various pathways are sources of exposure to this compound for the 
human population, including through diet, ingestion, inhalation of household dust, 
and dermal contact in a domestic environment. Therefore, this environmental 
pollutant deserves attention in terms of public and environmental health, as 
exposure to it can occur from the fetal stage and throughout an individual's life. 
In light of recent results obtained by the Cellular Toxicology research group at 
UFPR, we aimed to investigate the role of BDE-209 in the progression, 
malignancy, and chemoresistance of melanoma cancer in C57BL/6 mice in vivo. 
The concentrations of BDE-209 used are environmentally relevant, based on 
concentrations found in human biological samples. Firstly, murine melanoma 
B16-F1 cells were exposed to BDE-209 for 15 days and subsequently inoculated 
via the caudal vein in mice. At another time, chemotherapy treatment with 
dacarbazine (DTIC) was also performed in certain groups of animals. After 20 
days of experimental metastasis, various analyses were conducted. B16-F1 cells 
exposed to BDE-209 resulted in a significant increase in the area colonized by 
metastasis in the mice's lungs. Negative regulation of gene expression of tumor 
suppressors such as Timp3 and Reck in lungs colonized by melanoma 
metastases, decreased lipid peroxidation, and increased systemic and local 
inflammatory response were also observed. Histopathological findings revealed 
a greater number of focal metastatic points in the lungs and greater invasiveness 
towards the brain (88.8%). In addition, mice inoculated with B16-F1 cells exposed 
to BDE-209, as well as the group inoculated with B16-F1 cells previously exposed 
to BDE-209 and subsequently administered in vivo chemotherapy, showed a 
significant increase in lung mass, colonized metastases on the surface of the 
lungs, the metastatic lesion index in histological analyses, and a reduction in the 
tumor suppressor Timp3. Depletion of non-protein thiols (GSH and other thiols) 
in the mice's lungs, as well as a decrease in GSH in the liver, were also observed. 
A distinct pattern in the analysis of total protein extract from the mice's lungs, with 
several more expressed bands, was visualized in the group that had previous 
exposure to BDE-209. Furthermore, in the same group of animals, there was 
overexpression of Abcb1, the main ABC transporter for multidrug resistance, as 
well as decreased expression of Abcc4 and Cd44, and an increase in the size of 
extracellular vesicles (EVs). The size of the vesicles was also increased in the 
group previously exposed to BDE-209 with dacarbazine chemotherapy 
administration; however, there was an increase in the expression of Abcc4 and 
Cd44. Therefore, the results show that BDE-209 can alter the phenotype of B16-
F1 cells and worsen the in vivo metastatic profile. Current data suggest that BDE-



    
  

209 may interfere with the progression and prognosis of melanoma by modulating 
cells with a lower invasiveness capacity into a more aggressive profile. 
 
Keywords: Persistent Organic Pollutants. Deca-209. Melanoma. B16-F1. 
C57BL/6. Tumor progression. Chemoresistance. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

O BDE-209 pertence a classe dos éteres difenil polibromados (PBDEs) 

e são compostos aditivos utilizados como retardante de chamas (FRs) em uma 

grande diversidade de produtos industrializados, intensificando o uso dessa 

molécula nos últimos anos. Atualmente, essa substância é considerada um 

composto onipresente, ressaltando sua ocorrência no ambiente natural, bem 

como nos ambientes doméstico e de trabalho (ABDALLAH et al., 2009; SIDDIQI, 

et al., 2003; YANG et al., 2018).  

A exposição humana  não ocupacional aos FRs ocorre principalmente por 

meio da ingestão de poeira doméstica, dieta, contato dérmico com poeira ou 

produtos de consumo e inalação de ar no ambiente domiciliar (ABDALLAH et al., 

2008; FREDERIKSEN et al., 2009; WATKINS et al., 2011). A inalação de poeira 

é uma das principais fontes de  exposição humana ao BDE-209. O ar, solo e 

alimentos como peixes e frutos do mar também podem ser fontes de exposição, 

seguido pelos alimentos (ABDALLAH et al., 2008; CHOU et al., 2019; PALM et 

al., 2014; ROSS et al., 2009). Dentre as diferentes formas de exposição ao 

poluente se acentua a exposição crônica, onde a população humana encontra-

se mais suscetível extrapolando o controle das agências responsáveis. Essa 

situação coloca em alerta as agências de controle da saúde pública; visto que a 

exposição humana pode iniciar na vida uterina, continuar durante a 

amamentação e persistir ao longo da vida adulta (LEONETTI et al., 2016; 

ZHANG et al., 2011). 

Nos últimos 30 anos, o grupo de pesquisa em Toxicologia Celular tem 

investigado a ação de diversos tipos de contaminantes e poluentes ambientais 

tanto em estudo in vitro como in vivo. No entanto, nos últimos 12 anos, foram 

desenvolvidos estudos sobre o papel de poluentes orgânicos na alteração de 

fenótipo em células tumorais. Essa nova linha de investigação busca avaliar o 

risco em potencial de populações humanas expostas a diversas moléculas 

lançadas no ambiente pela atividade antrópica, onde a base do estudo é avaliar 

seus efeitos no prognóstico do câncer.  

O controle dessa doença é um grande desafio para a medicina moderna. 

Portanto, todo estudo que venha agregar informações nesse contexto, tornam-

se de grande relevância para os estudos de toxicologia humana e de saúde 
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pública. Esse trabalho é, portanto, uma continuidade desses estudos onde 

buscamos responder algumas questões que surgiram ao longo dos estudos mais 

recentes. Investigamos se a exposição crônica (15 dias) de células do melanoma 

murino B16-F1, a concentrações ambientalmente relevantes de BDE-209, e 

posterior inoculação em camundongos pode interferir na malignidade, 

progressão e prognóstico do melanoma in vivo. Com isso, procuramos como 

objetivo central avaliar se as alterações fenotípicas causadas pelo BDE-209 e 

observadas in vitro, podem interferir com o desenvolvimento e o tratamento da 

doença em estudos in vivo, alterando negativamente o prognóstico do câncer.  

O estudo desenvolvido nesse projeto foi dividido em Fases I e II.  Na Fase 

I - Inicialmente, as células B16-F1 de melanoma murino foram expostas durante 

15 dias ao BDE-209 e inoculadas posteriormente em camundongos Black 

C57BL/6 para o ensaio de metástase experimental pelo período de 20 dias. Fase 

II – A abordagem experimental ocorreu da mesma forma como mencionado, 

anteriormente, na Fase I, contudo, para identificar uma possível modulação do 

BDE-209 frente à resposta quimioterápica, os animais foram tratados com o 

agente quimioterápico Dacarbazina.  

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 ÉTERES DIFENÍLICOS POLIBROMADOS (PBDEs): ONIPRESENÇA, 
RELAÇÃO AMBIENTAL, SAÚDE PÚBLICA E POSSÍVEIS EFEITOS   

 

Os éteres difenílicos polibromados (PBDEs) constituem uma classe de 

poluentes utilizados principalmente como retardante de chamas (FRs). Nesse 

grupo encontra-se o BDE-209 que possui capacidade de bioacumulação em 

tecidos de animais, difícil degradação e persistência no ambiente, percorrendo 

longas distâncias através de correntes atmosféricas ou marítimas. Devido a essa 

características, em 2017 esse composto polibromado entrou para a lista dos 

poluentes orgânicos persistentes, tornando um alerta e uma preocupação 

ambiental e de saúde pública (CHOU et al., 2019; STOCKHOLM CONVENTION, 

2019; YU et al., 2015). 
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 A estrutura química do 2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-decabromodifenil éter 

(BDE-209) (Figura 1),  consiste em dois anéis fenil conectados por uma ligação 

éter e 10 moléculas de bromo dispostas ao redor dos anéis fenil, denominado 

portanto, como deca-bromado apresentando baixa solubilidade em água 

(<20−30 μg / L) (CHEN et al., 2018; TSENG et al., 2006; ZHAO et al., 2011; 

WHO, 2004). 

 

Assim como a maioria dos polibromados, o BDE-209 é um aditivo em 

produtos industriais principalmente em plásticos, com a função de agir como um 

retardante de chamas. Portanto um composto químico empregado em diferentes 

produtos industriais como: espumas, tintas, materiais de construção, têxteis, 

madeira, plásticos e materiais eletroeletrônicos. Pelo fato de ser aditivo aos 

produtos industrias, o BDE-209 é facilmente liberado do produto para o ambiente 

por volatilização e exsudação, consequentemente, presente em ambientes como 

o interior de residências ou áreas de trabalho (ABDALLAH et al., 2009; SIDDIQI, 

et al., 2003; YANG et al., 2018).  

Os compostos polibromados são despejados em grandes quantidades em 

ambientes aquáticos devido à atividade industrial e através de deposição 

atmosférica ou pelos despejos urbanos. Estudos apontam o BDE-209 como o 

principal composto dos polibromados, sendo detectado em elevadas 

concentrações no ambiente, onde os sedimentos funcionam como verdadeiros 

reservatórios naturais, o que representa uma ameaça para a biota e exposição 

Figura 1. Representação da estrutura química do Éter decabromodifenílico (BDE-209). FONTE: 
IARC (2023). 
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humana, principalmente pelo consumo de pescados e frutos do mar (ROSS et 

al., 2009). Além disso, foi ainda detectado no solo (CHOU et al., 2019), no ar 

(PALM et al., 2014), em animais selvagens (NELSON et al., 2015) e em plantas 

(YANG et al., 2018). A exposição humana  não ocupacional aos FRs ocorre 

principalmente pela ingestão e inalação de poeira doméstica, alimento e contato 

dérmico em ambiente domiciliar (ABDALLAH et al., 2008; FREDERIKSEN et al., 

2009; WATKINS et al., 2011).  

A absorção e distribuição do BDE-209 foram avaliadas simulando a 

exposição aguda que ocorre em trabalhadores que manipulam o lixo 

eletroletrônico, utilizando ratas fêmeas expostas oralmente e diariamente a 1 mg 

kg-1. O estudo mostra que a concentração de BDE-209 aumenta 

exponencialmente em todos os tecidos avaliados (fígado, tecido adiposo, sangue 

e intestino delgado) durante o período de 7 dias, demonstrando a bioacumulação 

do BDE-209 nos animais expostos. O fígado acumulou a maior quantidade do 

poluente, com base no peso úmido, enquanto o tecido adiposo apresentou a 

maior concentração, ao final de 22 dias de depuração (MI et al., 2017). 

Apesar das evidências toxicológicas envolvidas com a exposição ao BDE-

209, poucos estudos tem sido desenvolvidos buscando avaliar o efeito do 

polibromado na saúde humana, ressaltando a importância de estudos sobre o 

risco de exposição a esse poluente. Nos estudos in vitro foi observada a 

citotoxicidade do BDE-209 em células de neuroblastoma humano (SK-N-MC) (5-

20 μmol/L), com danos ao DNA pela indução de estresse oxidativo (Pellacani et 

al., 2012). Exposições crônicas e doses elevadas de BDE-209 mostrou uma 

regulação positiva da via de sinalização do receptor de hidrocarboneto de 

arila/citocromo P4501A1 (CYP1A1) em células HepG2 (YUAN et al., 2021). 

Outros estudos mostraram que o efeito do BDE-209 encontra-se também 

relacionado com a desregulação endócrina, avaliada pelas alterações 

histológicas e danos oxidativos na glândula tireóide, bem como pela expressão 

de genes relacionados ao eixo hipotálamo-hipófise-tireóideano (HPT) em ratos 

(WANG et al., 2019). Os danos cadiovasculares provocados pelo pelo estresse 

oxidativo e inflamação endotelial também foram descritos em estudos in vivo por 

Jing et al. (2019).   
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A presença do BDE-209 em 50% das amostras placentárias humanas, 

coletadas entre 2010 e 2011 nos EUA, indicam que a exposição pré-natal a esse 

contaminante é uma realidade e motivo de grande preocupação para a saúde 

humana (LEONETTI et al., 2016). Estudos realizados com ratas prenhas 

expostas ao BDE-209 (5 μmol/kg) durante o período gestacional e 

amamentação, mostraram que tanto o BDE-209 como seus produtos 

debrominados podem ser transferidos da mãe para a prole (ZHANG et al., 2011). 

Não bastasse a exposição intrauterina, recentemente, concentrações de BDE-

209 também foram detectados em amostras de leite materno de mães saudáveis 

que viviam em áreas urbanas (MATOVU et al., 2019; WEMKEN et al., 2020).  

Na infância e pré-adolescência, foi observado que as concentrações de 

BDE-209 foram mais altas que seus congêneres (BDE-47, BDE-99, BDE-100, 

BDE-153, BDE-154 e BDE-183) em amostras de sangue de crianças de 9 a 11 

anos de idade. Em adultos, foi observada a presença de BDE-209 no soro de 

731 indivíduos com idade variando entre 18 e 74 anos. Essas amostras foram 

coletadas em 2002 na Catalunha, no nordeste da Espanha. O BDE-209 foi o 

congênere predominante (mediana 3,7 ng/g de lipídio), seguido pelo BDE-47 (2,6 

ng/g de lipídio) e BDE-99 (1,2 ng/g de lipídio), onde a idade foi o fator 

sociodemográfico de maior influência na distribuição dos PBDEs, pois as 

concentrações mais elevadas foram encontradas em indivíduos jovens (< 30 

anos) e não em adultos (≥ 30 anos) (GARÍ; GRIMALT, 2013). Esse dados 

mostram que o BDE-109 está presente em todas as etapas do ciclo de vida do 

homem, o que destaca a importância de um monitoramento constante desse 

poluente no ambiente, além da investigação das principais vias de exposição 

humana (LINK et al., 2012).  

De acordo com Thompson et al. (2015), os PBDEs não são classificados 

como cancerígenos e genotóxicos, no entanto, estudos tem mostrado a 

capacidade do BDE-209 em promover a proliferação de diferentes células 

tumorais no sistema reprodutor feminino bem como a diminuição da apoptose 

induzida (LI et al., 2012). A exposição ao BDE-209 através da poeira doméstica 

foi relacionada com uma maior ocorrência e gravidade do câncer em tireóide 

papilar por Hoffman et al. (2017). Os níveis de PBDEs no tecido adiposo também 

foram relacionados com o risco de câncer de mama em mulheres chinesas em 

estudo realizado entre 2014 e 2016, onde 209 casos de câncer foram 
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diagnosticados em Shantou na China. Nesse estudo foram encontrados 14 

congêneres de PBDEs no tecido adiposo da mama de pacientes com câncer de 

mama, cujos níveis de polibromados incluindo o BDE-209, foram maiores nos 

casos de câncer de mama se comparado com o grupo controle (HE et al., 2018). 

Os estudos in vitro realizados em nosso grupo de pesquisa do Laboratório 

de Toxicologia Celular- UFPR, evidenciam que a exposição a concentrações  

ambientalmente relevantes ao BDE-209 em células de melanoma murino, pode 

modular parâmetros celulares como da expressão gênica e alteração da 

atividade dos transportadores ABC (MARCHI et al., 2021), da expressão gênica 

de Bcl2 (MOGGIO, 2019), Mmp2, Mmp9, Mmp14, Pgk1, Timp2, Timp3 e Reck, 

bem como da expressão proteica de vimentina e E-caderina e de proliferação 

celular (SILVA-FILHO et al., 2022). 

Em conjunto de todos esses dados, observamos que a exposição de BDE-

209 em células do melanoma murino B16-F1, leva a um perfil mais agressivo e 

possivelmente mais metastático dessas células (SILVA-FILHO et al., 2022). Brito 

e colaboradores (2020), observaram que o BDE-209 modula a formação de 

metástase em modelos murinos in vivo, utilizando camundongos C57BL/6 

expostos previamente ao polibromado (0,08, 0,8 e 8 mg⁄kg) via gavagem 

(intervalos de 5 dias por 45 dias), e inoculados com células do melanoma murino 

B16-F10, por 20 dias. Os resultados mostraram a presença de metástases em 

pulmões e em outros órgãos como cérebro, rim e gônadas. Portanto, de acordo 

com o estudo, a exposição prévia dos animais ao BDE-209 favoreceram o 

aumento da disseminação metastática de células B16-F10, revelando possíveis 

implicações deste composto com o prognóstico do melanoma.  

 

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO  

. 

O sistema antioxidante celular é um mecanismo utilizado com frequência 

nos estudos de citotoxicidade de xenobióticos, onde os poluentes ocupam um 

lugar de destaque (SAMET; WAGES, 2018). O estresse oxidativo ocorre quando 

o mecanismo falha, favorecendo a instalação de um estado pró oxidante celular, 

e pode ocorrer devido à diminuição ou inativação de moléculas antioxidantes, 

elevação de espécies reativas de oxigênio (EROs) ou nitrogênio (ERNs) ou 
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também pelo aumento de outras moléculas pró oxidantes como metabólitos 

endógenos (LUSHCHAK, 2014; SIES, 2015). 

Portanto, o sistema antioxidante enzimático e não enzimático tem por 

função manter os níveis basais das espécies oxidantes, mantendo o equilíbrio 

óxido redutor celular. Na eventual falha do mecanismo podem ocorrer danos às 

macromoléculas celulares como proteínas, lipídeos de membrana e o próprio 

material genético. Algumas das principais enzimas do sistema antioxidante 

enzimático incluem:  superóxido dismutase (SOD),  catalase (CAT), glutationa 

peroxidase (GSH-Px) (ROVERSI et al., 2006), enquanto que no sistema 

antioxidante não enzimático atuam os tióis não proteicos (glutationa (GSH) e 

outros tióis, os quais desempenham um papel relevante na defesa contra os 

danos oxidativos (ANANDAN et al., 2013).  

As funções biológicas normais em células do fígado, pulmão, sistemas 

endócrino e neural pela indução do estresse oxidativo tanto in vitro como in vivo 

podem ser alteradas pela exposição aos PBDEs (RALDÚA et al., 2008; GAO et 

al., 2009; BRITO et al., 2020). Nos últimos anos, aumentaram as informações 

sobre os efeitos adversos de alguns PBDEs. Contudo, o efeito tóxico do BDE-

209 precisa ser elucidado (ZHAO et al., 2011).  

 

2.3 CÂNCER  

 

O câncer é um conjunto de mais de 100 doenças que apresentam em 

comum o crescimento desordenado de células e a capacidade de invadir tecidos 

e órgãos. Essas células dividem-se rapidamente e apresentam comportamento 

tipicamente adverso se comparado com as células normais, gerando a formação 

de tumores (INCA, 2019). Assim as neoplasias são originados pela 

transformação de células somáticas maduras mas também através de células-

tronco normais (LIU, 2020).  

Hanahan e Weinberg (2000) apresentam algumas características que 

auxiliam na identificação do câncer: (i) proliferação sustentada; (ii) inibição de 

supressores de tumor; (iii) resistência a morte celular; (iv) imortalização; (v) 

indução de angiogênese e a (vi) ativação da invasão e metástase. Em 2011, os 

mesmos autores acrescentaram mais algumas características à lista como: (vii) 

alteração metabólica; (viii) instabilidade genômica, (xi) inflamação 
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(microambiente tumoral) e (x) evasão. Mais recentemente, Hanahan (2022), 

propõe mais 4 aspectos que são importantes na identificação do câncer: (xi) 

plasticidade fenotípica, (xii) fatores epigenéticos, (xiii) células senescentes e (xiv) 

microbiota (Figura 2).  

 

 

Nessa seção, serão discutidos alguns fatores envolvidos da progressão 

do câncer. A transição epitélio-mesenquimal (EMT) está envolvida no processo 

de disseminação tumoral (HANAHAN e WEINBERG, 2011), onde alterações 

moleculares e bioquímicas reversíveis possibilitam que células epiteliais 

específicas adquiram um fenótipo mesenquimal, sendo fundamental para 

progressão do câncer e formação de metástases (YE; WEINBERG, 2015). 

Frequentemente, as metástases são responsáveis pelo fracasso da terapia e 

pelo elevado número de mortes relacionadas ao câncer. O avanço do tumor 

primário para outros tecidos é denominado como tumor secundário, proveniente 

de metástases liberadas diariamente na circulação em pacientes com câncer. 

Figura 2. As 14 marcas do câncer. FONTE: Hanahan (2022). 
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Estudos de melanoma em modelos animais sugerem que <0.1% das células 

cancerosas desenvolvem metástases (FARES et al., 2020; LUZZI et al., 1998).  

Alguns componentes da matriz extracelular como as lamininas, 

fibronectinas, elastinas, colágenos, proteoglicanos e proteinases fazem parte 

dos processos metastáticos e invasivos de células tumorais. A desmontagem da 

matriz extracelular e de seus componentes são fundamentais na invasão das 

células cancerígenas. Esse processo ocorre por meio de enzimas denominadas 

de metaloproteinases de matriz (MMPs). As MMPs também possuem funções 

relevantes na proliferação celular, resposta imune, sobrevivência, angiogênese, 

além de desempenhar um papel importante na invasão dos tecidos (CURRAN; 

MURRAY, 2000; KESSENBROCK et al., 2010; MOSS et al., 2012). 

 As MMPs são encontradas em níveis elevados na maioria dos diferentes 

tipos de câncer e encontram-se associadas a um mau prognóstico da doença 

(EGEBLAD; WERB, 2002; HADLER-OLSEN et al., 2013). São proteínas 

essenciais para o deslocamento das células cancerosas em direção ao tecido 

alvo. Entre as diferentes MMPs, as MMP2 e MMP9 são as principais enzimas de 

degradação do colágeno tipo IV e são superexpressas em células cancerosas 

(LI et al., 2004). A expressão de MMP14 foi associada ao mau prognóstico em 

diferentes tipos de câncer. Em melanoma a MMP14 é expressa em linha de 

frente da invasividade em melanoma e células estromais em locais de forte 

ativação de MMP2 (KNAPINSKA; FIELDS, 2019; KURSCHAT et al., 2002). 

Porém, em ambos os tipos de células, a matriz é um indutor de expressão e 

atividade de MMP2/9 e MMP14 (KURSCHAT et al., 1999; ZIGRINO; 

DRESCHER; MAUCH, 2001). 

Por outro lado, a proteína RECK, proteína rica em cisteína indutora de 

reversão é uma glicoproteína ligada à membrana que inibe as metaloproteinases 

de matriz envolvidas na degradação da matriz extracelular. Estudos mostram a 

relação de um prognóstico melhorado de tumores humanos, quando a expressão 

de RECK é preservada, onde em muitos tumores é regulada negativamente. As 

MMP2 e MMP14 geralmente apresentam a expressão inversa de RECK, porém, 

existe exceções. (CLARK et al., 2007; ALEXIUS et al., 2014). Os TIMPS 

(inibidores teciduais de mataloproteinases) regulam diferentes 

metaloproteinases e seus substratos, e consequentemente, regulando a 

homeostase tecidual. Os TIMPs estão estreitamente relacionados com muitos 
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dos processos do câncer, como na invasão, angiogênese, inflamação, entre 

outros.  Dentre os 4 inibidores teciduais de metaloproteinases, TIMP1 e TIMP3 

possuem uma correlação inversa que demostram o mau prognóstico do câncer 

onde a expressão de TIMP1 é aumentada é a de TIMP3 é reduzida (JACKSON 

et al., 2017).  

A glicoproteína transmembrana CD44 pertence às famílias de moléculas 

de adesão. Diferentes vias de sinalização são mediadas por essa molécula, 

abrangendo vias intracelulares, proteínas quinases, modificações do 

citoesqueleto, proteinases e fatores de transcrição que atuam na divisão, 

proliferação, angiogênese e invasão de células de câncer. Um fenótipo de alta 

expressão de CD44 pode inibir o efeito citotóxico de agentes quimioterápicos em 

muitos tipos de câncer. Consequentemente, a superexpressão de CD44 está 

também relacionada a um mau prognóstico da doença. (MARHABA; ZÖLLER, 

2004; YAGHOBI et al., 2021). 

Dentre os vários fatores que determinam uma célula cancerosa citados 

anteriormente, o microambiente tumoral possui um papel importante nessa 

patologia. Esse abriga as células tumorais que interagem com as células vizinhas 

por meio do sistema circulatório e linfático (ARNETH, 2020). O microambiente 

tumoral é composto por diferentes tipos celulares como os fibroblastos, 

miofibroblastos, células do sistema imune, tecido vascular e estromal, bem como 

de componentes da matriz extracelular (WITZ; LEVY-NISSENBAUM, 2006; 

WEBER; KUO, 2012). O sistema vascular desenvolvido nesse contexto, é 

necessário para o fornecimento de oxigênio e nutrientes às células 

cancerígenas, sendo fundamental para o desenvolvimento e crescimento do 

tumor. Outro fator importante para o microambiente tumoral é a presença do fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF), em que consiste em uma 

glicoproteína homodimérica de ligação a heparina e pertence a uma família de 

fatores de crescimento. O papel do VEGF está relacionado ao processo de 

angiogênese e apresenta um papel relevante na proliferação e migração das 

células endoteliais (HOLASH et al., 1999; FERRARA et al., 2003; ELLIS; 

HICKLIN, 2008). 

O microambiente inflamatório em alguns tipos de câncer pode melhorar a 

sua proliferação, angiogênese e metástases (MANTOVANI et al., 2008), uma vez 

que os tumores sólidos, podem desenvolver processos inflamatórios locais que 
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resultam no crescimento e disseminação do mesmo.  Da mesma forma, esses 

mesmos processos podem interferir com a imunossupressão protegendo os 

tumores do ataque imunológico. No contexto da inflamação desencadeada pelo 

câncer há um ciclo contínuo de perturbação na estrutura do tecido, produção de 

citocinas, fatores de crescimento e recrutamento de células, levando a 

persistência da inflamação (MUNN, 2017); ou, subvertendo respostas imunes 

adaptativas do organismo, modificando respostas a hormônios e agentes 

quimioterápicos (MANTOVANI et al., 2008). A infiltração de leucócitos pode 

potencializar o avanço do tumor, criando uma via na matriz extracelular, o que 

se alinha com o conceito da teoria de invasão contracorrente (OPDENAKKER et 

al., 2004). 

Diferentes fatores como a acessibilidade e restrições físicas podem atrair 

as células cancerosas. Estas, podem infiltrar na circulação por meio de um vaso 

sanguíneo ou linfático (WONG; HYNES, 2006). Quando ocorre a infiltração na 

circulação, as células tumorais circulantes (CTCs) são submetidas ao estresse 

causado pelo cisalhamento do fluxo sanguíneo, onde o fenômeno de anoikis e a 

resposta imunológica, podem ser capazes de eliminar uma quantidade 

considerável dessas células. Apesar disso, algumas CTCs resistem a esses 

fatores, sobrevivem e possibilitam a formação de metástases à distância 

(HUANG et al., 2018; LOU et al., 2015). Na fisiopatologia de metástases são 

cruciais o intravasamento e extravasamento de células cancerosas por meio dos 

vasos sanguíneos rompidos (REYMOND et al., 2013; WEIS et al., 2004). Uma 

vez que as CTCs se deslocam por capilares pequenos, podem ficar presas, e 

como consequência, muitas vezes, pode ocorrer a ruptura microvascular levando 

o extravasamento das células cancerosas (MASSAGUE; OBENAUF, 2016). 

O processo de extravasamento das células tumorais é complexo e 

envolve diferentes fatores como as quimiocinas, interações entre ligante-

receptor bem como células circulantes não tumorais. Além disso, as integrinas 

exercem um papel fundamental na determinação dos locais em que decorrem o 

extravasamento e colonização, proporcionando a sobrevivência independente 

da ancoragem das CTCs. (Figura 3) (REYMOND et al., 2013; ALIX-

PANABIERES; PANTEL, 2016; STEGNER et al., 2014; HAMIDI; IVASKA, 2018). 
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Contudo, segundo o Instituto Nacional do Câncer (2018), entre 80% e 90% 

dos casos de cânceres estão associados as causas externas. Diversos fatores 

como o ambiente, a água, o solo, ar, assim como, os alimentos, medicamentos, 

o ambiente de trabalho, o estilo de vida e hábitos diários, podem levar ao 

surgimento de diferentes tipos de cânceres. Os fatores de riscos ambientais para 

o desenvolvimento do câncer, são denominados cancerígenos ou carcinógenos, 

resultando em um primeiro momento na alteração da estrutura genética das 

células. 

 

2.4 MELANOMA  

 

A pele é o órgão mais externo do corpo e dessa maneira está exposta ao 

ambiente, que pode entrar em contato com microrganismos, poeira, poluição e 

radiação UV, muitas vezes resultando em diferentes tipos de doenças de pele 

(VIJAYALAKSHMI, 2019). Existem diferentes tipos de cânceres que corresponde 

Figura 3. Visão geral da cascata metastática: invasão, intravasamento, circulação, 
extravasamento e por último colonização. FONTE: Fares et al. (2020). 
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aos diferentes tipos de células do corpo. Assim, quando ocorre em células do 

tecido epitelial, como pele ou mucosas, são denominados carcinomas (INCA, 

2019).  

O câncer de pele é uma doença complexa e possui diferentes 

características e peculiaridades que envolve alterações em vários níveis de 

informações biológicas. Dentre essas alterações, encontram-se os genes, 

transcritos, proteínas e metabólitos que resultam em modificações fenotípicas e 

físicas na dermatoscopia, microscopia confocal, histologia e sintomas clínicos. 

As alterações moleculares podem levar ao surgimento de propriedades 

neoplásicas em células normais da pele, ocasionando a progressão para lesões 

pré-malignas e carcinomas agressivos (AZIMI; FERNANDEZ-PEÑAS, 2023) 

(Figura 4). 
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 O câncer de pele é classificado em duas categorias principais: melanoma 

e não melanoma (ELGAMAL et al., 2013). A maioria dos casos de câncer de pele 

se encontra na categoria não melanoma, que são representados principalmente 

pelo carcinoma basocelular e carcinoma epidermoide (INCA, 2022). Essas 

células neoplásicas malignas possuem baixa capacidade metastática, 

diferentemente do câncer de pele do tipo melanoma que possui alto potencial 

metastático (FERRY et al., 2020).  

O melanoma é um tipo de câncer de pele resultante da transformação 

maligna dos melanócitos (MÂNICA et al., 2019). Os melanócitos são células 

responsáveis pela produção de pigmentos, originam-se da crista neural e 

migram para a pele, trato uveal, meninges e mucosas. A maioria dos melanócitos 

estão localizados principalmente na junção dérmica-epidérmica da pele, sendo 

a maioria dos melanócitos originados de locais cutâneos (KOZOVSKA; 

GABRISOVA; KUCEROVA, 2016). As mutações mais frequentes encontradas 

no melanoma são nas serina/treonina quinase – BRAF em 50%, em seguida na 

GTPase NRAS (25%) e no supressor de tumor e regulador de RAS 

neurofibromina 1 (NF1) onde ambos conduzem ao aumento da proliferação e 

sobrevivência das células (TCGA, 2015). 

Figura 4. Visão geral dos diferentes níveis moleculares que podem ser alterados no câncer de 
pele, que resultam em modificações fenotípicas da célula e contribuem para a progressão e 
classificação do câncer. FONTE: Azimi; Fernandez-Peñas (2023).  
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O melanoma costuma ser inicialmente diagnosticado em pacientes por um 

dermatologista utilizando os critérios  ABCDEF. Esses critérios são: (A) 

assimetria; (B) bordas irregulares; (C) cor variável; (D) diâmetro superior a 6mm; 

(E) evolução, quando a lesão se modifica e apresenta mudanças de tamanho, 

cor ou formato; (F) funny looking “aparência engraçada”, em que um nevo 

maligno não se encontra nos perfis comuns de nevos achadados em um 

paciente. Esses parâmetros são utilizados com o intuito de diferenciar uma lesão 

benigna ou maligna (JENSEN; ELEWSKI, 2015). 

Em escala global, as taxas de incidência de melanoma cutâneo 

apresentam uma variação de até 100 vezes entre as diferentes populações. As 

taxas mais elevadas a nível mundial são relatadas na Nova Zelândia e Austrália, 

atingindo entre homens 42 casos por 100.000 indivíduos/ano e as mulheres 31 

casos por 100.000 indivíduos/ano (IARC, GLOBOCAN 2020). O melanoma 

cutâneo ocorre principalmente na população com idade entre 40 e 60 anos, mas 

também pode acometer adolescentes e idosos de idade avançada (≥80 anos) 

(GARBE et al., 2012). Segundo os dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA) 

do Brasil para o ano de 2020, revelaram taxas de incidência de melanoma de 

4,03 novos casos por ano por 100.000 habitantes para homens e 3,94 para 

mulheres. Porém, são poucos os dados de mortalidade para diferentes regiões 

do Brasil e são influenciados pela subnotificação (NADER et al., 2020). 

Apesar disso, segundo Milac e Negroiu (2018), a incidência do melanoma 

aumentou de forma global nos últimos 30 anos, e mesmo apesar de estar entre 

os tipos de cânceres de pele menos frequente (4% e 7%), é a forma mais 

agressiva, com uma taxa de mortalidade em torno de 80%. Isso se deve à sua 

alta capacidade metastática e rápida progressão para outros tecidos e órgãos 

como cérebro e pulmão. Dessa forma, o melanoma passou a se apresentar como 

um grande problema de saúde pública. A detecção da doença em estágio inicial 

pode ser tratada com sucesso, no entanto em estágio avançado, que progrediu 

para outros órgãos, apresenta um péssimo prognóstico, com uma sobrevida 

média de menos de 10 meses (KALAL et al., 2017).  

Os modelos experimentais que reproduzam o desenvolvimento e a 

evolução de doenças humanas, são fundamentais para preencher a lacuna entre 

a pesquisa fundamental e a terapia médica. São poucos os modelos animais 

para a metástase tumoral, no entanto, a utilização da linhagem de melanoma 



40 
 

    
  

murino B16 é um modelo de estudo muito popular para a progressão tumoral 

(POSTE et al., 1982; EDDY; SHAH; CHEN, 2021). A linhagem celular parental 

B16-F0 originou-se a partir de camundongo C57BL/6 que desenvolveu 

espontaneamente lesões e posteriormente foi adaptada para crescer em 

condições de cultura celular (FIDLER, NICOLSON, 1976; POSTE et al., 1982).  

Já as linhagens celulares tumorais variantes de melanoma murino B16, como a 

linhagem B16-F1 foi resultante de procedimento seletivo único, ou seja, 

proveniente de metástases pulmonares, através da inoculação de células B16-

F0 em camundongos C57BL/6 que sofreu uma única seleção in vivo. 

 Por outro lado, a linhagem B16-F10 foi derivada de procedimento seletivo 

de 10 passagens de colônias pulmonares. A linhagem B16-F10 apresenta maior 

capacidade de sobrevivência e potencial de crescimento in vivo, quando 

comparado com a linhagem B16-F1 e B16-F0 (FIDLER, NICOLSON, 1976; 

NAKAMURA et al., 2002). Portanto, a escolha da linhagem deve ser realizada 

conforme o objetivo do estudo. A linhagem B16-F1 que possui menor capacidade 

metastática em relação a B16-F10, é uma boa aliada quando se quer investigar 

a progressão tumoral e a linhagem B16-F10 para estudos que tem como objetivo 

avaliar a regressão tumoral, a qual pode também ser empregada nos estudos in 

vitro e in vivo como um controle positivo de malignidade.  

 

2.5 TRATAMENTO QUIMIOTERÁPICO 

 

Atualmente, as opções terapêuticas para pacientes com melanoma são 

as excisões cirúrgicas e diferentes modalidades de tratamentos, como a 

quimioterapia, imunoterapia, terapia tópica, nanotecnologia e a terapia 

direcionada (Figura 5) (DOMINGUES et al., 2018; MISHRA et al., 2018). 
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A excisão cirúrgica do tumor primário não metastático de melanoma, 

continua sendo o padrão ouro da terapia (BALDEA; IOANA, 2012). Após o 

surgimento de metástases, o melanoma torna-se altamente resistente à rádio e 

quimioterapia convencionais. Porém, a quimioterapia com a dacarbazina segue 

sendo a opção de tratamento padrão, que possui taxa de resposta limitada, 

relativamente baixa em pacientes, em torno de 15 % (BHATIA; TYKODI; 

THOMPSON, 2009). A dacarbazina é um agente alquilante que forma adutos de 

DNA e apresenta efeitos citotóxicos nas células. No fígado, a dacarbazina é 

metabolizada e sofre conversão em seu metabólito intermediário, 3-metil-

(trianzen-1-il) imidazol-4-carboxamida (MTIC) (BAJETTA et al., 2002; LI; 

MCCLAY, 2002; NEWLANDS et al., 1997). 

A quimioterapia utilizando temozolomida (TMZ) ou dacarbazina (DTIC), 

são frequentemente usadas em pacientes com melanoma em estágio avançado 

com a doença em condição progressiva ou recidiva (KIM et al., 2010). A 

dacarbazina foi a primeira quimioterapia aprovada para melanoma, que por sua 

vez, continua em uso em países de baixa e média renda, como no Brasil, apesar 

dos diferentes efeitos adversos (AL-BADR et al., 2016; BRASIL, 2013; CORRÊA 

et al., 2019; DOMINGUES et al., 2018; GUERRA et al., 2019).   

O principal tratamento disponibilizado pelo sistema público de saúde 

brasileiro para pacientes com melanoma metastático, dispõe da quimioterapia 

com a dacarbazina, como a primeira linha de tratamento sistêmico (BRASIL, 

Figura 5. Diferentes tipos de tratamento de melanoma. Do convencional à nanotecnologia. 
FONTE: Mishra et al. (2018). 
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2013).  Estudos de fase II relatam que a dacarbazina produz respostas objetivas 

em torno de 5-12%. A maioria das respostas com a dacarbazina e também com 

seu análogo oral, a temozolomida, são temporárias. A porcentagem dos 

pacientes que alcançam uma resposta duradoura a quimioterapia são baixas 

entre 1-2 % (AVRIL et al., 2004; EIGENTLER et al., 2003; SCHADENDORF et 

al., 2006).  

Diferentes estratégias foram efetuadas para comparar a resposta de 

sobrevida global por melanoma metastático com medicamentos comercializados 

no Brasil. Alguns fármacos como a fotemustina e outros agentes quimioterápicos 

foram testados sozinhos ou em combinação em Ensaios Clínicos Randomizados 

(ECR) de fase III (cisplatina, carmustina e tamoxifeno), ambos não 

demonstraram o benefício de sobrevida global em comparação com dacarbazina 

como agente único (AVRIL et al., 2004; SCHADENDORF et al., 2006). O uso de 

vemurafenibe e ipilimumabe também não apresentaram evidências de melhora 

em termos de sobrevida global para pacientes com melanoma disseminado 

(CHAPMAN et al., 2011; HODI et al., 2010; ROBERT et al., 2011). A 

temozolamida, apresentou resultado igualmente eficaz à dacarbazina, porém 

seu custo é muito elevado comparado à dacarbazina, e consequentemente, o 

Ministério da Saúde não recomenda o uso desse quimioterápico para o 

melanoma metastático (BRASIL, 2013). 

A abordagem de bioquimioterapia empregando a combinação de agentes 

quimioterápicos como vimblastina, cisplatina e dacarbazina com IFN ou IL-2 

aumentaram as taxas de respostas. No entanto, não teve um impacto substancial 

na sobrevida global em comparação com a quimioterapia isolada, conforme 

indicado pelos ECRs de fase II e III (BAJETTA et al., 2006; RIDOLFI et al., 2002). 

Contudo, nenhum dos medicamentos ou a combinação de medicamentos 

comercializados no Brasil, comprovadamente, causa o aumento das taxas de 

sobrevida global de melanoma metastático. Dentre os medicamentos 

disponíveis, nenhum tratamento demonstrou-se em ECRs ou em meta-análises 

mais eficiente do que a dacarbazina. Dessa forma, o uso da dacarbazina é 

recomendado como primeira linha de tratamento sistêmico no Brasil, em 

pacientes com condições clínicas de suportar a quimioterapia (BRASIL, 2013). 

 
 



43 
 

    
  

2.6 TRANSPORTADORES ABC 

 

Os transportadores ABC pertencem a superfamília de proteínas 

constituídas de sete subfamílias (ABCA-G). São responsáveis pela translocação 

de substratos do meio intracelular para o meio extracelular através da membrana 

plasmática. A ligação de ATP gera uma importante mudança conformacional nas 

proteínas resultando no efluxo de diferentes substratos (DEAN; RZHETSKY; 

ALLIKMETS, 2001; ZOLNERCIKS et al., 2011). Alguns dos substratos 

translocados pelos transportadores ABC são substâncias endógenas como os 

fosfolipídios, glocolipídios, ânions inorgânicos, vitaminas, molécula pró-

inflamatória como o leucotrieno, glutationa oxidada (GSSH), moléculas 

sinalizadoras na biologia tumoral, xenobióticos e drogas anticâncer (COLE, 

2014; FLETCHER et al., 2010; JONES; GEORGE, 2004).  

Os transportadores ABC também são responsáveis pela resistência das 

células neoplásicas ao tratamento quimioterápico, denominado como resistência 

a múltiplas drogas, uma vez que essas proteínas são capazes de transportar 

drogas quimioterápicas das células, reduzindo a eficiência ou sensibilidade das 

células ao tratamento (Figura 6). A superexpressão ou ativação dos 

transportadores ABC é apontado como um das principais causas responsáveis 

pelo fracasso do tratamento do câncer, resultando na redução da concentração 

do quimioterápico nas células (GILLET; GOTTESMAN, 2010; HOUSMAN et al., 

2014; MOITRA, 2015). 
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O melanoma é um dos tipos de câncer resistente a radioterapia e 

quimioterapia convencionais, e superexpressam transportadores ABC que 

transportam drogas anticâncer das células, como o ABCA9, ABCB1, ABCB5, 

ABCB8, ABCC1, ABCC2 e ABCD1  e consequentemente, podem ser associados 

à resistência ao tratamento. (CHEN et al., 2009). A exposição repetida de células 

de melanoma ao quimioterápico dacarbazina, enriqueceu as culturas com 

células de melanoma quimiorresistentes (BITEGHE et al., 2020). A quimioterapia 

anti-melanoma com o tratamento de referência do melanoma metástatico como 

a dacarbazina, mas também a outros drogas quimioterapicas como vemurafenib, 

pode resultar na quimiorresistência, através da seleção de subpopulaçãoes de 

células que expressam ABCB5. As células que expressam ABCB5 sobrevivem 

seletivamente quando expostas a dacarbazina (CHARTRAIN et al., 2012). 

O transportador ABCC4 também é expresso em células de melanoma 

(HEIMERL et al., 2007), porém, não há indícios conclusivos para estabelecer 

uma ligação direta entre esse transportador e a resistência a medicamentos em 

tumores sólidos, apesar de estar presente em diferentes linhagens celulares de 

câncer humano resistente a medicamentos (BORST et la., 2007; KOOL et al., 

1997). Contudo, o papel dos transportadores ABC é amplo, estudos indicam que 

os transportadores ABC podem estar envolvidos em diferentes hallmarks do 

câncer, abrangendo a proliferação, migração, invasão, angiogênese, apoptose e 

vias de inflamação (WANG et al., 2021). 

Figura 6. Mecanismo hipotético do transporte de drogas anticâncer pelos transportadores 
ABC, resultando na redução da concentração do fármaco intracelular e sobrevivência celular 
de células cancerígenas. FONTE: Wang et al. (2021). 
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2.7 VESÍCULAS EXTRACELULARES (VEs) 

 

As vesículas extracelulares (VEs) são estruturas de membrana derivadas 

de células e são classificadas pelo menos em duas classes principais: 

exossomos (SEVs – small extracellular vesicles) e microvesículas (LEVs – Large 

extracellular vesicles). Os exossomos são secretadas por exocitose após a fusão 

de endossomos com a membrana plasmática, gerados a partir de três etapas: 

biogênese, transporte e liberação. Essas vesículas variam seu tamanho entre 40 

a 150 nm de diâmetro. Quinases e uma chaperona específica de quinase CDC37 

são as principais moléculas envolvidas na biogênese e secreção de exossomos.  

Por outro lado, as microvesículas são liberadas da membrana plasmática, 

formadas por brotamento direto e desprendimento da membrana plasmática, e 

seu tamanho varia entre 150 nm a 1000 nm (Figura 7).  Ambas, são 

fundamentais para a comunicação intercelular e sinalização. As VEs carregam 

uma variedade de moléculas como proteínas, RNA, fragmentos de DNA, 

lipídeos, entre outros (KALLURI; LEBLEU, 2020; SHETA et al., 2023; STAHL; 

RAPOSO, 2019; VAN NIEL et al., 2018; XU et al., 2018). 
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A proteína S-palmitoilase auxilia na classificação das proteínas para as 

VEs, bem como, na entrega para as células receptoras. A palmitoilação confere 

uma maior hidrofobicidade às proteínas permitindo a sua associação com as 

membranas lipídicas das VEs e das células (EGUCHI et al., 2022; SHETA et al., 

2023). As VEs são secretadas por diversos tipos de células eucariotas in vitro e 

também foram detectadas em diferentes fluídos corporais como no sangue, 

saliva, urina, bile, leite materno, lacrimal, seminal e também nas fezes (KOSAKA; 

IGUCHI; OCHIYA, 2010; RAPOSO; STOORVOGEL, 2013; WITWER et al., 

2013). O papel desenvolvido por essas estruturas são recorrentes tanto na 

fisiologia normal quanto na patologia. Alguns dos diferentes processos 

Figura 7. Biogênese de exossomos e microvesículas. (A) Microvesículas 
(40-1000 nm) são provenientes do brotamento e desprendimento externo 
da membrana plasmática. (B) Exossomos (40-150 nm) são secretados por 
exocitose de vesículas intraluminais (ILVs) pela fusão pela fusão da
membrana plasmática com endossomos multivesiculares (MVE) com a 
membrana plasmática da célula, para o meio extracelular (seta roxa). 
FONTE: Adaptado de Sheta et al. (2023). 
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fisiológicos normais em que as VEs participam incluem, a diferenciação de 

células-tronco, regeneração tecidual, angiogênese, autofagia, coagulação 

sanguínea, imunidade inata e/ou adquirida e imunomodulação (Baixauli et al., 

2014; GREENING et al., 2015; HEIJNEN et al., 1999; NAIR et al., 2014; 

ROBBINS et al., 2014; TENG et al., 2015).  

As VEs também estão envolvidas em processos patológicos como na 

malignidade e progressão do câncer (BEBELMAN et al., 2018), e, portanto, 

apresentam um papel crucial na comunicação entre células tumorais e células 

estromais no microambiente local e também distante, o que favorece o 

desenvolvimento tanto do tumor primário como também no avanço metastático. 

Além disso, atuam em diferentes fatores de desenvolvimento do câncer como no 

crescimento sustentado, invasão, alteração do fenótipo do microambiente 

tumoral e ainda, favorece o desenvolvimento do nicho pré-metastático (BECKER 

et al., 2016; XU et al., 2018).  

As VEs podem induzir mediadores responsáveis pelos processos 

inflamatórios, como por exemplo TGF-β, TNF-α, S100, IL-6 e IL-8, após os 

exossomos serem secretados pelo tumor e capturadas pelas células receptoras. 

Ocasionando a ativação e o remodelamento de células estromais e também o 

recrutamento de células derivadas da medula óssea (fibroblastos, células 

endoteliais, macrófagos e diversas populações de células provenientes da 

medula óssea) para o nicho pré-metastático (BECKER et al., 2016; COSTA-

SILVA et al., 2015; PEINADO et al., 2012). 

Mediante o crescimento e desenvolvimento do tumor surge como 

consequência a baixa concentração de oxigênio (hipóxia) das células no 

microambiente tumoral. Para reverter esse quadro, o tumor secreta fatores 

angiogênicos, onde as VEs exercem um papel fundamental para a progressão 

do câncer, estimulando o recrutamento de vasos sanguíneos. As VEs 

provenientes do tumor primário podem modular fatores envolvidos na transição 

epitélio mesenquimal promovendo a perda de adesão das células tumorais, a 

remodelação da matriz extracelular e das metaloproteases de matriz (MMPs). 

Em conjunto, esses fatores resultam na liberação de células tumorais na 

circulação e consequentemente a disseminação para locais distantes (BECKER 

et al., 2016). Os exossomos provenientes do melanoma podem modular as 

células derivadas da medula óssea, para auxiliar e formar um nicho pré-



48 
 

    
  

metastático no pulmão. Também podem estabelecer a formação de nicho pré-

metastático de linfonodos, resultando no recrutamento de células de melanoma, 

proliferação vascular de linfonodos, bem como na deposição de matriz 

extracelular (BECKER et al., 2016; HOOD et al., 2011). 
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3 JUSTIFICATIVA  
 

O BDE-209 pertence a classe dos éteres difenil polibromados (PBDEs), 

são compostos aditivos utilizados como retardante de chamas, sendo 

vastamente utilizados pelas industrias em vários produtos utilizados pela 

sociedade. Ao longo dos anos o uso dessa molécula se intensificou, sendo 

considerado atualmente como um composto onipresente no ambiente natural 

bem como no ambiente doméstico e de trabalho, onde nesses casos, a inalação 

da poeira é uma das principais formas de exposição humana.  

Além disso, os PBDEs podem estar presentes na água, no solo, no ar e 

nos alimentos, sendo esse último o mais preocupante, pois é um tipo de 

exposição crônica e em concentrações que muitas vezes extrapolam o controle 

das agências responsáveis por esse tipo avaliação. A exposição humana ao 

BDE-209 inicia na vida uterina, continua durante a amamentação e persiste ao 

longo da vida adulta através do alimento e da poeira, entre outras fontes. 

O nosso grupo de pesquisa do laboratório de Toxicologia Celular – UFPR 

realiza estudos nos últimos 30 anos, sobre a ação de diversos contaminantes 

ambientais tanto in vitro como in vivo. No entanto, mais recentemente (12 anos), 

o grupo se interessou por avaliar se a exposição de células tumorais a alguns 

tipos de poluentes orgânicos poderia interferir com o fenótipo dessas células, 

tornando-as mais agressivas que o normal. Essa nova linha de investigação vem 

de encontro ao fato de que ocorre o aumento da liberação de diversas moléculas 

para o ambiente, da mesma forma que há um agravamento do crescente índice 

de câncer nas últimas décadas. Controlar essa doença é um dos grandes 

desafios da medicina moderna, e todo tipo de abordagem que venha agregar 

informações nesse contexto, é de grande relevância para a saúde pública.  

Entretanto, o estudo de poluentes ambientais que afetam a malignidade 

e progressão do câncer é uma abordagem original e emergente, o qual há muito 

a ser investigado. Diante disso, buscamos nesse trabalho fechar algumas 

questões referentes ao efeito do BDE-209 em células do melanoma murino que 

surgiram com nossos estudos prévios. Nesse caso, foram inoculados em 

camundongos Black C57BL/6 uma linhagem celular de melanoma murino (B16-

F1) menos agressiva e de menor índice metastático, previamente exposta a 

diferentes e baixas concentrações de BDE-209.  
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4 HIPÓTESE  
 

4.1  Exposições em células B16-F1 de melanoma murino ao BDE-209 

e posterior inoculação das células em camundongos, desenvolvem alterações 

fenotípicas que favorecem o desenvolvimento e a progressão de metástase 

pulmonar de melanoma in vivo. 

 

4.2 Exposição de células B16-F1 ao BDE-209 favorece o 

desenvolvimento de metástase pulmonar in vivo, mesmo sob condições de 

tratamento quimioterápico, modificando negativamente o prognóstico da doença. 

 
 

5 OBJETIVOS 
 

5.1 Objetivo geral 

 

Investigar se a exposição in vitro a concentrações ambientalmente 

relevantes de BDE-209 em células de melanoma murino (B16-F1) durante 15 

dias, seguida da inoculação das células tratadas em camundongos Black 

C57BL/6, pode interferir na malignidade, progressão e no prognóstico do câncer 

de melanoma.  

 

5.2 Objetivos específicos  

 

CAPÍTULO I 

 

I.  Investigar se a exposição crônica do BDE-209 às células B16-F1 

inoculadas em camundongos Black da linhagem C57BL/6 pode interferir no 

aumento de metástases e progressão tumoral; 

II. Avaliar através de parâmetros hematológicos e biomarcadores 

bioquímicos a condição de saúde dos animais inoculados com células B16-F1 

após exposição crônica ao BDE-209;  
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III.  Quantificar a progressão tumoral da área colonizada por 

metástases do pulmão dos camundongos, após exposição de células B16-F1 ao 

BDE-209 seguida de inoculação e metástase experimental; 

V. Realizar analises histológicas do pulmão e de outros órgãos como 

do cérebro, fígado e rim, para verificar aa invasividade e dispersão das células 

de melanoma murino, após a exposição ao BDE-209 e metástase experimental; 

VI.  Analisar a expressão gênica de alvos moleculares relacionados 

com a progressão do câncer, como de Metaloproteinases de Matriz (Mmp2, 

Mmp9 e Mmp14) e supressores tumorais como Timp3 e Reck; 

VII. Análise do infiltrado de células imunológicas através da marcação 

de linfócitos e neutrófilos através de ensaio de imunofluorescência do pulmão 

dos camundongos. 

 

CAPÍTULO II 

 

I.  Investigar se a exposição crônica do BDE-209 às células B16-F1 

inoculadas em camundongos Black da linhagem C57BL/6 interferem com a 

expressão de moléculas relacionadas a malignidade e progressão do câncer de 

melanoma e tratamento quimioterápico;  

II. Avaliar os efeitos na saúde dos animais através de biomarcadores 

bioquímicos em tecidos-alvo e dados dos parâmetros somáticos, após a 

inoculação de células B16-F1 em exposição crônica ao BDE-209 e posterior 

inoculação nos animais; 

III. Detectar e caracterizar as vesículas extracelulares no plasma do 

sangue dos camundongos, após a inoculação de células B16-F1 expostas ao 

BDE-209; 

IV. Avaliar se a exposição crônica ao BDE-209 em células B16-F1 

inoculadas em camundongos Black da linhagem C57BL/6 pode interferir no 

tratamento quimioterápico, na área colonizada por metástases e crescimento 

tumoral pulmonar; 

V. Analisar a expressão gênica de alvos relacionado com a 

malignidade e progressão do câncer (Mmp2, Mmp9, Mmp14 e Timp3), bem 

como na resistência ao tratamento quimioterápico (Abcb1, Abcc1, Abcc4); 
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VI. Quantificar a expressão de proteínas específicas envolvidas no 

agravamento do câncer, como de Metaloproteinases de Matriz. 

 

 

6 ABORDAGEM EXPERIMENTAL  
 

Os experimentos foram encaminhados ao Comitê de Ética para 

Experimentação Animal do SCB/UFPR e aprovados sob registro no. 1362 em 

21/07/2020. Para os ensaios in vivo, os camundongos (fêmeas) da linhagem 

Black C57BL/6 foram adquiridos no Biotério do Instituto Carlos Chagas – ICC/PR 

e mantidos no biotério do Setor de Ciências Biológicas/UFPR. O estudo 

desenvolvido foi dividido em duas fases.  

O desenho experimental foi realizado da seguinte forma: Fase I - células 

tumorais de melanoma murino B16-F1 foram expostas durante 15 dias ao BDE-

209 (Figura 8), com concentrações baseadas em amostras biológicas humanas, 

e seus respectivos controles. Após o fim da exposição  de 15 dias ao BDE-209, 

os animais foram submetidos ao ensaio de crescimento tumoral e metástase, 

segundo Shimada et al. (2018) (20 dias), onde as células B16-F1 previamente 

expostas foram inoculadas pela veia caudal em camundongos Black da linhagem 

C57BL/6 com 7 semanas de idade (Figura 9).  

Na fase II, o desenho experimental foi realizado da mesma forma que na 

fase I, porém com o acréscimo da administração do tratamento quimioterápico 

in vivo com a Dacarbazina (Figura 8 e Figura 10). O tratamento iniciou-se após 

o quinto dia da inoculação das células B16-F1. A aplicação do quimioterápico foi 

realizada via intraperitoneal (40 mg.Kg-1), a cada três dias após a primeira 

aplicação, totalizando em 5 aplicações. Ao final dos 20 dias de metástase 

experimental, os animais foram eutanasiados e então coletado o sangue, 

pulmão, cérebro, fígado e rim para as análises biológicas.  
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CAPÍTULO I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A exposição ao BDE-209 em células de melanoma murino (B16-F1) 
modula a malignidade e a progressão tumoral in vivo 
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RESUMO 
 

O melanoma é um tipo de câncer de pele considerado agressivo devido a sua 
alta capacidade metastática e rápida progressão para outros tecidos e órgãos. 
2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-decabromodifenil éter (BDE-209) é um aditivo utilizado 
como retardante de chamas, classificado como um poluente orgânico persistente 
e apresenta a capacidade de bioacumulação devido à sua natureza lipofílica. 
Essa substância já foi detectada em rios, ar, solo, plantas e até mesmo em 
diferentes tipos de amostras biológicas humanas, tornando-se motivo de 
preocupação em termos de saúde pública. Assim, no presente estudo 
investigamos se as células de melanoma murino (B16-F1) previamente expostas 
ao BDE-209 modulam in vivo a progressão e malignidade do melanoma. 
Primeiramente, as células B16-F1 foram expostas durante 15 dias às 
concentrações de exposição (0,01, 0,1 e 1 nM) para serem, posteriormente, 
inoculadas em camundongos Black C57BL/6 via veia caudal e analisados após 
20 dias de metástase experimental. As células B16-F1 expostas ao BDE-209 
resultaram em um aumento significativo da área colonizada por metástase nos 
pulmões de camundongos em 82%. A regulação negativa da expressão gênica 
de supressores tumorais como de Timp3 e Reck em pulmões colonizados por 
metástases de melanoma, a diminuição da peroxidação lipídica e o aumento da 
resposta inflamatória sistêmica e local também foram observados. Esses 
achados favorecem o desenvolvimento do melanoma. Adicionalmente, os 
achados histopatológicos revelam uma maior quantidade de pontos focais de 
metástases nos pulmões e também uma maior invasividade para o cérebro 
(88,8%). Estes resultados mostram que o BDE-209 pode alterar o fenótipo das 
células B16-F1 e agravar o perfil metastático in vivo. Os dados atuais sugerem 
que o BDE-209 pode interferir no prognóstico do câncer de melanoma, 
modulando as células com menor capacidade de invasividade para um perfil 
mais agressivo.   
 
Palavras-chave: Poluentes emergentes. Deca-BDE. C57BL/6. Progressão do 
câncer; Timp3. Reck. 
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ABSTRACT 
 

Melanoma is a type of skin cancer considered aggressive due to its high 
metastatic ability and rapid progression to other tissues and organs. 
2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-decabromodiphenyl ether (BDE-209) is an additive used as 
a flame retardant and classified as a persistent organic pollutant and present a 
high bioaccumulation capacity due to its lipophilic nature. This substance has 
already been detected in rivers, air, soil, plants and even in different human 
biological samples as plasma, umbilical cord blood and breast milk, revealing a 
great concern to human populations. Thus, in the current study we investigated 
if B16-F1 cells previously exposed to BDE-209 modulate in vivo the progression 
and malignancy of melanoma. The exposure concentrations (0.01, 0.1 e 1 nM) 
were first exposed to murine melanoma cells for 15 days to be inoculated 
subsequently in Black C57BL/6 mice via caudal vein, and analyzed after 20 days 
for experimental metastasis. B16-F1 cells exposure preciously to BDE-209 
resulted in a significant increase of metastasis colonized area in the lungs of mice 
by 82 %. Downregulation gene expression of tumor suppressors such as Timp3 
and Reck in lung colonized by melanoma metastases, decrease of lipid 
peroxidation and increased systemic and local inflammatory response were also 
observed. These findings are related to melanoma progression. Additionally, the 
histopathological analysis reveals the greater number of focal points of 
metastases in the lungs and the greater invasiveness of metastases to brain (88.8 
%). The results showed that the previously BDE-209 exposure may change the 
phenotypic of B16-F1 cells worsen the metastatic profile. Current data showed 
that BDE-209 may interfere with the prognosis of melanoma cancer modulating 
cells with less invasiveness capacity to a more aggressive profile. 

 
Keywords: Emerging pollutants. Deca-BDE. C57BL/6. Cancer progression. 
Timp3. Reck. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O panorama de investigação sobre a exposição ambiental dos produtos 

químicos à população humana está em constante mudança a medida que 

surgem novos produtos químicos, os níveis de produção mudam e as políticas 

são implementadas (HOFFMAN et al., 2021). Os éteres difenílicos polibromados 

(PBDEs) são compostos retardadores de chama bromados (BFRs), aditivos 

principalmente em plásticos e outros produtos industrializados, que volatilizam 

facilmente para o meio ambiente (YANG et al., 2018). Também é utilizado em 

produtos eletrônicos, materiais de construção, espuma, móveis, peças 

automotivas ou têxteis. Dentre os PBDEs, o éter decabromodifenílico (BDE-209) 

é um dos BRFs mais importantes introduzidos industrialmente, na década de 

1970 (ABDALLAH et al., 2009; CHEN et al., 2012). Em 2017, durante a 

Convenção de Estocolmo, esse composto foi incluído na lista de poluentes 

orgânicos persistentes (POPs), como um produto químico altamente persistente, 

bioacumulável, tóxico e de dispersão a longas distâncias (GARCÍA-

FERNÁNDEZ, 2014). 

A exposição humana não ocupacional aos BFRs ocorre principalmente 

por meio da ingestão de poeira, absorção dérmica ou dieta (ABDALLAH et al., 

2008; ABDALLAH et al., 2015; FREDERIKSEN et al., 2009; WATKINS et al., 

2011; HOFFMAN et al., 2017). Em ambientes externos, o BDE-209 foi detectado 

no solo (CHOU et al., 2019), no ar (PALM et al., 2014), em animais selvagens 

(NELSON et al., 2015) ou em plantas comestíveis (YANG et al., 2018). A 

exposição humana é confirmada pela presença de BDE-209 em amostras 

biológicas humanas como no sangue de placenta (LEONETTI et al., 2016), leite 

materno (MATOVU et al., 2019; WEMKEN et al., 2020) e sangue de crianças de 

9 a 11 anos (LINK et al., 2012).  

Estudos com populações humanas relatam que a exposição ao BDE-209 

está correlacionada com a ocorrência de alguns tipos de câncer, pela 

proliferação de células tumorais no sistema reprodutor feminino, bem como na 

diminuição nos eventos de apoptose induzida (LI et al., 2012). De acordo com 

Hoffman et al. (2017), a exposição ao BDE-209 através da poeira de ambientes 

internos, foi associada à ocorrência do câncer de tireoide papilar, enquanto He 
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et al. (2018) descreveram o acúmulo de PBDEs no tecido adiposo com o risco 

de câncer de mama em mulheres chinesas. 

A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer cita alguns dos 

fatores de risco para o desenvolvimento do câncer, como álcool, hábito 

alimentar, tabaco, radiação, exposição ocupacional, bem como exposição 

ambiental (IARC, 2023). Segundo o Instituto Nacional do Câncer (2018) entre 

80% e 90% dos casos de câncer estão associados a causas externas. Diferentes 

fatores como qualidade do ar, alimentação, estilo de vida e exposição 

ocupacional podem causar o surgimento de diferentes tipos de câncer, incluindo 

o melanoma. Esse tipo de câncer de pele é resultante da transformação maligna 

das células dos melanócitos (MÂNICA et al., 2019; SHAIN; BASTIAN 2016). 

Devido à sua alta capacidade metastática e rápida progressão para outros 

tecidos e órgãos, o melanoma é o câncer de pele com maior taxa de mortalidade 

(GARBE et al., 2016; MILAC; NEGROIU, 2018). 

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram que misturas 

de herbicidas com poluentes orgânicos (SALGADO et al., 2018), BDE-209 

(SILVA FILHO, et al., 2021) e misturas de pesticidas com seus principais 

metabólitos (ROQUE et al., 2022) são moduladores do fenótipo de células B16-

F1 para um perfil mais agressivo e metastático. Além disso, os estudos de Brito 

et al. (2021) revelam que camundongos Black C57BL/6 expostos diariamente ao 

BDE-209, e posteriormente inoculados com as células B16-F10 tiveram um 

aumento na dispersão de metástases de forma dose-dependente. Mais 

recentemente, Almeida Roque et al. (2023) mostram que a exposição de células 

B16-F1 a misturas complexas de pesticidas foi capaz de modular a linhagem de 

células monocíticas de leucemia humana (THP-1) para o fenótipo tipo M2 de 

macrófago pró-tumoral. 

Todos esses resultados apresentados reforçam a necessidade de 

aprofundar as investigações sobre o papel dos poluentes orgânicos persistentes 

na malignidade e progressão do câncer, incluindo sua capacidade de modulação 

em interferir negativamente no prognóstico da doença. Portanto, o principal 

objetivo desse estudo foi avaliar se as alterações fenotípicas previamente 

encontradas em células de melanoma murino (B16-F1), devido à exposição ao 

BDE-209 (SILVA FILHO et al., 2022), podem alterar a dispersão metastática e 
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colonização in vivo pelo método de metástase experimental, através da 

inoculação dessas células via veia caudal em camundongos Black C57BL/6. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 PREPARAÇÃO DE ÉTER DECABROMODIFENÍLICO (BDE-209) 

 

Soluções estoque BDE-209 (≥98%, Sigma-Aldrich) foram preparadas em 

Dimetil Sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich), diluídas em Tampão Salino Fosfatado 

(PBS) para estoques concentrados em 500x (BDE-209: 5, 50 e 500 nM) e 

mantido a -20°C. A concentração intermediária de BDE-209 (0,1 nM) foi 

escolhida com base em dados relatados em amostras de tecido humano, 

conforme descrito em trabalho anterior (SILVA FILHO et al., 2022) e 

concentrações 10 vezes menores (0,01 nM) e maiores (1 nM) do BDE-209 foram 

estabelecidos. A concentração de 0,05 % de DMSO foi utilizada.  

 

2.2 CULTIVO DE CÉLULAS B16 

 

Células de melanoma murino B16-F1 e B16-F10 (Banco de Células do 

Rio de Janeiro, Brasil) foram cultivadas em meio de DMEM alta glicose, sem 

glutamina (DMEM, Cultilab), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS, 

Sigma- Aldrich), 1% GlutaMAXTM (Gibco), 40 mg L-1 de Sulfato de Gentamicina 

(Inlab), 1,5 g L-1 bicarbonato de sódio e 5 mM HEPES (ácido 2-[4-(2-hidroxietil) 

piperazin-1-il] etano sulfônico , Sigma-Aldrich), a 37 °C e 5% de CO2. Para os 

subcultivos, as células foram tripsinizadas com 0,5% de tripsina-EDTA (ácido 

etilenodiaminotetracético) em PBS (tampão fosfato salino) pH 7,2 por 3 min a 37 

°C. 

 

2.3 DESENHO EXPERIMENTAL IN VITRO 

 

As células B16-F1 ou B16-F10 (2 x 105/células) foram plaqueadas (dia 0) 

em frascos de cultura (75 cm2), contendo 10 mL de DMEM com suplementação. 

Após 24 h (dia 1), as células foram expostas ao contaminante BDE-209 (0,01, 

0,1 e 1 nM) ou DMSO (0,05%) (veículo) em meio de cultura, durante 15 dias. As 
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células foram subcultivadas no dia 4, 8 e 12 e realizado a substituição do meio 

de cultura contendo o tratamento (BDE-209 ou DMSO). Como controles 

adicionais, as células B16-F1 e B16-F10 também foram cultivadas nas mesmas 

condições, porém sem a adição do tratamento. Para obtenção da quantidade 

necessária de células para o experimento in vivo (metástase experimental), no 

terceiro subcultivo (dia 12) foram plaqueadas 4 x 105 células em garrafas de 182 

cm2. Após 15 dias de exposição (16° dia), as células foram desaderidas, 

ressuspensas em meio DMEM, centrifugadas a 1300 rpm por 3 minutos, lavadas 

2 vezes com PBS e contadas. A viabilidade celular foi determinada com a 

solução Azul de Tripan 0,4% (Sigma-Aldrich) em câmara de Neubauer em 

microscópio invertido. 

 

2.4 EXPERIMENTO IN VIVO (METÁSTASE EXPERIMENTAL) 

 

Um total de 67 camundongos C57BL/6 com 6 a 7 semanas de idade foram 

adquiridos do biotério do Instituto Carlos Chagas (ICC/PR), mantidos na 

Universidade Federal do Paraná (UFPR/PR) e tratados de acordo com os 

princípios éticos. Os animais foram aclimatados durante 7 dias. Após o período 

de aclimatação, os camundongos foram mantidos durante 20 dias em caixa de 

polipropileno com 5 indivíduos a 21±2°C, fotoperíodo controlado de 12 h e 

fornecimento de comida e água ad libitum.  

Para o ensaio de metástase experimental, as células B16 foram 

inoculadas na veia caudal com seringa e agulha BD Ultra-fine II de 0,3 mL (2,5 x 

105 células em 100 μL de PBS/camundongo) nos camundongos C57BL/6, com 

seus respectivos controles (TABELA 1). Todos os procedimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEUA/BIO – 

UFPR, certificado nº 1362), instituído pela Resolução nº 86/11 do Conselho de 

Extensão e Ensino de Pesquisa da Universidade Federal do Paraná. 
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TABELA 1. GRUPOS EXPERIMENTAIS (IN VIVO) 

FONTE: a autora (2023). 

 

 

2.5 MARCADORES HEMATOLÓGICOS E BIOQUÍMICOS EM PLASMA E 

AMOSTRAGEM 

 

Após 20 dias de metástase experimental, os camundongos foram 

anestesiados com 10 mg kg-1 de xilazina e 100 mg kg-1 de cetamina. As amostras 

de sangue foram coletadas da veia cava e armazenadas em tubos com EDTA. 

Os parâmetros bioquímicos sanguíneos e a contagem de células foram 

realizados por um analisador químico Mindray BS-200 (Shenzhen, China). Os 

animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e o pulmão, cérebro, 

fígado e rim foram fotografados, pesados e armazenados para análises 

histológicas, biomarcadores bioquímicos, RT-qPCR, imunofluorescência e 

progressão tumoral. 

 

 

2.6 BIOMARCADORES BIOQUÍMICOS EM TECIDOS 

 

O conteúdo de proteína foi medido pelo método de Bradford (1976) a 595 

nm e a concentração de proteína foi normalizada para 1 mg / mL para atividade 

enzimática de glutationa-S-transferase (GST) e catalase (CAT). As leituras das 

amostras foram realizadas em Varioskan Lux (Thermo Scientific). O pulmão e o 

 
Grupos experimentais 

 
Condições  

 
N amostral 

C0/P0 
 

Animal saudável sem inoculação de células B16 7 

B16-F10 
 

Animais inoculados com células B16-F10 10 

B16-F1 
 

Animais inoculados com células B16-F1 10 

Controle Animais inoculados com células B16-F1 expostas 
a concentração de 0.05% de DMSO (veículo) 

10 

BDE-209 0,01nM Animais inoculados com células B16-F1 expostas 
a concentração de 0,01 nM de BDE-209 

10 

BDE-209 0,1nM Animais inoculados com células B16-F1 expostas 
a concentração de 0,1 nM de BDE-209 

10 

BDE-209 1nM Animais inoculados com células B16-F1 expostas 
a concentração de 1 nM de BDE-209 

10 

Total  
 

67 
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fígado foram homogeneizados em tampão (20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1 mM 

PMSF (fluoreto de fenilmteilsulfonil), pH 7,6) e centrifugados (12.000 g por 20 

min, 4°C). Os sobrenadantes foram armazenados a -80°C. 

Atividade da glutationa-S-transferase (GST): o sobrenadante de pulmão 

ou de fígado (20 μL) foram adicionados a microplacas de 96 poços, seguido pela 

adição de meio de reação (180 μL, 1,5 mM de GSH (glutationa), 2 mM de 1-

cloro- 2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 0,1 M tampão fosfato de potássio, pH 6,5. A 

absorbância foi medida a 340 nm por 5 min e o coeficiente de extinção molar 

para CDNB (9,6 mM−1,cm−1) foi usado para calcular a atividade GST (KEEN et 

al., 1976). 

Peroxidação lipídica (LPO): o sobrenadante de pulmão ou de fígado (200 

μL) foram misturados com 800 μL do meio de reação (0,1 mM laranja de xilenol, 

25 mM H2SO4, 4 mM hidroxitolueno butilado (BHT)) e 0,25 mM FeSO4.NH4 

(sulfato ferroso de amônio) em metanol 90%. Após 20 min, as amostras foram 

centrifugadas a 9.000 g por 10 min em temperatura ambiente (TA), 200 μL do 

sobrenadante foram pipetados em microplacas de 96 poços e a absorbância foi 

medida a 570 nm. A concentração de hidroperóxidos foi calculada usando o 

coeficiente de extinção molar aparente para H2O2 e hidroperóxido de cumeno de 

4,3 × 104 M−1 cm−1 (JIANG et al., 1991, 1992). 

Atividade da catalase (CAT): o sobrenadante (5 μL; para fígado e 10 μL; 

para pulmão) foi misturado com 195 μL (para fígado) ou 190 μL (para pulmão) 

de meio de reação (20 mM H2O2, 50 mM Tris-base, 0,25 mM EDTA, pH 8,0) em 

microplaca UV-star® de 96 poços (Greiner Bio-One), e a diminuição da 

absorbância foi imediatamente medida a 240 nm por 5 min. O coeficiente de 

extinção molar para H2O2 (40 M−1·cm−1) foi utilizado para calcular a atividade da 

catalase (AEBI, 1984, com modificações). 

 

2.7ANÁLISE DA PROGRESSÃO TUMORAL 

 

As imagens dos pulmões foram obtidas para avaliar a área da superfície 

pulmonar colonizada por metástase em relação à área total do pulmão, usando 

o Software ImageJ Fiji (SCHINDELIN et al., 2012). Para as análises histológicas, 

os pulmões foram fixados por 4 horas em paraformaldeído a 4% (EMS – Hatfield, 

EUA) diluído em PBS. Para os demais órgãos (cérebro, fígado e rim) foram 
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preservados em ALFAC (70% de etanol, 4% de formaldeído e 5% de ácido 

acético) por 12 h. Em seguida, as amostras foram desidratadas em série 

graduada de etanol, diafanizadas em xilol e a inclusão foi realizada em Paraplast 

Plus (Merck - Darmstadt, Alemanha). Para o pulmão, cortes de 5 μm foram 

obtidos e corados com Hematoxilina-Eosina. Para os demais órgãos, cortes 

seriados de 5 μm de espessura (um corte a cada 50 μm) foram processados e 

corados com Hematoxilina-Eosina, ambos para identificação de metástases 

(BRITO et al., 2020). As imagens foram obtidas com Slide Scanner, Zeiss Axio 

Imager Z2 (Zeiss/MetaSystems). Adicionalmente, foram obtidos cortes de 3 μm 

dos pulmões para análise de imunofluorescência 

 

2.8 RT-qPCR 

 

A extração de RNA total das amostras de pulmão, após exposição prévia 

de células B16-F1 ao BDE-209 e 20 dias de metástase experimental, foi 

realizada com mini-Kit Purelink™ RNA (Invitrogen, ref. 12183018A) com uma 

etapa adicional utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, ref. 15596026). As 

amostras tiveram suas células lisadas e homogeneizadas em TissueLyser II 

(Qiagem) por 3 minutos (25 Hz).  

O reagente Quantifluor® (Promega, ref. E2671) foi utilizado para quantificar 

o RNA extraído. A avaliação da qualidade do RNA total foi realizada verificando 

a pureza, utilizando a relação Abs260/Abs280 para verificar o grau de 

contaminação por proteínas e a relação Abs260/Abs230 para verificar o grau de 

contaminação por fenol e outros contaminantes, com valores limite de ~2,0 e 1,8 

-2,2, respectivamente (DESJARDINS; CONKLIN, 2011); enquanto a integridade 

do RNA foi verificada utilizando eletroforese em gel de agarose. O material foi 

convertido em cDNA usando SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System 

(Invitrogen, ref. 18091050) e a concentração de 20 ng de cDNA e 500 nM de 

primers para cada reação foi ajustada para um volume final de 10 μL. 

Para amplificação em tempo real, foram utilizados PowerUp™ SYBR™ 

Green Master Mix (Invitrogen, ref. A25776) e o StepOnePlus™ Real-Time PCR 

System. Para a análise dos dados, foi utilizado o servidor Web-based 

LinRegPCR. Os mRNAs de referência utilizados foram β2-microglobulina (β2m) 

e gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Os mRNAs alvo foram 
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metaloproteínase de matriz 2 (Mmp2), metaloproteínase de matriz 9 (Mmp9), 

metaloproteínase de matriz 14 (Mmp14), inibidor tecidual de metaloproteínase 3 

(Timp3), proteína rica em cisteína indutora de reversão com motivos Kazal 

(Reck) (TABELA 2). 

 

TABELA 2. INFORMAÇÕES DOS PRIMERS 

FONTE: a autora (2023). 

 

2.9 IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

A reação de imunofluorescência foi realizada em cortes pulmonares, 

conforme descrito por Zaqout et al. (2020). As lâminas foram diafanizadas a 65°C 

por 2 h, hidratadas em banhos sequenciais de xileno e etanol e incubadas com 

tampão citrato (1 mM, pH 6,0) a 95°C por 30 min para resgate antigênico. Em 

seguida, as lâminas foram resfriadas à temperatura ambiente por 2 h, lavadas 

com PBS e permeabilizadas com tampão I (0,25% Triton X-100 e 0,2% de 

gelatina de peixe (Sigma Aldrich) em PBS) por 10 min. Para bloqueio, as lâminas 

foram imersas em tampão I com 5% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma 

Aldrich) em PBS por 1 h em temperatura ambiente. Posteriormente, as lâminas 

foram incubadas overnight a 4  com os seguintes anticorpos primários: anti-

rat-Ly6G (marcador de neutrófilos; 1:50; Invitrogen #16-9668-82) ou anti-rabbit-

CD3 (marcador de linfócitos; 1:25; Abcam #ab5690) preparado em tampão II 

(tampão I + 1% BSA). 

No final da incubação, as lâminas foram lavadas com PBS e tampão I e 

incubadas com os anticorpos secundários anti-rat conjugado com Alexa Fluor 

 
Gene 

 

 
GenBank 

 
Primers 

 
Amplicon 

(bp) 
Metaloproteínase de Matriz 2 
(Mmp2) 

NM_008610 F: 5′ TGACCGGGATAAGAAGTATGG 3′ 
R: 5′ ACTTGTTGCCCAGGAAAGTG 3′ 

110 

Metaloproteínase de Matriz 9 
(Mmp9) 

NM_013599 F: 5′ TGACAAGAAGTGGGGTTTCTG 3′ 
R: 5′ GGCACGCTGGAATGATCTA 3′ 

101 

Metaloproteínase de Matriz 14 
(Mmp14) 

NM_008608 F: 5′ TATGGGCCCAACATCTGTG 3′ 
R: 5′ TCCATCACTTGGTTATTCCTCA 3′ 

113 

Inibidor tecidual de 
mataloproteínase 3 (Timp3) 

NM_011595 F: 5’ACCTCACCTCCTTCCCATC3′ 
R: 5’CCAGTGCTAAATTTGCAAGAAA3′ 

100 

Proteína rica em cisteína indutora 
de reversão com motivos Kazal 
(Reck) 

NM_016678 F: 5′ ATAGGCTGCAAACCCATCAT 3′ 
R: 5′ TGTCACCTTAGCAATAGTGTCCA 3′ 

108 

β2-microglobulina (β2m) (gene 
endógeno) 

NM_009735 F: 5’CGAGACATGTGATCAAGCATC3’ 
R: 5’GCTATTTCTTTCTGCGTGCAT3’ 

110 

Gliceraldeído 3-fosfato 
desidrogenase (Gapdh) 
 (gene endógeno) 

NM_00141184
0.1 

F: 5’AGAACATCATCCCTGCATCC3’ 
R: 5’ ACATTGGGGGTAGGAACACG3’ 

109 
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488 (1:250, Invitrogen #A111006) ou ou anti-rabbit conjugado com Alexa Fluor-

488 (1:250 #A11008 Invitrogen) em tampão II por 1 h em temperatura ambiente. 

Após a incubação, as lâminas foram lavadas com PBS; incubadas com DAPI (1 

μg mL, BD Bioscences) por 10 min; lavadas com PBS; 1 vez com uma solução 

contendo 10 mM CuSO4/50 mM NH4Cl por 10 minutos; 1 lavagem rápida com 

água destilada. As lâminas foram montadas com Fluoromount™ #F4680 (Sigma 

Aldrich) 

As imagens foram analisadas utilizando um microscópio de fluorescência 

Axioskop 2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) e cinco campos foram capturados 

utilizando o software AxioVision 4.7 (Carl Zeiss). As células positivas para Ly6G 

e CD3 foram contadas usando a ferramenta counter tool do Fiji/ImageJ software 

(Version 2.9.0/1.53t National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). A 

contagem foi representada pela média dos cinco campos contados por lâmina. 

As análises de imunofluorescência foram realizadas no Laboratório de 

Laboratório de Toxicologia Experimental da Universidade de São Paulo. 

 

2.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram primeiramente testados quanto à normalidade dos 

resíduos e homocedasticidade das variâncias, utilizando o teste de Shapiro-Wilk 

e Bartlett ou F, respectivamente. Os dados paramétricos foram analisados 

usando ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett e expressos como 

média. Dados não paramétricos foram avaliados para três ou mais grupos 

usando Kruskal-Wallis seguido de Dunn's e para dois grupos o teste de Mann-

Whitney foi aplicado. Ambas as análises foram realizadas avaliando as 

diferenças estatisticamente significantes em relação ao grupo controle (DMSO), 

usando o software GraphPad Prism 8.0.1. O grupo L0/P0 (animais saudáveis) 

não foi considerado nas análises estatísticas. O valor de p < 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. 
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3 RESULTADOS 
   

3.1 ANÁLISE DA SAÚDE DOS CAMUNDONGOS 

 

Após 20 dias da inoculação das células B16, foram realizadas análises de 

parâmetros bioquímicos sanguíneos e contagem de células. A contagem de 

células através das análises hematológicas de indivíduos inoculados com células 

B16-F1, expostas ao BDE-209 (1 nM) apresentou o aumento de 42% de glóbulos 

brancos (leucócitos e linfócitos) comparativamente ao grupo controle (DMSO). 

Os outros parâmetros hematológicos não apresentaram alterações entre os 

grupos experimentais (TABELA 3). 
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Os biomarcadores bioquímicos analisados para o fígado não 

apresentaram resultados diferentes entres os grupos experimentais (Figura 11A-

C), enquanto nos pulmões foi observada a redução de 40% na peroxidação 

lipídica, em indivíduos inoculados com células B16-F1 expostas ao BDE-209 

(1nM) em relação ao grupo controle (Figura 11F). Essa redução também foi 

observada nos animais inoculados com células B16-F10 (controle positivo) em 

relação ao grupo controle (49%) (Figura 11F). 
 

 
 

3.2 PROGRESSÃO METASTÁTICA DE CÉLULAS DE MELANOMA MURINO 

(B16-F1) 

 

As imagens da colonização das células de melanoma nos pulmões dos 

camundongos foram avaliados, após 20 dias de metástase experimental. A 

ausência de metástase em indivíduos não inoculados com células B16 é 

mostrada na Figura 12. a. Como esperado, os indivíduos inoculados com células 

Figura 11. Biomarcadores bioquímicos em camundongos C57BL/6 inoculados com células B16-
F1 após 20 dias de metástase experimental. Atividade da glutationa S-transferase (GST), atividade 
da catalase (CAT) e peroxidação lipídica (LPO) no fígado (A, B, C) e pulmão (D, E, F). *p<0,05 em 
relação ao controle. N = 7 (C0 animais saudáveis); N = 10 (demais grupos). FONTE: a autora 
(2023). 
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B16-F10 (controle positivo) apresentaram um aumento (174,98%) da 

colonização de metástase na superfície pulmonar quando comparados aos 

animais inoculados com células B16-F1 expostos ao DMSO (grupo controle) 

(Figura 12. b-d; Figura 12. h). Os resultados mostraram que os indivíduos 

inoculados com as células B16-F1 sem exposição ao BDE-209 não são 

estatisticamente diferentes dos indivíduos do grupo controle (veículo) (Figura 12. 

c-d; Figura 12. h). Entretanto, os indivíduos inoculados com células B16-F1 

previamente expostas ao BDE-209 (1nM) aumentaram a colonização da 

superfície da metástase (82%), comparativamente ao grupo controle (Figura 12. 

d-g; Figura 12. h). 
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3.3 ANÁLISES HISTOPATOLÓGICA 

 

Como esperado, apenas os animais do grupo P0 (pulmão saudável, sem 

inoculação de células B16) não apresentaram metástases nos pulmões (Figura 

13. a), enquanto os indivíduos inoculados com células B16-F1 apresentaram a 

Figura 12. Avaliação da área colonizada por metástases na superfície pulmonar de 
camundongos Black C57/BL6, 20 dias após a metástase experimental. (a) P0 (pulmão saudável 
sem inoculação de células B16) (b) inoculação de células B16-F10 (c) inoculação de células 
B16-F1 (d) Controle (células B16-F1 expostas à concentração de veículo DMSO) (e) (f) (g) 
células B16-F1 expostas a concentração de 0,01nM, 0,1 nM e 1 nM de BDE-209, 
respectivamente (h) Área pulmonar total/área colonizada por metástases. N = 7 (P0: animais 
saudáveis) e N = 10 (demais grupos). (****) p<0,0001 Significa diferença estatística entre o 
grupo B16-F10 e o grupo controle; (*) p<0,05 diferença entre grupo exposto a concentração 
1nM de BDE-209 em relação ao grupo controle (DMSO).  Barra de escala – 10000 μm. FONTE: 
a autora (2023). 
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ocorrência de metástases pulmonares em B16-F1 (Figura 13. c), controle 

(DMSO) (Figura 13. d) e em células B16-F1 previamente expostas aos grupos 

BDE-209 (0,01, 0,1 e 1 nM) (Figura 13. e-g). No entanto, quando exposto ao 

BDE-209 na concentração de 1nM (Figura 13. g) a presença de pontos focais de 

metástases (nódulos) de melanoma é maior, quando comparado com o controle. 

O mesmo também é observado em indivíduos inoculados com células B16-F10 

(controle positivo) (Figura 13. b). 
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Figura 13. Cortes transversais de pulmões de camundongos C57BL/6. Ponto final de metástase 
experimental, 20 dias após a inoculação de células B16. (a) L0 (b) B16-F10 (c) B16-F1 (d) 
Controle (veículo DMSO) (e) inoculação de células B16-F1 expostas a 0,01 nM BDE-209 (f) 
inoculação de células B16-F1 expostas a 0,1 nM BDE-209 (g) inoculação de células B16-F1 
expostas a BDE-209 1 nM BDE-209 (h) Contagem de focos de metástases de melanoma no 
pulmão dos animais. Setas indicam nódulos tumorais. Barra de escala 500 μm. Coloração 
hematoxilina e eosina. N = 7 (P0: animais saudáveis) e N = 10 (demais grupos). FONTE: a autora 
(2023). 
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Além disso, o tratamento com BDE-209 (1 nM) em células B16-F1 

apresentou uma disseminação de metástases para outros órgãos como cérebro 

(88,8%) (Figura 14. A), fígado (80%) (Figura 14. B) e rim (60%) (Figura 14. C). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Percentual de indivíduos com disseminação de metástase no cérebro, fígado e rim de 
camundongos C57BL/6, 20 dias após a inoculação das células B16-F1 cronicamente expostas 
ao BDE-209 (1 nM). (A) Disseminação de metástase cerebral no vaso (seta maior) e no tecido
(seta menor). (B) Disseminação de metástase hepática e (C) Disseminação de metástase renal. 
Controle significa inoculação de células B16-F1 expostas ao veículo (DMSO). Barra de escala = 
50μm. Coloração hematoxilina e eosina. (A) N = 9, (B) N = 5 e (C) N = 5. FONTE: a autora (2023).
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3.4 RT-qPCR 

 

A análise da expressão gênica foi realizada em pulmão dos indivíduos 

inoculados com as células B16-F1 previamente expostas ao BDE-209 (1nM) e 

grupos controle (veículo), após 20 dias de metástase experimental. O objetivo 

principal foi explicar parcialmente o aumento observado na dispersão de 

metástases no pulmão de indivíduos inoculados com células B16-F1, 

previamente expostos ao BDE-209. Os genes Mmp2, Mmp9 e Mmp14 não foram 

afetados pela exposição ao BDE-209, mas uma regulação negativa da 

expressão gênica para ambos supressores tumorais Timp3 (74,14%) e Reck 

(39,13%) foi observada no grupo exposto ao BDE-209 em relação ao grupo 

controle (Figura 15). 

 
 

 

 

 

Figura 15. Expressão gênica do pulmão de camundongos Black C57BL/6, após 20 dias de 
metástase experimental. Os animais foram inoculados com células B16-F1 previamente 
expostas durante 15 dias ao BDE-209 (1nM) e DMSO (0,05%) no grupo controle. A expressão 
relativa do mRNA foi determinada pela média geométrica dos genes endógenos gliceraldeído 
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e β2-microglobulina (β2M). A expressão relativa foi 
normalizada pelo controle. Os dados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney (*) p 0,0571. 
N = 3 - 5 experimentos independentes foram realizados. FONTE: a autora (2023). 
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3.5 IMUNOFLUORESCÊNCIA  

 

Para avaliar a presença de células imunes no microambiente tumoral, 

foram realizadas coloração H&E e imunofluorescência. Pela coloração H&E 

foram observadas células tumorais (*) e infiltrado de células imunes (setas 

pretas) no grupo controle e no grupo BDE-209 (Figura 6 A e B). Porém, foi 

observado um aumento de células imunes no grupo BDE-209 (Figura 6B). Assim, 

para verificar a identidade das células imunes encontradas no microambiente 

tumoral, foi empregada imunofluorescência utilizando anticorpos específicos 

para linfócitos (CD3) e neutrófilos (Ly6G). 

 Como mostrado na Figura 16, os pulmões com células B16-F1 

previamente expostas ao BDE-209 (1 nM) e grupo controle apresentaram 

marcação para linfócitos (Figura 16 C e D) e neutrófilos (Figura 16 F-G), que 

foram encontrados próximos as células tumorais conforme observado na Figura 

16 C - G – seta branca. Entretanto, o número de linfócitos foi maior nas células 

B16-F1 previamente expostas ao BDE-209 do que no grupo controle (Figura 16 

C - D). O número de neutrófilos no microambiente tumoral não foi notavelmente 

afetado pelas células B16-F1 anteriores à exposição ao BDE-209 em 

comparação com o controle (Figura 16 E-H). A marcação de linfócitos e 

neutrófilos nos grupos P0, B16-F1 sem exposição e BDE- 209 na concentração 

de 0,1 nM não apresentaram diferenças significativas (Figura 17). 
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Figura 16. Infiltrado de células imunes no pulmão de camundongos C57BL/6 após 20 dias de 
metástase de melanoma evocado por B16-F1 não exposto ou exposto crônico ao BDE-209. (A 
– B) Coloração H&E. *: células tumorais. Seta preta: infiltração de células imunológicas. (C - 
D) Marcação de CD3 – Linfócitos. (F – G) Marcação de Ly6G - Neutrófilos. Número de linfócitos 
(E) e neutrófilos (H). Setas brancas - linfócitos ou neutrófilos. Barra: 50 μm. Os dados 
representam a média ± SEM. Controle (veículo) (N = 3); B16-F1 expostas previamente ao BDE-
209 (N = 4 – 5). ** p < 0,01 vs. Controle. FONTE: a autora (2023). 
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Figura 17. Infiltração de células imunes. (A – C) Coloração H&E. *: células tumorais. Seta preta: 
infiltração de células imunes. (D – F) Marcação de CD3 – Linfócitos. (G – I) Marcação de Ly6G - 
Neutrófilos. Número de linfócitos (J) e neutrófilos (K). Setas brancas - linfócitos ou neutrófilos. 
P0 (não tumoral); B16-F1 (pulmão de camundongos C57BL/6 após 20 dias de metástase de 
melanoma de células B16-F1 não expostas). BDE-209 0,1 nM (pulmão de camundongos 
C57BL/6 após 20 dias de metástase de melanoma de células B16-F1 previamente expostas a 
BDE-209 0,1 nM). Barra: 50 μm. Os dados representam a média ± SEM. N = 3 – 5. FONTE: a 
autora (2023). 
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4 DISCUSSÃO  
 

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram que a 

exposição de células de melanoma murino (B16-F1) a concentrações ambientais 

relevantes de BDE-209, apresentaram alterações fenotípicas, levando células 

B16-F1 a um perfil mais agressivo em estudos in vitro (MARCHI et al., 2021; 

SILVA FILHO et al., 2022), enquanto camundongos C57BL/6 expostos 

cronicamente ao BDE-209 mostrou maior suscetibilidade à disseminação de 

células B16-F10 in vivo (BRITO et al., 2020). No presente estudo, mostramos 

que as alterações do fenótipo celular relatadas por Silva Filho et al. (2022), 

também pode resultar em maior disseminação de células de melanoma in vivo, 

mesmo sem a exposição dos camundongos C57BL/6. Esses dados sugerem que 

o prognóstico da doença do melanoma em animais é afetado pelo BDE-209 de 

forma aditiva, aumentando ou estimulando o progresso da doença, corroborando 

a hipótese de que o BDE-209 pode alterar o prognóstico do câncer tipo 

melanoma. 

Essa nova abordagem sobre o papel dos Poluentes Orgânicos 

Persistentes (POPs) em doenças metabólicas ou não metabólica, não podem 

ser mais negligenciadas, uma vez que a compreensão da origem das doenças é 

um novo conceito que liga este tema a disfunções biológicas mais complexas. 

De acordo com Devi et al. (2020) e Hoffman et al. (2021), os POPs são 

substâncias químicas perturbadoras do metabolismo que podem levar a diversos 

problemas de saúde, como câncer, defeitos congênitos, disfunções do sistema 

imunológico, reprodutivo e nervoso; no entanto, poucos estudos descreveram os 

seus efeitos no prognóstico do câncer (BRITO et al., 2020; MARCHI et al., 2021; 

STEIL et al., 2022; SILVA FILHO et al., 2022). 

Embora os resultados tenham mostrado diferenças na contagem de 

nódulos, disseminação de metástases e estimulação imunológica no pulmão, a 

inoculação de células B16-F1 expostas ao BDE-209 não levou a alterações nos 

parâmetros bioquímicos sanguíneos e nos marcadores bioquímicos 

antioxidantes nos pulmões e no fígado. Por outro lado, a diminuição da 

peroxidação lipídica nos pulmões em animais inoculados com células B16-F10, 

também foram encontrados em indivíduos inoculados com as células B16-F1 

expostas ao BDE-209 (1 nM), foi o primeiro sinal de alteração do fenotípo 
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observado em células B16-F1 expostas ao polibromado. Essa semelhança de 

perfil entre as duas linhagens é um indicativo de que o BDE-209 pode interferir 

na modulação do fenótipo tumoral, e se aproximar do perfil encontrado nas 

células B16-F10 (controle positivo), que consistem em uma linhagem celular 

mais agressiva e metastática.  

A redução dos níveis de peroxidação lipídica nos pulmões dos animais, 

pode estar relacionada ao aumento de células tumorais nos pulmões. De acordo 

com Arslanbaeva et al. (2022), as células do melanoma utilizam mecanismos 

como UBIAD1 e CoQ10 na membrana plasmática que favorecem a 

sobrevivência e a proliferação das células, prevenindo a peroxidação lipídica e a 

morte celular. A enzima UB1AD1 produtora de CoQ10 neutraliza o estresse 

oxidativo e os eventos de peroxidação lipídica no melanoma cutâneo. 

Adicionalmente, também foi observada a baixa produção de 

hidroperóxidos lipídicos em células resistentes à ferropoptose, expressão 

consistente e sustentada das enzimas AKR1C1-3, responsáveis pela redução de 

peróxidos lipídicos e, consequentemente, ocasionando a inibição da morte 

celular favorecendo a progressão de cânceres malignos (POLLAK et al., 2007). 

Em células de melanoma metastático, a regulação/ativação de AKR1C1-C3 foi 

proposta como um mecanismo que envolve a inibição da morte celular 

ferroptótica através da redução dos níveis de peróxido lipídico (GAGLIARDI et 

al., 2019). 

As análises hematológicos revelaram o aumento na contagem de glóbulos 

brancos (leucócitos) e linfócitos em camundongos inoculados com células B16-

F1 previamente expostas ao BDE-209, sugerindo a estimulação inflamatória. 

Esta condição pode estar diretamente relacionada com a progressão do câncer 

de melanoma induzido por células B16-F1 previamente expostas ao BDE-209, 

confirmada pelo aumento da área colonizada por metástases nos pulmões. O 

melanoma é um tumor altamente imunogênico e sua interação com células 

imunes encontradas no microambiente tumoral desempenha um papel 

significativo no desenvolvimento de metástases (TUCCI et al., 2019). 

Diferentes fenótipos de células imunes infiltrantes de tumor podem 

exercer ações anti ou pró-metastáticas (HÖLZEL; TÜTING, 2016). Por exemplo, 

células T CD8+, dendríticas (DCs) e natural killer (NK) desempenham papéis 

essenciais na imunidade ativa a terapias antitumorais (WU et a., 2012); 
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inversamente, células T reguladoras (Tregs), neutrófilos N2 e macrófagos 

associados a tumores (TAMs) indicam supressão imunológica, que promovem a 

tumorigênese, bem como a angiogênese para irrigar a área tumoral (ZHOU et 

al., 2022). Essa complexidade de ações imunológicas nas áreas tumorais é 

orquestrada pela secreção de mediadores químicos pelas células tumorais ou 

estromais, que por sua vez alteram o fenótipo das células infiltrantes. É 

reconhecido que as células de melanoma secretam fator de  transformação 

crescimento  (TGF ), que induz a polarização para neutrófilos N2 (DREWES et 

al., 2017), proliferação de Treg (LAINÉ et al., 2021) e fenótipo TAM (THAM et al., 

2014). A análise de imunofluorescência do tecido pulmonar mostrou maior 

influxo de linfócitos nos tumores eliciados pelas células B16-F1 previamente 

expostas ao BDE-209, e que o tumor evoluiu mesmo em maior influxo destas 

células. Portanto, pode-se supor que o tratamento prévio com BDE-209 favoreça 

as células do melanoma a secretar mediadores que contribuem na polarização 

de leucócitos antiinflamatórios e pró-angiogênicos. 

Imagens ex vivo de pulmões e análises histológicas revelam o aumento 

da progressão das células B16-F1 após a exposição ao BDE-209, e inoculadas 

em camundongos C57BL/6. As alterações fenotípicas observadas in vitro (SILVA 

FILHO et al., 2022; MARCHI et al., 2021), caracterizando essas células como 

mais metastáticas após a exposição crônica ao BDE-209, se confirmam pelo 

aumento da colonização metastática no pulmão dos camundongos inoculados. 

A semelhança observada com a colonização metastática encontrada no grupo 

controle positivo (inoculação de células B16-F10), é outra evidência de que o 

BDE-209 é capaz de interferir com o desenvolvimento do melanoma, 

aumentando a malignidade das células que desempenha um papel substancial 

na disseminação de metástases para o pulmão de indivíduos não expostos ao 

poluente.  

Um aumento na disseminação de metástases foi também descrito por 

Brito et al. (2020) em camundongos cronicamente expostos via oral ao BDE-209 

e posteriormente inoculados com células do melanoma murino B16-F10. Embora 

o desenho experimental de ambos os experimentos sejam distintos, fica claro 

que o polibromado BDE-209 é capaz de alterar o prognóstico da doença tanto 

pela exposição do animal como da célula tumoral. Portanto, os dados sugerem 

que as concentrações ambientalmente relevantes de BDE-209, presentes em 
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amostras biológicas, podem estar envolvidas com um aumento na progressão 

do câncer de melanoma, o que pode mudar substancialmente a relevância da 

exposição a esse tipo de poluente para o risco de exposição humana.  

O mecanismo para explicar a maior invasividade das células B16-F1 após 

exposição ao BDE-209 observada no pulmão, foi descrito por Silva Filho et al. 

(2022). Segundo os autores, a regulação negativa da E-caderina e a regulação 

positiva da expressão do gene da vimentina indicam alterações que favorecem 

a transição epitelial-mesenquimal, enquanto a regulação positiva dos genes 

Mmp2, Mmp9, Mmp14 e Pgk1 ou a regulação negativa dos genes Timp2, Timp3 

e Reck, podem favorecer um estado mais metastático das células B16-F1. 

Consequentemente, a redução de supressores tumorais como de Timp3 e Reck 

do pulmão de camundongos inoculados com células B16-F1 confirma in vivo os 

resultados in vitro, indicando o potencial do BDE-209 em alterar a progressão do 

melanoma.  

TIMPS são proteínas inibidores teciduais de metaloproteinases que 

regulam diferentes proteínas e em consequência, a homeostase tecidual. De 

acordo com Jackson et al. (2017), essas proteínas estão intimamente 

relacionadas a vários processos de câncer, como invasão, angiogênese e 

inflamação. Nesse trabalho, foi observada a redução da expressão gênica de 

TIMP3, o que pode estar associada com atividades pró-inflamatórias, maior 

colonização e invasividade das células do melanoma murino. Em camundongo 

nude, foi observado que a expressão de TIMP3 reduziu o crescimento tumoral, 

a angiogênese e a infiltração de macrófagos de tumores BLM (linhagem celular 

de melanoma) (DAS et al., 2014). Além disso, casos de melanoma cutâneo 

primário com linfonodo compatível ou transitório (estágio III) e metástase à 

distância (estágio IV), mostram que a expressão do inibidor tecidual da 

metaloproteinase-3 (TIMP3) diminui durante a progressão do melanoma (DAS et 

al., 2016), corroborando com os dados do presente estudo.  

A proteína rica em cisteína indutora de reversão com motivos kazal 

(RECK) é um inibidor endógeno de muitas proteínas que promovem invasão, 

metástase e progressão tumoral (SHEN et al., 2018; ZHANG, 2015). Portanto, a 

redução da expressão gênica de Reck nos pulmões dos animais, após 

metástase experimental com a inoculação de células de melanoma murino (B16-

F1) expostas ao BDE-209, também pode estar relacionada ao aumento da área 
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colonizada por metástases de melanoma encontradas no pulmão. Análises da 

expressão de RECK em biópsias de pele, incluindo casos de melanoma maligno 

cutâneo (CMM) mostram uma redução do CMM positivo para RECK, enquanto 

que todos os casos avaliados de nevo melanocítico benigno (BMN) 

apresentaram positividade em diferentes níveis de RECK (ZHANG, 2015). 

Recentemente, estudos do nosso grupo mostraram que a alteração da 

expressão do gene Reck em melanoma murino (células B16-F1 e B16-F10) foi 

observada após exposição ao BDE-209 e a mistura de BDE-47 + BDE-99 (SILVA 

FILHO et al., 2022; STEIL et al., 2021), corroborando os resultados obtidos nesse 

trabalho. Esses dados estão de acordo com os achados do presente estudo. No 

entanto, com base nos dados descritos acima, com o objetivo de compreender 

melhor o papel dos poluentes orgânicos no desenvolvimento e prognóstico tanto 

de doenças metabólicas como não metabólicas, faz-se necessário o 

desenvolvimento de estudos mecanísticos. 

Embora o aumento da disseminação de metástases no pulmão após a 

inoculação de células expostas ao BDE-209 revele sérios efeitos notórios na 

progressão do melanoma, a ocorrência de metástases cerebrais em 88,8% dos 

animais, é motivo de preocupação e corrobora as alterações fenotípicas em 

decorrência à modulação da exposição ao BDE-209 o progresso do melanoma. 

O melanoma é a terceira causa mais comum de metástases cerebrais, depois 

do câncer de pulmão e de mama, e essas são responsáveis por 95% das mortes 

(NICHOLAS et al., 2013). O estudo de Brito et al. (2020) revelou que a exposição 

oral prévia dos animais ao BDE-209, modula a disseminação metastática do 

melanoma no pulmão, cérebro, fígado, gônadas e rim de camundongos Black 

C57BL/6, inoculados com células B16-F10.  

Diferente do realizado por Brito et al. (2020), no corrente estudo, os 

animais não foram expostos ao BDE-209, mas apenas às células B16-F1 durante 

15 dias antes da inoculação. Apesar das células B16-F1 apresentarem menor 

capacidade metastática comparativamente às células B16-F10, os resultados 

semelhantes de disseminação de metástases para outros órgãos e tecidos 

corroboram as alterações fenotípicas descritas por Silva Filho et al. (2022), e 

sugerem uma mudança no prognóstico da doença, que é afetada de duas 

formas, pela exposição apenas do indivíduo ou pela exposição apenas da célula. 

Em termos reais, o que observamos é a ocorrência de ambas as situações, pois 



84 
 

    
  

o indivíduo ao ser exposto ao poluente, e se já for acometido pela doença vai 

apresentar um efeito aditivo da exposição do indivíduo e da célula tumoral. 

Nesse caso, teoricamente o resultado pode ser maior que o observado tanto no 

experimento realizado por Brito et al. (2020) como o do presente estudo, visto 

que ambas as situações favorecem a disseminação das metástases. Esta nova 

abordagem coloca em evidência os limites seguros de exposição a poluentes 

orgânicos como os polibromados para a população humana e amplia a discussão 

sobre o risco do meio ambiente para a saúde humana. 

 
5 CONCLUSÃO  

 

Em geral, o presente estudo mostrou que o BDE-209 nas concentrações 

testadas não é citotóxico para células de melanoma, mas induz um conjunto de 

respostas in vivo que, juntas, demonstram o potencial desse poluente ambiental 

em modular a progressão e o prognóstico da doença melanoma. Dessa forma, 

o aumento da área colonizada por metástases nos pulmões, presença de 

metástases no cérebro dos camundongos, a redução dos supressores tumorais 

(Timp3 e Reck), a redução da peroxidação lipídica e aumento da resposta 

inflamatória local e sistêmica, apresentam evidências de que o papel dos 

poluentes orgânicos na progressão do câncer não pode ser descartado. 
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CAPÍTULO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Alteração fenotípica de células B16-F1 pela exposição de BDE-209 para 
um perfil mais agressivo e quimiorresistente in vivo 
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RESUMO 
 

A indução a metástases e a resistência a múltiplas drogas (MDR), são os 
principais fatores que dificultam o sucesso do tratamento do câncer. O melanoma 
é um tipo de câncer de pele agressivo devido a sua alta capacidade metastática 
e rápida progressão para outros tecidos e órgãos. O 2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-
decabromodifenil éter (BDE-209) é um aditivo muito utilizado principalmente em 
plásticos, com a função de retardar chamas. Esse composto é classificado como 
poluente orgânico persistente, abrangendo características de natureza lipofílica, 
com a capacidade de bioacumular nos tecidos, percorre a longas distâncias e de 
difícil degradação. Visto que a exposição ao BDE-209 pode ocorrer desde a fase 
fetal e se estender ao longo da vida do indivíduo, esse poluente ambiental reflete 
grande preocupação, em termos de saúde pública. Assim, devido à onipresença 
desse composto e com base em resultados recentes do nosso grupo de 
pesquisa, buscamos investigar em estudo in vivo o papel do BDE-209 na 
progressão, malignidade e seu efeito no tratamento quimioterápico com a 
dacarbazina. A concentração utilizada do BDE-209 é ambientalmente relevante, 
com base em concentrações de amostras biológicas humanas. Primeiramente, 
as células B16-F1 de melanoma murino foram expostas ao BDE-209 durante 15 
dias. Em seguida, camundongos da linhagem C57BL/6 foram submetidos ao 
ensaio de metástase experimental, onde as células previamente tratadas foram 
inoculadas via veia caudal. Em grupos selecionados foi administrado o 
tratamento quimioterápico com dacarbazina in vivo, nos animais inoculados com 
as células B16-F1 previamente expostas ao BDE-209. Após o período de 
metástase experimental (20 dias), foram avaliados diferentes parâmetros. A 
inoculação das células B16-F1 expostas ao BDE-209 nos animais, e o grupo 
inoculado com as células B16-F1 previamente expostas ao BDE-209 e posterior 
administração do tratamento quimioterápico, apresentaram o aumento 
significativo da massa pulmonar, metástases colonizadas na superfície dos 
pulmões, índice de lesões metastáticas nas análises histológicas e a redução do 
supressor tumoral Timp3. Também foi observado no pulmão e fígado dos 
camundongos a diminuição de tióis não proteicos.  Nos animais inoculados com 
as células B16-F1 expostas ao BDE-209 foi encontrado uma maior expressão de 
proteínas do extrato de proteínas totais do pulmão dos camundongos, quando 
comparado ao controle. Adicionalmente, no mesmo grupo de animais, houve a 
superexpressão de Abcb1, principal transportador ABC de resistência a múltiplas 
drogas, bem como a diminuição da expressão de Abcc4 e Cd44 e o aumento do 
tamanho das vesículas extracelulares (VEs) do plasma. O tamanho das 
vesículas também foi aumentado no grupo exposto previamente ao BDE-209 
com administração do quimioterápico dacarbazina e o aumento da expressão de 
Abcc4 e Cd44 foi observada.  Portanto, esses dados sugerem que o potencial 
efeito do BDE-209 na modulação fenotípica de células de melanoma murino 
(B16-F1) interferem in vivo na progressão tumoral e no tratamento do melanoma.  
 
Palavras-chave: Deca-BDE.  Quimiorresistência, Abcb1. Vesículas 
extracelulares. Progressão tumoral. Timp3. 
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ABSTRACT 
 
 

The induction of metastasis and resistance to multiple drugs (MDR) are the main 
factors that hinder the success of cancer treatment. Melanoma is an aggressive 
type of skin cancer due to its high metastatic capacity and rapid progression to 
other tissues and organs. The 2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'- decabromodiphenyl ether 
(BDE-209) is a commonly used additive in plastics, primarily used as a flame 
retardant. This compound is classified as a persistent organic pollutant, 
possessing lipophilic properties, the ability to bioaccumulate in tissues, travel long 
distances, and resist degradation. Given that exposure to BDE-209 can occur 
from the fetal stage and extend throughout an individual's life, this environmental 
pollutant raises significant concerns in terms of public health. Therefore, based 
on recent results from our research group and due to the ubiquity of this 
compound, our goal is to investigate the role of BDE-209 in progression, 
malignancy, and its effect on chemotherapy with dacarbazine in an in vivo study. 
The concentration of BDE-209 used is environmentally relevant, based on 
concentrations found in human biological samples. Initially, murine melanoma 
B16-F1 cells were exposed to BDE-209 for 15 days. Subsequently, C57BL/6 mice 
were subjected to an experimental metastasis assay, where previously treated 
cells were inoculated via the caudal vein. In selected groups, in vivo 
chemotherapy with dacarbazine was administered to the animals inoculated with 
B16-F1 cells previously exposed to BDE-209. After the experimental metastasis 
period (20 days), different parameters were evaluated. Inoculation of B16-F1 
cells exposed to BDE-209 in the animals and the group inoculated with B16-F1 
cells previously exposed to BDE-209 and subsequently administered 
chemotherapy showed a significant increase in lung mass, colonized lung surface 
metastases, metastatic lesion index in histological analyses and a reduction in 
the tumor suppressor Timp3. Decrease of non-protein thiols was also observed 
in the lungs and livers of the mice. In the animals inoculated with B16-F1 cells 
exposed to BDE-209, higher expression of proteins in the total lung protein 
extract was found compared to the control. Additionally, in the same group of 
animals, there was overexpression of Abcb1, the main ABC transporter for multi-
drug resistance, as well as a decrease in the expression of ABCC4 and CD44 
and an increase in the size of extracellular vesicles (EVs) in the plasma. 
Increased vesicle size was also observed in the group previously exposed to 
BDE-209 with dacarbazine administration and an increase in the expression of 
ABCC4 and CD44 was noted. Therefore, these data suggest the potential effect 
of BDE-209 on the phenotypic modulation of murine melanoma cells (B16-F1) in 
vivo, influencing tumor progression and melanoma treatment. 
 
 
Keywords: Deca-BDE.  Chemoresistence. Abcb1. Extracellular vesicles (EVs). 
Tumor progression. Timp3. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A resistência aos medicamentos anticâncer em células cancerígenas é 

um processo complexo, responsável pela falha ao tratamento por agentes 

quimioterápicos comuns nos diferentes tipos de câncer. Diferentes fatores 

podem estar envolvidos e influenciar no mecanismo de resistência aos 

medicamentos, como a heterogeneidade tumoral, microambiente tumoral, 

inativação dos medicamentos anticâncer, resistência a múltiplas drogas (MDR), 

redução da absorção dos medicamentos, inibição da morte celular, amplificação 

gênica e alteração epigenética (ASSARAF et al., 2019; MANSOORI et al., 2017). 

Nas últimas décadas, uma ampla gama de métodos de tratamentos contra o 

câncer tem sido desenvolvidos, no entanto, a quimioterapia continua sendo o 

principal procedimento utilizado para o tratamento do câncer. Alguns dos 

quimioterápicos comumente administrados podem ser de diferentes classes 

como antimetabólitos, agentes alquilantes, agentes do fuso mitótico e inibidores 

da topoisomerase (BUKOWSKI; KCIUK; KONTEK, 2020). 

O melanoma é o tipo de câncer de pele mais agressivo e atualmente, 

resistente a todas as variedades de terapias contra o câncer, impactando de 

forma sutil na taxa de sobrevivência global do paciente, quando existente. Os 

mecanismos de resistência do melanoma, são os responsáveis pela baixa 

efetividade do tratamento quimioterápico (RASS; HASSEL, 2009; SOENGAS; 

LOWE, 2003). A dacarbazina é um agente quimioterápico utilizado com muita 

frequência no tratamento para o câncer de melanoma. Esse quimioterápico 

pertence a classe de medicamento anticâncer alquilante, que leva a morte de 

células cancerígenas pela adição de um grupo alquil ao DNA da célula 

(DEMETRI et al., 2017; TARHINI et al., 2006). 

Estudos bioquímicos, funcionais e genéticos tem demonstrado que as 

células de melanoma desenvolvem resistência a diferentes medicamentos 

quimioterápicos, reprogramando as vias de sobrevivência, proliferação e evasão 

da apoptose durante a progressão da doença (SOENGAS; LOWE, 2003). O 

reparo do DNA e a resistência a múltiplas drogas (MDR) são outros mecanismos 

de resistência abordados no câncer de melanoma (RASS; HASSEL, 2009). A 

principal causa de resistência a múltiplas drogas em câncer humano é 

decorrente da expressão e função de diferentes transportadores ABC, que 
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transportam medicamentos anticâncer das células, reduzindo o acúmulo de 

drogas nas células neoplásicas, prejudicando o tratamento. No contexto do 

melanoma, um conjunto de transportadores ABC, incluindo ABCCA9, ABCB1, 

ABCB5, ABCB8, ABCC1, ABCC2 e ABCD1, podem estar relacionados ao 

mecanismo de resistência contra diversos medicamentos anticâncer (CHEN et 

al., 2009). Estudos recentes revelam que os transportadores ABC também 

desempenham funções adicionais na biologia tumoral, com o transporte de 

moléculas que favorecem o tumor e também com moléculas que impactam a 

agressividade e o prognóstico do câncer (MURIITHI et al., 2020). Outro fator 

importante para a progressão tumoral são as vesículas extracelulares (VEs), que 

sequestram substâncias moleculares do citoplasma e as transportam como 

mensageiros para as células-alvo. Essas vesículas podem transportar diferentes 

moléculas incluindo proteínas, DNA, RNA e microRNA provenientes de células 

cancerígenas que podem afetar o crescimento, angiogênese, progressão e 

disseminação metastática do tumor (CHENG et al., 2021; LATTMANN; 

LEVESQUE, 2022).  

Poluentes ambientais como os Éteres difenílicos polibromados (PBDEs) 

tem sido relacionado com a malignidade e progressão do câncer de melanoma 

(STEIL et al.,2022; SILVA FILHO et al., 2022). Dentre os congêneres dos 

PBDEs, incluem-se o decabromodifenil éter (BDE-209), um retardante de 

chamas amplamente utilizado pelas indústrias, principalmente em plásticos com 

a função de controlar a combustão. Esse composto, entrou para a lista dos 

Poluentes Orgânicos Persistentes (POPs) (2017), devido às suas características 

de bioacumular em tecidos, por ser uma molécula lipofílica, percorrer a longas 

distâncias e persistente no ambiente (CHOU et al., 2019; STOCKHOLM 

CONVENTION, 2019; YU et al., 2015).   

A população humana pode estar exposta aos polibromados por diferentes 

vias, onde se destaca a inalação de poeira doméstica, ingestão oral, contato 

dérmico, ou solo contaminado (WU et al., 2020). Estudos recentes do nosso 

grupo de pesquisa, mostram que poluentes ambientais podem modular a 

atividade e expressão dos transportadores ABC. O BDE-209 está relacionado 

com o aumento da expressão de transportadores ABC como de Abcb1 e Abcc4, 

enquanto que o TCDD com o Abcb5, Abcc1 e Abcc4 (MARCHI et al., 2021). 

Roque et al. (2023), mostram que uma mistura complexa de pesticidas e 
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metabólitos modulam in vitro a expressão de transportadores ABC como Abcb1, 

Abcc1 e Abcc4. Nesse contexto, em que poluentes ambientais podem favorecer 

o desenvolvimento do câncer de melanoma, nosso objetivo é avaliar se o BDE-

209 pode modular o fenótipo das células de melanoma murino (B16-F1), 

interferindo no tratamento quimioterápico in vivo com a Dacarbazina e 

consequentemente, no prognóstico da doença. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 ÉTER DECABROMODIFENÍLICO (BDE-209)  

 

A preparação da solução de BDE-209 (1 nM) foram preparadas da mesma 

forma, como descrito na seção 2.1 do Capítulo I.  

 

2.2 CULTIVO DE CÉLULAS B16 

 

As células foram cultivas como mencionadas no Capítulo I, na seção 2.2. 

 

2.3 EXPOSIÇÃO DAS CÉLULAS B16-F1 AO BDE-209 IN VITRO 

 

A exposição das células de melanoma murino (B16-F1) durante 15 dias 

ao BDE-209, estão descritas na seção 2.3 do Capítulo I. 

 

2.4 METÁSTASE TUMORAL DE MELANOMA MURINO (B16-F1) 

 

 Os procedimentos envolvidos para o desenvolvimento de metástase 

experimental in vivo, foram realizados conforme descrito na seção 2.4 do 

Capítulo I. 

 

2.5 TRATAMENTO QUIMIOTERÁPICO COM A DACARBAZINA (DTIC) EM 

CAMUNDONGOS C57BL/6 

 

Após a inoculação das células de melanoma murino (B16-F1) expostas 

durante 15 dias ao BDE-209, alguns grupos de animais foram administrados com 
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o tratamento quimioterápico com a dacarbazina (DTIC). O tratamento 

quimioterápico in vivo com a Dacarbazina, iniciou-se após o quinto dia da 

inoculação das células B16. A aplicação do quimioterápico foi realizada via 

intraperitoneal (40 mg.Kg-1) a cada três dias após a primeira aplicação, 

totalizando em 5 aplicações. Ao final dos 20 dias de metástase experimental, os 

animais foram eutanasiados e então coletado o sangue, pulmão, cérebro, fígado, 

rim e ovário para as análises biológicas. Os grupos experimentais estão descritos 

na TABELA 4. 

  

TABELA 4. GRUPOS EXPERIMENTAIS (IN VIVO) 

 

Tratamento 
 

Grupos experimentais 
 

N amostral 
I C0/P0 (animais sem inoculação de células) – animais saudáveis. 

Nos gráficos não são considerados nas análises estatísticas. 
5 

II B16-F10 (inoculação de células B16-F10) 5 

III B16-F1 (inoculação de células B16-F1) 5 

IV Veículo (DMSO) (inoculação de células B16-F1 expostas ao 
DMSO) 

10 

V BDE-209 1 nM (inoculação de células B16-F1 expostas ao BDE-
209 a concentração de 1 nM). 

10 

VI Veículo + DTIC (inoculação de células B16-F1 expostas ao 
DMSO e tratamento quimioterápico com a Dacarbazina in vivo). 

10 

VII BDE-209 1 nM + DTIC (inoculação de células B16-F1 expostas 
ao BDE-209 a concentração de 1 nM e posterior tratamento 
quimioterápico in vivo com a Dacarbazina). 

10 

Total  55 

FONTE: a autora (2023). 

 

2.6 ENSAIOS IN VIVO 

 

2.6.1 Biomarcadores bioquímicos em tecidos 

 

Fragmentos dos pulmões e do fígado foram homogeneizados em 

TissueLyser II (Qiagem), por 3 minutos a uma frequência de 25 Hz, em tampão 

Tris-HCl 20 mM, EDTA 1 mM, PMSF (Fhenylmtehylsulfonyl fluoride) 1 mM (pH 

7,6). Centrifugados a 12.000 g por 20 minutos, 4°C para os seguintes 

biomarcadores bioquímicos: (i) tióis não proteicos (TNP) (SEDLAK; LINDSAY, 

1968), (ii) glutationa-S-transferase (GST) (KEEN et al., 1976) e (iii) catalase 

(CAT) (AEBI, 1984). O sobrenadante do conteúdo de proteína foi medido pelo 
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método de Bradford (1976) 595 nm em Varioskan Lux (Thermo Scientific), e a 

concentração de proteína foi normalizada para 1 mg/mL para atividade 

enzimáticas.  

 

2.6.2 Análise de vesículas extracelulares (VEs) em plasma  

 

A purificação das vesículas extracelulares grandes (Large extracelular 

vesicles - LEVs), foi realizada de acordo com Sana et al. (2023) com 

modificações.  O sangue dos camundongos foi coletado em tubos contendo 

EDTA, homogeneizados em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 2500 xg por 15 minutos a 10ºC. O sobrenadante foi 

passado para um novo tubo e repetido a centrifugação. O volume do plasma 

obtido para cada animal foi registrado. As amostras foram diluídas em 1 mL de 

PBS estéril. Em seguida, as amostras foram centrifugadas 11.000 xg por 2 horas 

para obtenção das microvesículas (Large extracelular vesicles - LEVs) 

(majoritariamente microvesículas) (pellet). As amostras de LEVs foram 

ressuspendidas em 50μL de PBS. Leituras de 60 s de captação foram feitas em 

triplicata em temperatura ambiente. O tamanho das VEs foram determinadas por 

análise de rastreamento de nanopartículas (Nanoparticle Tracking Analysis - 

NTA - NanoSight LM10, Malvern, U.K.). Os dados de média e moda do diâmetro 

das vesículas e a concentração de partículas e proteínas foram avaliados.  

 

2.6.3 Análises de progressão tumoral 

  

Os pulmões foram fotografados frente e verso e capturadas as imagens 

com a câmera Axiocam 503, Zeiss acoplado ao estereomicroscópio 

(Discovery.V12, Zeiss e o software Zen pro 2.6 Zeiss). A escala de 2000 μm foi 

utilizada como referência do tamanho dos pulmões. As fotografias dos pulmões 

foram analisadas pelo software ImageJ (Fiji), quantificando a área total dos 

pulmões e a área colonizada por metástases. Assim segundo o modelo, quanto 

maior o número ou área de metástases, resulta na maior colonização das células 

tumorais inoculadas.  
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2.6.4 Análises histopatológicas  

 

Para as análises histológicas, os pulmões foram fixados por 4 horas em 

paraformaldeído a 4% (EMS – Hatfield, EUA) diluído em PBS. As amostras foram 

desidratadas em série graduada de etanol, diafanizadas em xilol e a inclusão foi 

realizada em Paraplast Plus (Merck - Darmstadt, Alemanha). Cortes de 5 μm 

foram feitos e corados com Hematoxilina-Eosina para a análise de lesões 

metastáticas. As imagens foram obtidas no microscópio BX51 (Olympus). 

Para avaliação histológica foi elaborado um índice que permite 

diferenciar e quantificar as lesões metastáticas, baseado no índice descrito por 

Bernet e colaboradores (1999). Inicialmente, as alterações foram classificadas 

em 4 diferentes padrões de reação. Os padrões 1 e 2 representam distúrbios 

circulatórios e alterações regressivas, esse tipo de lesão pode ser revertido em 

tecidos normais, porém frequentemente são encontrados em lesões pré-

neoplásicas (DALECK et al., 2016; KLEIN et al., 2011; NISHIYA et al., 2016). Os 

padrões 3 e 4, dizem respeito ao tipo e localização tumoral e anormalidades 

celulares que podem contribuir para um pior prognostico, ou até mesmo a 

disseminação das células tumorais (HASLETON et al., 2013; KLEIN et al., 2011; 

STEVENSON et al., 2023).  

Além disso, mesmo dentro dos padrões de reação é possível discriminar 

parâmetros individuais, estabelecendo lesões específicas. A relevância dessas 

lesões depende da sua importância, quanto mais grave a lesão, maior será o 

fator de importância. Nesse estudo foram utilizados os fatores de importância de 

1 a 3. Adicionalmente, cada alteração foi avaliada por um score que variou entre 

0 a 6, dependendo do grau e extensão dessa alteração (TABELA 5).  Um total 

de 10 campos por lâminas foram avaliados.  

 

 

 

 

 

 



94 
 

    
  

TABELA 5. EXTENSÃO DE CADA ALTERAÇÃO DE ACORDO COM O SCORE 

 
Score 

  
Frequência no 

tecido 
0 inexistente 
1 1-16% 
2 17-33% 
3 34-49% 
4 50-65% 
5 66-81% 
6 82-100% 

FONTE: a autora (2023). 

 

O cálculo considera a soma das alterações, ou seja, dos padrões de 

alterações (rp) e do fator de importância (w), multiplicados pelo valor do score 

(a), conforme apresentado na equação a seguir: 

 

 

 

 

 

As alterações avaliadas foram compiladas na  TABELA 6. 
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TABELA 6. FERRAMENTAS DE AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA PARA LESÕES 
METASTÁTICAS 

Padrão de reação Alteração 
Fator de 

Importância 
(W: 1-3) 

Valor do 
score 

(a: 0-6) 
Distúrbios 

circulatórios 
(tecido total) 

1 
Hemorragia/Hiperemia/Aneurisma 1  

Edema Intercelular 1  

Mudanças 
regressivas 2 

Hiperplasia 1  
Metaplasia  2  

Tipo e 
localização 

tumoral 
3 

Borda pulmão 1  
Interior pulmão 2  
Falta de delimitação do tumor 3  
Células fusiformes ou redondas 1  
Células epitelióides 2  
Amelanótico 2  
Melanótico 1  

Mudanças 
Progressivas 4 

Pleomorfismo 1  
Núcleo polimórfico 2  
Macrocariose 2  
Anisocariose 2  
Agregação anormal da cromatina 2  
Relação núcleo-citoplasma 
aumentado 3  

2 ou + Núcleos hipercromáticos 3  
Figuras mitóticas 3  
Angiogênese 3  
Indice mitótico 3  

FONTE: a autora (2023). 

 

2.6.5 Expressão gênica (RT-qPCR) 

 

A expressão gênica relativa de Mmp2, Mmp9, Mmp14, Timp3, Reck, 

Abcb1, Abcc1 e Abcc4 foi detectada usando RT-qPCR, em pulmões de 

camundongos após a exposição ao BDE-209, durante 15 dias em células de 

melanoma murino (B16-F1) e posterior inoculação nos animais para metástase 

experimental (20 dias). A extração de RNA total foi realizada com o mini-Kit RNA 

Purelink™ (Invitrogen, ref. 12183018A) com uma etapa adicional usando o 

reagente Trizol (Invitrogen, ref. 15596026). As amostras foram lisadas e 

homogeneizadas em TissueLyser II (Qiagem), por 3 minutos a uma frequência 

de 25 Hz.  
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Quantifluor® (Promega, ref. E2671) foi usado para quantificar o RNA 

extraído. A avaliação da qualidade do RNA total foi realizada pela verificação da 

pureza, usando a razão Abs260/Abs280 para verificar o grau de contaminação 

por proteínas e a razão Abs260/Abs230 para verificar o grau de contaminação 

por fenol e outros contaminantes, com valores limite de ~2,0 e 1,8 -2,2, 

respectivamente (DESJARDINS; CONKLIN, 2011). Para verificar a integridade 

do RNA foi utilizada a eletroforese em gel de agarose.  

O material foi convertido em cDNA usando SuperScript™ IV First-Strand 

Synthesis System (Invitrogen, ref. 18091050) e a concentração de 20 ng de 

cDNA e 500 nM de primers para cada reação foi ajustada em volume final de 10 

μL. Para amplificação em tempo real, PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 

(Invitrogen, ref. A25776) e StepOnePlus™ Real-Time PCR System, foram 

usados em amostras de pelo menos três experimentos independentes realizados 

em triplicatas.  

As sequências de primers estão listados a seguir (TABELA 7). Os 

resultados relativos da quantificação da expressão gênica foram normalizados 

em níveis de transcrição de Gapdh e Beta-2-microglobulina como genes de 

referência (média geométrica), estabelecendo comparações dos níveis de 

expressão entre os genes alvos de cada amostra analisada. 
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TABELA 7. INFORMAÇÕES DOS PRIMERS 
 

Gene 
 

GenBank 
 

Primers - F (forward) and R (reverse) 
 

Amplicon 
(bp) 

Metaloproteínase de Matriz 2 
(Mmp2) NM_008610 

F - 5′ TGACCGGGATAAGAAGTATGG 3′ 
 R - 5′ ACTTGTTGCCCAGGAAAGTG 3′  110 

Metaloproteínase de Matriz 9 
(Mmp9) NM_013599 

F - 5′ TGACAAGAAGTGGGGTTTCTG 3′ 
 R - 5′ GGCACGCTGGAATGATCTA 3′  101 

Metaloproteínase de Matriz 14 
(Mmp14) NM_008608 

F - 5′ TATGGGCCCAACATCTGTG 3′ 
R - 5′ TCCATCACTTGGTTATTCCTCA 3′ 113 

Inibidor tessidual de 
metaloproteínase 3 (Timp3) NM_011595 

F - 5’ACCTCACCTCCTTCCCATC3′ 
R - 5’CCAGTGCTAAATTTGCAAGAAA3′ 100 

Proteína rica em cisteína 
indutora de reversão com 
motivos Kazal (Reck) 

NM_016678 
F - 5′ ATAGGCTGCAAACCCATCAT 3′ 
R - 5′ TGTCACCTTAGCAATAGTGTCCA 3′ 108 

Antígeno Cd44 (Cd44) NM_001039151 
F - 5′ AAGTACCGGTCCATCTTCCA 3′ 
R - 5′ CTAAGGCCACACTGATGTGC 3′ 100 

Transportador de membrana 
Subfamília B Membro 1 (Abcb1) NM_011075 

F - 5´ CTACCTGTTGGTCTATGC 3´ 
R - 5´ GACAGTAAGCACTTCTCC 3´ 97 

Transportador de membrana 
Subfamília C Membro 1 (Abcc1) NM_008576 

F - 5’GAACCTCCCACACTGAATGG3’ 
R - 5’GGGCTGACAGCAGAGATGAC3’ 103 

ATP-Binding Cassette 
Subfamily C Member 4 (Abcc4) NM_001163676 

F - 5´ GGCTTCAAGGCCTACAAGAA 3´ 
R- 5´ AAGCCACCAGTCCTGAAGAA 3´ 117 

β2-microglobulina (β2M) (gene 
endógeno) NM_009735 

F - 5’CGAGACATGTGATCAAGCATC3’ 
R - 5’GCTATTTCTTTCTGCGTGCAT3’ 110 

Gliceraldeído 3-fosfato 
desidrogenase Gapdh (gene 
endógeno) 

NM_001411840.
1 

F - 5’AGAACATCATCCCTGCATCC3’ 
R - 5’ ACATTGGGGGTAGGAACACG3’ 109 

FONTE: a autora (2023). 

 

2.6.6 Western Blot (WB) 

 

Após a exposição in vitro ao BDE-209 e posterior inoculação em 

camundongos para metástase experimental durante 20 dias, as proteínas do 

tecido do pulmão foram extraídas e lisadas em tampão contendo 50 mM Tris-

HCl pH 7,4; 150 mM NaCl, 1 mM de DTT; 2 mM de EDTA e 0,5 mM de PMSF. 

Posteriormente, o homogenato foi incubado por 60 minutos à 4ºC sob agitação 

constante e clarificado o extrato por centrifugação 10.000g, durante 20 minutos 

à 4ºC. Em seguida, as proteínas totais foram quantificadas no leitor de 

microplacas VarioSkan Lux em μPlate por espectrofotometria à 280 nm e então 

normalizadas para 10 mg/mL no tampão de homogeneização. Amostras de 

proteína de 40 μg foram processadas em gel de poliacrilamida SDS a 12% e 

depois transferidas para membranas de nitrocelulose (A29432624; GE 

Healthcare Life Science, Germany).  

As membranas foram bloqueadas em leite em pó desnatado a 5%, 

durante 1 h. Após lavagens com PBS-T (Tween 0,1%) por 5 minutos em 

temperatura ambiente sob agitação leve e constante, as membranas foram 

incubadas overnight (16h) com o anticorpo primário: anti-actina policlonal 
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produzido em coelho (Sigma-Aldrich A2103); anti-MMP2 policlonal produzido em 

coelho (Sigma-Aldrich SAB4501891), anti-MMP9 policlonal produzido em coelho 

(Sigma-Aldrich AV33090); ou anti-TIMP3 policlonal produzido em coelho (Sigma-

Aldrich SAB4502973).  

O anticorpo secundário utilizado após diferentes testes foi o anti-coelho, 

HRP (Promega, Ref: W4011) na diluição de 1:5000, por 1 hora.  Após a 

revelação quimioluminescente, foi realizado o stripping em cada membrana e 

incubado com o alvo de referência anti-GAPDH monoclonal produzido em 

camundongo (SC 32233) e o secundário e anti-camundongo HRP (Sigma-

Aldrich A5153). Os softwares Image J e GraphPad Prism 8 foram usados para 

analisar os resultados. 

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Para os ensaios in vivo, foram empregados de 5 à 10 animais por grupo 

experimental. Os dados foram primeiramente testados quanto à normalidade dos 

resíduos e homocedasticidade das variâncias, utilizando o teste de Shapiro-Wilk 

e Bartlett, respectivamente. Os dados paramétricos foram analisados usando 

ANOVA de uma via seguido pelo teste de Sidak’s teste de múltiplas 

comparações e expressos como média. Dados não paramétricos foram 

avaliados usando Kruskal-Wallis seguido do pós teste de Dunn's. Ambos usando 

o software GraphPad Prism 8.0.1. O valor de p < 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo.  

 

3 RESULTADOS 
 

3.1 PARÂMETROS BIOMÉTRICOS  

 

Nas análises biométricas foram observadas diferenças para o peso do 

pulmão dos camundongos inoculados com as células B16-F10 (controle positivo) 

comparativamente com os animais inoculados com as células B16-F1 (76,61 %) 

e também do grupo veículo, onde os animais foram inoculados com células B16-

F1 expostas ao DMSO (103,77 %) (Figura 18 A). Aqueles animais inoculados 

com células B16-F1 expostas previamente por 15 dias ao BDE-209 na 
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concentração de 1 nM, apresentaram o aumento do peso pulmonar em 68,99% 

em relação ao controle, entretanto, uma redução quando comparado com os 

animais inoculados com as células expostas ao BDE-209 e posterior tratamento 

quimioterápico com a Dacarbazina (in vivo) (- 35,02 %) (Figura 18 A).  

Ainda, os animais inoculados com as células B16-F1 com exposição ao 

BDE 1 nM e posterior tratamento quimioterápico com a dacarbazina (in vivo) 

(BDE-209 + DTIC), resultou no aumento do peso do pulmão em 52,96% em 

relação ao seu respectivo controle (veículo + DTIC), onde os animais foram 

inoculados com células B16-F1 expostas ao DMSO e administrados com o 

tratamento quimioterápico com a Dacarbazina (in vivo) (Figura 18 A). No entanto, 

o peso dos órgãos do fígado, rim e ovário e também o peso dos animais (g) não 

apresentaram diferenças significativas em relação ao peso (Figura 18).  

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Análise biométrica dos camundongos da linhagem Black C57BL/6 após a inoculação 
das células expostas ao BDE-209 (in vitro) durante 15 dias e tratamento quimioterápico com a 
Dacarbazina (DTIC) (in vivo) com seus respectivos controles. Peso dos órgãos (A) pulmão, (B) 
Cérebro, (C) Fígado, (D) Rim, (E) Ovário, ambos em relação ao peso corporal; (F) Peso dos 
animais (g). C0; B16-F10 e B16-F1 N = 5; Veículo (DMSO); BDE-209, Veículo (DMSO) + DTIC 
e BDE-1nM + DTIC N = 10. * p < 0,05; ** p < 0,01 e *** p < 0,001. FONTE: a autora (2023). 
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3.2 BIOMARCADORES BIOQUÍMICOS 

 

As análises com os biomarcadores bioquímicos foram realizadas no 

pulmão e fígado dos camundongos, após 20 dias de metástase experimental, 

onde as células foram tratadas previamente. A concentração de tióis não 

proteicos no pulmão dos camundongos dos animais inoculados com células B16-

F10 (controle positivo) foi reduzida (- 42,99 %) em relação ao grupo dos animais 

inoculados com as células B16-F1 (Figura 19 A). O mesmo padrão foi observado 

quando comparado o grupo de animais inoculados com as células B16-F1 

expostas ao BDE-209 (1 nM) em relação ao grupo controle (DMSO) (-52,97 %). 

A redução da concentração de tióis não proteicos também foi observada no 

pulmão dos animais que sofreram a inoculação das células B16-F1 expostas 

somente ao veículo (DMSO), acrescido do tratamento quimioterápico (in vivo), 

quando comparado ao grupo veículo (DMSO) que não sofreu o tratamento 

quimioterápico (-44,42 %) (Figura 19 A).  

Em fígado, a redução de tióis não proteicos também foi encontrada nos 

animais inoculados com as células B16-F1 expostas ao BDE-209 (1 nM) em 

relação ao grupo controle - veículo (DMSO) com uma redução de -44,44% 

(Figura 19 D). O mesmo foi observado no fígado dos animais que foram 

inoculados com as células B16-F1 expostas ao BDE-209 e posteriormente 

administrados com tratamento quimioterápico com a Dacarbazina em relação ao 

seu respectivo controle (Veículo + DTIC) (-20,90 %) (Figura 19 D). Entretanto, 

quando comparado o grupo BDE-209 + DTIC com o grupo BDE-209 que não 

sofreu tratamento quimioterápico foi observado o aumento de tióis não proteicos 

(44,92 %) (Figura 19 D). A atividade da Glutationa S-transferase e de catalase 

não apresentaram alterações nas diferentes condições, tanto para o pulmão 

quanto para o fígado (Figura 19). 
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3.3 PROGRESSÃO METASTÁTICA PULMONAR E QUIMIORRESISTÊNCIA 

APÓS METÁSTASE EXPERIMENTAL DE CÉLULAS B16-F1 EXPOSTAS 

AO BDE-209 

 

As avaliações das áreas colonizadas por metástases da superfície 

pulmonar, foram realizadas através de análises das imagens dos pulmões dos 

camundongos, após 20 dias de metástase experimental. Os animais inoculados 

com células B16-F10 (controle positivo) apresentaram o aumento da área 

colonizada em 73,94 % em relação aos animais inoculados com as células B16-

F1 expostas ao DMSO (veículo) (Figura 20 A e B)  

No entanto, as células B16-F1 expostas durante 15 dias ao BDE-209 

(1nM) apresentou o aumento da área colonizada por metástases nos pulmões 

dos camundongos em 113,56% em relação ao controle (veículo) (Figura 20 A e 

B). Por outro lado, os animais inoculados com as células B16-F1 expostas ao 

veículo (DMSO) e administrados com o quimioterápico Dacarbazina (in vivo), 

Figura 19. Análise de biomarcadores bioquímicos do pulmão dos camundongos Black C57BL/6 
inoculados com células B16-F1 expostas ao BDE-209, com seus respectivos controles e também 
frente ao tratamento quimioterápico. Pulmão (A) Tióis não proteicos; (B) Atividade da Glutationa 
S-transferase; (C) Catalase. Fígado (D) Tióis não proteicos; (E) Atividade da Glutationa S-
transferase; (F) Catalase. * p < 0,05; ** p < 0.01 e *** p < 0.001. C0; B16-F10 e B16-F1 N = 5; 
demais grupos N = 10. FONTE: a autora (2023).  
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apresentou uma tendência de redução (15,61%) em relação ao veículo sem 

tratamento quimioterápico, porém, não apresentou diferenças estatisticamente 

significativas (Figura 20 A e B).  

Os animais que foram inoculados com as células B16-F1 expostas ao 

BDE-209 e administrados com o tratamento quimioterápico in vivo, com a 

Dacarbazina, apresentou o aumento da área colonizada por metástases de 

72,06 % em relação ao seu respectivo controle (Veículo + DTIC) (Figura 20 A e 

B). Contudo, foi observado a redução (-32,01 %) da área colonizada por 

metástases quando comparado o BDE-209 com tratamento quimioterápico 

(DTIC) em relação ao BDE-209 sem tratamento quimioterápico (Figura 20 A e 

B).
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Nas secções pulmonares de animais não inoculados e não tratados (P0), 

ou seja, animais saudáveis, não foram identificadas massas tumorais, como 

esperado (Figura 21 A), ou alterações condizentes com processos de 

malignidade (Figura 23 A). Nos grupos inoculados com células de melanoma 

murino (B16-F10 –Figura 21 B ou B16-F1 –Figura 21 C-G) foram identificadas 

massas tumorais localizadas tanto no interior do pulmão quanto nas bordas 

desse órgão.  

Em camundongos inoculados com células B16-F10, as massas tumorais 

ocupavam em média cerca de 60% do pulmão dos camundongos. No grupo em 

que as células B16-F1 foram expostas ao BDE-209 com ou sem tratamento 

quimioterápico (Dacarbazina), as massas tumorais ocupavam cerca de 42% dos 

pulmões. No entanto, no grupo tratado com DMSO e no grupo Dacarbazina, as 

massas tumorais ocuparam uma menor porção do pulmão (~29%). Apesar 

dessas particularidades, não foram observadas diferenças significativas na área 

tumoral nos cortes histológicos (Figura 21 H). 
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Através do índice de lesão metastática em cortes histológicos do pulmão 

dos camundongos, foram observadas mudanças progressivas no grupo B16-F10 

em relação ao grupo B16-F1 e veículo. O grupo com administração do 

quimioterápico dacarbazina apresentou a redução de características de 

mudanças progressivas em relação ao grupo veículo, sem administração de 

dacarbazina (Figura 22 A).  

No entanto, as mudanças progressivas foram encontradas nos animais 

inoculados com as células expostas ao BDE-209 em relação ao controle 

(veículo); e do grupo exposto ao BDE-209 com administração da dacarbazina 

em relação ao controle (veículo + DTIC). Além disso, o grupo BDE-209 com 

administração de dacarbazina apresentou características de mudanças 

progressivas maiores em relação ao BDE-209 sem tratamento quimioterápico 

(Figura 22 A).  

O padrão de reação denominado como tipo e localização tumoral também 

apresentou diferenças significativas entre os grupos (Figura 22 B). Foram 

observadas diferenças no tipo e localização do tumor no grupo B16-F10 em 

relação ao grupo B16-F1 e veículo. O grupo com administração do 

quimioterápico dacarbazina apresentou a diminuição de alterações do tipo e 

localização tumoral em relação ao controle (veículo) (Figura 22 B). Alterações de 

características que demonstram a progressão do câncer em relação ao tipo e 

localização tumoral também foi encontrada no grupo exposto ao BDE-209 com 

administração da dacarbazina em relação ao controle (veículo + DTIC) ((Figura 

22 B).  

Todavia, não foram observadas diferenças significativas referentes ao 

padrão de reação de mudanças regressivas (Figura 22 C) e de distúrbios 

circulatórios (Figura 22 D). Por último, o índice de lesão metastática que envolve 

ambos os parâmetros, apresentaram características de progressão tumoral no 

grupo B16-F10 em relação ao grupo B16-F1 e veículo (Figura 22 E). O mesmo 

foi observado nos animais inoculados com as células expostas ao BDE-209 em 

relação ao controle (veículo) e do grupo exposto ao BDE-209 com administração 

da dacarbazina em relação ao controle (veículo + DTIC) (Figura 22 E). O grupo 

com administração do quimioterápico dacarbazina apresentou a redução de 

características de mudanças progressivas em relação ao controle (veículo), sem 

administração do quimioterápico (Figura 22 E). 
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Algumas das lesões histopatológicas encontradas nos pulmões de 

camundongos C57BL/6, após a inoculação de células expostas ao BDE-209, 

com ou sem tratamento quimioterápico in vivo, como edema, angiogênese, 

melanófagos, massa tumoral bem delimitada, células em mitose e região 

necrótica, são apresentadas na Figura 23.

E

Figura 22. Índice de lesão metastática. *: indicam diferença estatisticamente 
significativa em: ***p < 0.001; ****p < 0.0001. Valores = Média ± Desvio padrão. 
ANOVA de uma via (One-way ANOVA) com pós teste de Šídák. N = 3 – 7. FONTE: 
a autora (2023). 
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3.4 VESÍCULAS EXTRACELULARES (VEs) 

 

Após 20 dias de metástase experimental foi realizada a extração e 

detecção das vesículas extracelulares (large extracelular vesicles - LEVs) em 

diferentes parâmetros, a partir do plasma do sangue dos camundongos. Os 

animais que foram submetidos a inoculação das células B16-F1 expostas ao 

BDE-209 apresentou o aumento estatisticamente significativo do tamanho médio 

do diâmetro (40,21 %) (Figura 24 A) e a moda do diâmetro (47,35 %) (Figura 24 

B) das vesículas extracelulares - LEVs em relação ao controle (veículo). Além 

disso, houve o aumento da média do tamanho (41,07 %) das LEVs do grupo 

exposto ao BDE-209 com tratamento quimioterápico (DTIC) em relação ao 

controle (veículo + DTIC) (Figura 24 B). 

 

Figura 24. Análise das vesículas extracelulares (LEVs) do plasma do sangue dos 
camundongos Black C57BL/6. Os camundongos foram inoculados com as células B16-F1 
expostas ao BDE-209 (in vitro) e tratamento quimioterápico (in vivo), após 20 dias da 
metástase experimental. N = 3. * p < 0,05. FONTE: a autora (2023). 
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3.5 EXPRESSÃO GÊNICA 

 

Análise de expressão gênica do pulmão dos camundongos foi realizada 

após 20 dias de metástase experimental, com o objetivo de verificar possíveis 

alterações de alvos moleculares relacionados à malignidade e progressão do 

melanoma. Um aumento importante de 169,28% da expressão do transportador 

Abcb1 que codifica a proteína PGP1, foi observado nos animais inoculados com 

células B16-F1 expostas durante 15 dias ao BDE-209 em relação ao controle 

(veículo) (Figura 25 A. a). Também foi observado um aumento da expressão 

gênica de Abcc4 (218,40 %) no pulmão dos animais inoculados com as células 

B16-F1 expostas ao BDE-209 (in vitro) e posterior administração quimioterápico 

(in vivo), quando comparado com BDE-209 sem o tratamento quimioterápico 

(Figura 25 A. c). Por outro lado, a redução de Abcc4 (63,83 %) foi observada na 

exposição de BDE-209 em relação ao seu respectivo controle (veículo) (c). A 

expressão gênica de Abcc1 não apresentou alterações (Figura 25 A. b). 

Para o supressor tumoral Timp3 foi observado uma downregulation de 

74,14 % do grupo exposto ao BDE-209 em relação ao grupo controle (veículo) e 

a redução de 53,20 % do grupo BDE-209 + DTIC em relação ao seu respectivo 

controle (veículo + DTIC) (Figura 25 B. d). Para o alvo Cd44 o BDE-209 

apresentou uma redução de 37,43% em relação ao controle (veículo) e um 

aumento na expressão de Cd44 foi observado no grupo BDE-209 exposto ao 

quimioterápico (DTIC) em relação ao grupo BDE-209 sem tratamento 

quimioterápico em 88,07 % (Figura 25 B. e). Contudo, a expressão gênica das 

Metaloproteinases de Matriz 2, 9 e 14 não apresentaram diferenças entre os 

grupos (Figura 25 a-c).   
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 3.6 SDS-PAGE 

 

O extrato de proteínas totais do pulmão dos camundongos inoculados com 

células B16-F1 expostas ao tratamento (BDE-209 à 1nM) e ao seu respectivo 

Figura 25. (A) Análise da expressão gênica de Abcb1, Abcc1 e Abcc4 (B) de Mmp2, Mmp9, 
Mmp14, Timp3 e Cd44 do pulmão dos camundongos Black C57BL/6, ao final de 20 dias de 
metástase experimental, após a inoculação de células B16-F1 expostas ao BDE-209 (1nM) 
ou veículo (DMSO) e adição do tratamento quimioterápico in vivo com a Dacarbazina. Os 
alvos foram avaliados em relação aos controles endógenos Gapdh e B2m (média geométrica) 
e também normalizados em relação ao controle (veículo ou veículo + DTIC) (N = 3 - 5). * p < 
0,05 e ** p < 0,01. FONTE: a autora (2023). 
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controle (veículo: DMSO) apresentam um padrão diferenciado das amostras 

analisadas, onde são observadas diversas bandas mais expressas no grupo 

tratado quando comparado ao controle. O peso molecular de algumas proteínas 

que apresentaram um padrão diferenciado são identificadas na figura a seguir 

(setas vermelhas) (Figura 26).  

 

 

 

3.7 WESTERN BLOT 

 

A expressão de proteínas foi analisada pelo ensaio de Western Blot (WB). 

Primeiramente foram realizados diferentes testes, para a padronização do 

experimento (TABELA 8), conforme descrito na sequência. 

 

 

Figura 26. Análise do extrato de proteínas totais do pulmão de camundongos por SDS-PAGE. 
Gel de poliacrilamida 9% corado com Azul de Coomassie R-250 contendo 50 μg de proteínas 
por linha. (C) Pulmão do camundongo controle (veículo DMSO); (T) Pulmão do camundongo 
tratado (células B16-F1 expostas ao BDE-209 na concentração de 1nM). (M) Marcador de 
peso molecular (kaleidoscope precision plus – Bio-Rad). As setas indicam o peso molecular 
das proteínas que apresentaram padrão diferenciado entre as amostras analisadas. FONTE: 
a autora (2023). 
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TABELA 8. CONDIÇÕES TESTADAS NO ENSAIO DE WESTERN BLOT EM TECIDO DE 
PULMÃO DOS CAMUNDONGOS, COM METÁSTASES DE CÉLULAS DE MELANOMA 

MURINO (B16-F1) 
 

Concentração 
de proteínas 

totais 

 
Gel 

 
Membrana 

 
Bloqueio 

 
Anticorpo 
primário 

 
Anticorpo 

secundário 

 
Revelação 

 
25 μg 

 
40 μg 

 
50 μg 

 
60 μg 

 
Poliacrilamida 
12% com 10 

poços 
 

Poliacrilamida 
12% com 15 

poços 

 
Nitrocelulose 

 
PVDF 

 
Leite em 

pó 
desnatado 

3% 
 

Leite em 
pó 

desnatado 
5% 

 
BSA 2% 

 

 
MMP2 

 
MMP9 

 
TIMP3 

 
ACTINA 

 
GAPDH 

 
Fosfatase 
alcalina 

 
Peroxidase 

 
Colorimétrico 

 
Quimiolumines

cente 

FONTE: a autora (2023). 

 

Após os diferentes testes realizados, as melhores condições foram 

utilizadas para avaliar a expressão das proteínas-alvo. As Metaloproteinases de 

Matriz 2 e 9 foram avaliadas. Contudo, não foram observadas alterações 

estatisticamente significativas da expressão de MMP2 (Figura 27) e MMP9 

(Figura 28) em relação ao endógeno GAPDH entre os diferentes grupos 

analisados. 
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Figura 27. (A) Expressão de proteínas anti-MMP2 do pulmão de camundongos, após 
metástase experimental. (B) Análise das bandas da expressão de proteínas (MMP2) dos 
diferentes grupos experimentais. Quantificação realizada no software Image J. N = 3 - 4. 
FONTE: a autora (2023). 
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Figura 28. Expressão de proteínas anti-MMP9 do pulmão de camundongos, após metástase 
experimental. FONTE: a autora (2023). 
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4 DISCUSSÃO 
 

Os poluentes ambientais orgânicos persistentes (POPs), como o BDE-

209, são vastamente liberados no ambiente principalmente pelas atividades 

antrópicas. Esse fato, torna-se ainda mais  preocupante devido as suas 

características como a capacidade lipofílica, a bioacumulação nos tecidos, a 

difícil degradação e, consequentemente, a longa duração no ambiente (CHOU 

et al., 2019; YU et al., 2015; STOCKHOLM CONVENTION, 2019). São vários os 

efeitos causados pelos poluentes ambientais para a saúde humana, e o 

surgimento ou a progressão do câncer são uma das possíveis consequências 

(INCA, 2018). No entanto, pouco se conhece sobre o papel dos poluentes 

orgânicos persistentes no desenvolvimento ou prognóstico do câncer.  

O melanoma é um tipo de câncer maligno que se origina dos melanócitos, 

que por sua vez, são células que produzem pigmento de origem 

neuroectodérmica, que podem ser encontradas em vários locais do corpo, 

inclusive na pele, íris e reto. O melanoma é a forma mais agressiva de câncer de 

pele e o mais comum no ocidente, sendo responsável por cerca de 75% das 

mortes relacionadas ao câncer de pele. De modo global, a incidência de 

melanoma é de 15 a 25 casos a cada 100.000 indivíduos (MILAC; NEGROIU, 

2018; SCHADENDORF; HAUSCHILD et al., 2014). A taxa de sobrevida cai 

acentuadamente para 65% para aqueles diagnosticados com doenças 

metastáticas regionais, e para 15% para aqueles diagnosticados com 

metástases distantes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).  

Recentemente, o sequenciamento de melanomas primários e 

metastáticos sugere que dependendo do tumor individual, a disseminação 

metastática pode ocorrer tanto em estágio precoce como tardio e de forma 

contínua. Além disso, a disseminação metastática e sua progressão depende de 

diferentes fatores como a sobrevivência de células metastáticas, sistema 

imunológico do organismo, microambiente tumoral e a colonização de células 

neoplásicas ao chegar no nicho pré-metastático (GARTNER et al., 2012; 

PLEASANCE et al., 2012; SCHADENDORF et al., 2015; TURAJLIC et al., 2012). 
A indução de metástases e a resistência a múltiplas drogas (MDR) são alguns 

dos enigmas encontrados durante a quimioterapia do câncer (DA COSTA et al., 

2023).  Contudo, as investigações sobre os fatores que podem influenciar na 
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indução de metástases e resistência ao tratamento quimioterápico são 

fundamentais e demandam urgência. Dessa forma, nosso objetivo é avaliar o 

efeito do BDE-209 na progressão do câncer de melanoma e no tratamento 

quimioterápico com a dacarbazina.  

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram que após a 

metástase experimental de 20 dias, os animais inoculados com  as células de 

melanoma murino (B16-F1) expostas ao BDE-209 durante 15 dias, em 

concentração ambientalmente relevante apresentaram um aumento da massa 

pulmonar (g), da área colonizada por metástases na superfície do pulmão dos 

animais e também apresentaram um maior índice de lesão metastática nos 

cortes histológicos do pulmão, como também foi observado no controle positivo 

(B16-F10). O mesmo tem sido observado nos animais dos grupos previamente 

expostas ao polibromado e tratados com a dacarbazina. Esses dados revelam a 

alteração do fenótipo celular frente a exposição ao BDE-209 das células de 

melanoma murino, favorecendo a progressão do câncer e interferindo no 

tratamento quimioterápico, consequentemente, com o prognóstico da doença. 

Esses resultados chamam atenção, sendo que a principal causa de mortalidade 

ocasionado pelo melanoma é resultante de metástase para órgãos distantes, 

incluindo pulmões e cérebro (LAHAV et al., 2019).  Por outro lado, o índice de 

lesão metastática foi menor no grupo veículo (células expostas ao DMSO) com 

administração da dacarbazina (controle negativo), mostrando que a dazarbazina 

apresentou efeito de regressão tumoral, quando as células de melanoma murino 

não foram expostas ao BDE-209. 

A exposição oral ao BDE-209 por 45 dias em camundongos Black, 

inoculados com células B16-F10 e tratados com dacarbazina por 21 dias (cinco 

doses de 40 mg.kg- 1), apresentou uma diminuição das metástases pulmonares 

em animais tratados com dacarbazina e um aumento significativo em ratos 

previamente expostos ao BDE-209. O BDE-209 prejudicou o tratamento com 

dacarbazina, favorecendo a progressão do câncer e afetando o prognóstico da 

doença (MANUITT-BRITO et al., 2021). Esses dados juntamente com os 

apresentados nesse estudo, mostram que o BDE-209 atua tanto no organismo 

como na célula do melanoma favorecendo a progressão da doença bem como 

interferindo negativamente no tratamento do melanoma 
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Uma diminuição de tióis não proteicos (NTP) (glutationa e outros tióis) 

foi observada nos grupos expostos préviamente ao BDE-209. O mesmo foi 

encotrado no controle positivo (B16-F10). O sistema antioxidante não enzimático 

como os tióis não proteicos (glutationa (GSH) e outros tióis), desempenham um 

papel relevante na defesa contra os danos oxidativos (ANANDAN et al., 2013). 

A glutationa (GSH) é o tiol não proteico presente em maior concentração em 

tecidos de mamíferos, possui um papel central na biotransformação e protege 

as células dos danos causados por espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

ou de xenobióticos (KENNEDY et al., 2020). Foi observado que em pulmões dos 

animais expostos a dacarbazina houve uma diminuição dos níveis de NTP. 

Segundo Biesalski e Frank (2003) os agentes alquilantes podem ser capazes de 

esgotar o GSH e levar ao estresse oxidativo celular, também observado para 

outros dois tipos celulares (células ECC-1 e CHO) quando expostas à 

dacarbazina (SCHOONEN et al., 2005). 

A diminuição de tiois não proteícos também foi encontrada no fígado dos 

animais em exposição prévia ao BDE-209, bem como na exposição ao BDE-209 

com administração do tratamento quimioterápico com a dacarbazina. O 

desequilíbrio nos níveis de antioxidantes tanto pela redução ou exaustão de 

componentes como a glutationa, tocoferol e ascorbato,  assim como de depleção 

de cofatores reduzidos como por exemplo o NADPH, podem culminar na 

potencialização do estresse oxidativo e também no início do desenvolvimento do 

processo inflamatório (kooter et al., 2008; gangwar et al., 2020). Um aumento no 

processo inflamatório tanto sistêmico como local (pulmão) foi observado em 

camundongos que foram inoculados com células B16-F1 expostas ao BDE-209 

(Capítulo I). 

Os transportadores ABC são proteínas transmembrana que exportam 

diferentes substâncias do interior das células tumorais, incluindo agentes 

quimioterápicos, levando a resistência adquirida durante o tratamento do câncer 

(HEMING et al., 2022). Ao menos 11 transportadores ABC, incluindo 

glicoproteína P (P-PGP/ABCB1); proteínas associadas à resistência a múltiplas 

drogas (MRPs/ABCCs) e proteína de resistência ao câncer de mama 

(BCRP/ABCG2) estão envolvidas no desenvolvimento de resistência a múltiplas 

drogas (MDR) (LIU et al., 2019).  
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Os animais inoculados com as células de melanoma murino (B16-F1) 

expostas previamente ao BDE-209, apresentaram uma superexpressão do 

transportador Abcb1 (MDR1) no pulmão do camundongos. Esse dado pode estar 

diretamente relacionado com o aumento de metástases presentes nos pulmões, 

induzidas pelo BDE-209. Apesar de não estar claro a relação entre metástases 

e os transportadores ABC, alguns estudos mostraram que células cancerígenas 

metastáticas apresentam maior nível de expressão de transportadores ABC 

(WANG et al., 2021) por exemplo, o nível de expressão de MRP1 nos linfonodos 

metastáticos é muito maior do que em células de câncer de mama 

(ZÖCHBAUER-MÜLLER et al., 2001). Landreville et al. (2011) relatam que 

amostras de pacientes com melanoma uveal em subpopulação de células que 

expressam o transportador ABCB1 são altamente metastáticas, também 

exibiram um perfil mais agressivo em comparação com células tumorais ABCB1 

(-). As células de melanoma ABCB1 (+) exibiram maior capacidade de formar 

colônias in vitro e de promover aumento do crescimento tumoral e número de 

metástases in vivo, quando comparadas às células ABCB1-. Corroborando com 

os dados do presente estudo, onde a expressão do transportador Abcb1 foi 

observada no grupo que teve maior colonização de metástases no pulmão dos 

animais, frente a exposição prévia ao BDE-209.  

Além disso, a superexpressão de Abcb1 observada no presente estudo 

merece atenção devido à poliespecificidade do ABCB1, que é o principal 

transportador responsável pela resistência a múltiplas drogas. O ABCB1 

transporta compostos hidrofóbicos e anfipáticos, abrangendo drogas 

quimioterápicas como paclitaxel, o bloqueador de canais de cálcio verapamil, 

doxorrubicina, vincristina, mitoxantrona, entre outros (SAJID; RAHMAN; 

AMBUDKAR, 2023). Dessa forma, existe a necessidade de investigar o efeito de 

BDE-209 com a associação a outros quimioterápicos que são transportados pelo 

ABCB1, em estudos futuros. 

O aumento da expressão de Abcc4 também foi observada no pulmão dos 

animais que foram inoculados com as células de melanoma murino expostas ao 

BDE-209 e administrados com o quimioterápico dacarbazina em relação ao 

grupo exposto ao BDE-209 sem o tratamento quimioterápico. No entanto, houve 

a redução da expressão de Abcc4 no grupo BDE-209 em relação ao controle 

(veículo). A subfamília ABCC, também conhecida como proteínas associadas à 
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resistência a múltiplas drogas (MRPs) são transportadores com diferentes 

funções, incluindo o transporte de íons, toxinas e receptor de superfície celular, 

e esse transportador também está envolvido no tráfego lipídeos (WANG et al., 

2021; SCHUETZ et al., 1999). Segundo Lin et al. (2008), a deficiência de ABCC4 

pode levar a diminuição de AMPc extracelular e o aumento de AMPc intracelular 

in vitro. Portanto, as alterações encontradas na expressão gênica de Abcc4, 

podem estar relacionadas com as diferentes funções desse transportador. 

Estudos in vitro relatam a alteração da expressão de transportadores ABC com 

a exposição a poluentes ambientais, como de Abcb1 e Abcc4 de células de 

melanoma murino expostas ao BDE-209 (MARCHI et al., 2021), também 

observado recentemente com a mistura de pesticidas (Glyphosate, 2,4-

dichlorophenoxyacetic acid, Mancozeb, Atrazine, Acephate, and Paraquat) em 

células B16-F1 (ROQUE et al., 2023). 

 A inoculação de células de melanoma murino expostas ao BDE-209 e 

também no grupo com as células expostas ao poluente e administração do 

quimioterápico dacarbazina, apresentaram a modulação de supressor tumoral, 

que favorece o desenvolvimento e progressão do câncer.  A expressão reduzida 

do inibidor tecidual de metaloproteinase-3 (Timp3), foi observada nesses grupos 

e está fortemente associado à progressão do câncer ou ao mau prognóstico do 

paciente (JACKSON et al., 2017). A redução do supressor tumoral do pulmão 

dos animais ocorreu nos mesmos grupos de animais que apresentaram o 

aumento de metástases pulmonares com as células expostas previamente ao 

BDE-209. Esse é um dado chave pois é uma resposta direta à mudança de 

fenótipo observada em estudos in vitro (SILVA FILHO et al., 2022) e que pode 

estar envolvida na progressão tumoral encontrada in vivo. 

O TIMP3 é o único membro da família TIMP que se liga à matriz 

extracelular e atua em diferentes particularidades envolvidas no câncer, como 

na supressão do crescimento de células neoplásicas, angiogênese, migração e 

invasão (SU et al., 2019). O TIMP3 é regulado por metilação genética, que pode 

resultar na expressão reduzida em muitos tipos de câncer (CLARK et al., 2008). 

Amostras de melanoma cutâneo primário com linfonodo compatível ou em 

trânsito (estágio III) e metástase à distância (estágio IV), mostram que a 

expressão do inibidor tecidual da metaloproteinase-3 (TIMP3) diminui durante a 

progressão do melanoma (DAS et al., 2016). Além disso, estudos in vitro com a 



121 
 

    
  

exposição de poluentes ambientais como de TCDD apresentou a redução de 

Timp3 em células de melanoma murino (B16-F1) (SILVA-FILHO et al., 2022), 

bem como a mistura de metabólitos de pesticidas (ROQUE et al., 2023) e a 

exposição de BDE-99 em células de melanoma murino (B16-F10) (STEIL et al., 

2022). No presente estudo, a expressão gênica de Mmp2, 9 e 14 não 

apresentaram diferenças significativas, assim como a expressão proteica de 

MMP2 e 9, no pulmão dos camundongos com maior colonização e índice 

metastático. Os TIMPs podem regular a atividade de Metaloproteinases de 

Matriz, todavia, podem atuar de forma independente de sua atividade inibitória 

das MMPs, como na promoção de crescimento e inibição de apoptose 

(MURPHY, 2011; STETLER-STEVENSON, 2008).  

A exposição prévia das células B16-F1 ao BDE-209 levou a redução da 

expressão de Cd44 no pulmão dos animais. O CD44 é uma glicoproteína 

transmembrana de superfície celular, que exerce um papel importante em 

processos biológicos normais e também em processos patológicos. O CD44 é 

considerado o principal receptor de superfície celular do hialuronato, que por sua 

vez, é o principal componente da matriz extracelular. O CD44 constitui a família 

das moléculas de adesão celular (CAMS) e possui funções relevantes na 

comunicação celular e adesão entre as células e os componentes da matriz 

extracelular. Ainda, participa de diferentes processos celulares como na ativação 

de leucócitos, liberação de citocinas, angiogênese, transição epitélio 

mesenquimal, metástase, proliferação, migração, invasão, entre outros 

(MESRATI, et al., 2021; OUHTIT et al., 2018; ZEILSTRA, 2020).   

Amostras de 292 melanomas cutâneos em estágio clínico I foram analisados. 

Os níveis reduzidos de CD44 e seu ligante hialuronano na superfície celular 

foram associados ao mau prognóstico no melanoma cutâneo em estágio clínico 

I, sugerindo o aumento do potencial de disseminação no melanoma cutâneo 

localizado, corroborando com os dados no presente estudo (KARJALAINEN et 

al., 2000). A exposição prévia ao BDE-209 apresentou a redução da expressão 

de Cd44 no pulmão dos animais. Todavia, existem controvérsias sobre a 

associação da redução ou aumento da expressão de CD44 com o estágio 

avançado do tumor e piores taxas de sobrevida (MESRATI, et al., 2021).   

O aumento da expressão de Cd44 na presença de BDE-209 com a 

administração do tratamento quimioterápico com a Dacarbazina, em relação ao 
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grupo exposto ao BDE-209 sem tratamento quimioterápico, foi observada. A alta 

expressão de CD44 pode impossibilitar o efeito citotóxico de drogas 

quimioterápicas em diferentes tipos de câncer. Em células malignas, o CD44 

pode induzir um fenótipo quimiorresistente, regulando positivamente a 

expressão de MDR, que realiza o transporte de agentes citotóxicos intracelulares 

(YAGHOBI et al., 2021). Porém, nesse grupo em questão, não foi observada o 

aumento da expressão de MDR. Contudo, as alterações na expressão de Cd44 

no tratamento com o BDE-209 em relação ao controle, e também quando há 

adição do tratamento quimioterápico em relação ao BDE-209 sem exposição a 

DTIC, podem estar relacionadas com o potencial de CD44 em atuar em 

diferentes vias e funções nas células.  

Um importante fator para a progressão e desenvolvimento do câncer são 

as vesículas extracelulares. As vesículas extracelulares isoladas no estado de 

doença, ou coletadas após a exposição a poluentes, são mais numerosas e 

enriquecicas em proteínas e material genético (LIU; COSTA; ORTIZ, 2022). Os 

dados obtidos do plasma do sangue, referentes aos camundongos que sofreram 

a exposição prévia ao BDE-209, apresentaram alteração no tamanho das VEs 

(média e moda do diâmetro). Também foi observado o aumento do tamanho das 

VEs (média do diâmetro) nos animais inoculados com as células expostas ao 

BDE-209 e administradas com o quimioterápico. Além disso, esses mesmos 

grupos de exposição apresentaram o aumento da área colonizada por 

metástases no pulmão dos camundongos, como mencionado anteriormente. 

Esse resultado também pode estar relacionado às vesículas extracelulares, ao 

passo que as células de melanoma secretam as VEs e os exossomos 

provenientes de células tumorais apresentam um papel importante no preparo 

do nicho pré-metastático, favorecendo a disseminação metastática para outros 

órgãos.  

As vesículas extracelulares secretadas por células de melanoma 

metastáico que se metastatizam espontaneamente para os pulmões e para o 

cérebro, são capazes de ativar a sinalização pró-inflamatória nos fibroblastos 

pulmonares e nos astrócitos (LAHAV et al., 2019). Também observamos no 

estudo anterior (Capítulo I), o aumento da inflamação sistêmica e local (pulmão). 

A alteração do tamanho das VEs pode ser um possível mecanismo decorrente 

das células de melanoma murino B16-F1 expostas ao BDE-209, que pode 
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favorecer o desenvolvimento do nicho pré-metastático, contribuindo com a 

disseminação das metástase encontradas no pulmão dos camundongos. A 

marcação de proteínas específicas ou a proteômica dessas VEs podem ajudar 

a eluicidar esse possível mecânismo em estudos futuros.  

 

5 CONCLUSÃO 
 

Em conjunto, os dados apresentados nesse capítulo mostram o 

potencial efeito do BDE-209 em modular o fenótipo das células de melanoma 

murino (B16-F1), favorecendo a progressão tumoral e quimiorresistência in vivo. 

A exposição prévia ao BDE-209 e também com administração do quimioterápico 

dacarbazina, levou ao aumento da área colonizada por metástases no pulmão 

dos camundongos, aumento da massa pulmonar, do índice metastático e 

redução do supressor tumoral Timp3. Além disso, apresentaram o aumento do 

tamanho das vesículas extraceulares, diminuição de tióis não proteicos e a 

alteração da expressão de Abcb1, Abcc4 e Cd44. Todas essas alterações 

observadas são evidências de que o BDE-209 pode interferir com o prognóstico 

e o tratamento do melanoma, podendo ser uma importante informação para a 

determinação ou revisão dos níveis de exposição mínima também para as 

populações humanas.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A exposição a Poluentes Orgânicos Persistentes, como de polibromodos, 

incluindo o BDE-209, tem ocorrido de forma progressiva nas últimas décadas. 

As diferentes vias de contato com esse composto ampliam as fontes de 

exposição da população humana, que pode iniciar na fase fetal e perdurar ao 

longo da vida do indivíduo. Ainda se sabe pouco sobre os impactos da exposição 

ao BDE-209 na saúde humana, especialmente em relação ao seu potencial 

papel no câncer. 

 No presente estudo, o papel do BDE-209 na progressão do câncer de 

melanoma foi investigado. Os resultados obtidos mostram a capacidade do BDE-

209 em modular o fenótipo das células B16-F1 na progressão tumoral in vivo, 

intensificando a dispersão e colonização das metástases no pulmão dos animais, 

elevando o índice metastático e o peso dos pulmões, mesmo quando foi 

realizado a administração do tratamento quimioterápico. Alterações de 

moléculas associadas com a malignidade do melanoma foram encontradas, 

como a redução de supressor tumoral Timp3 e Reck, redução da peroxidação 

lipídica e tióis não proteicos, alteração da expressão de Cd44 e de moléculas 

relacionadas ao tratamento quimioterápico como Abcb1 e Abcc4.  

Portanto, os resultados observados revelam a possibilidade de efeitos 

adversos referentes a exposição ao polibromado, BDE-209, no prognóstico do 

câncer, especialmente no câncer de melanoma. Dado o impacto significativo do 

tratamento do melanoma para a saúde pública e a dificuldade de resultados 

satisfatórios com o tratamento quimioterápico, são validas as investigações que 

buscam entender os fatores que podem induzir ou agravar as metástases, que 

é a principal causa de mau prognóstico no câncer e consequentemente, 

resultando nas altas taxas de óbitos de pacientes com essa doença. Destaca-se 

aqui, a informação de que as concentrações utilizadas de exposição ao BDE-

209 são ambientalmente relevantes, sendo baseadas em concentrações 

detectadas em amostras biológicas humanas.   

Contudo, a exposição crescente a essas substâncias, cada vez mais 

presentes na vida cotidiana em diferentes ambientes, inclusive dentro do 

ambiente domiciliar e de trabalho, e diante das evidências de que compostos 

polibromados podem contribuir para a progressão do câncer, é de fato, 
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preocupante, e provoca um alerta para a saúde pública e ambiental.  Diante do 

exposto, o presente estudo reforça a necessidade de investigações de poluentes 

orgânicos persistentes com o desenvolvimento/progressão do câncer; a 

avaliação, fiscalização e monitoramento das concentrações permitidas, pelas 

agências responsáveis, a fim de assegurar a saúde da população e os impactos 

no meio ambiente. 
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ANEXOS 
 

ANEXO 1 – CERTIFICADO DO CEUA/BIO-UFPR 
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ANEXO 2. TESTES REALIZADOS PARA O ENSAIO DE WESTERN BLOT  
 

Amostra biológica: 

 Pulmão de camundongo Black C57BL/6 
 Preparo: amostras diluídas 10mg/mL (Abs 280) 

 

Teste 1: Para o ensaio de Western Blot colorimétrico foram testadas as 

concentrações de 40μg (Teste 1) e 60μg (Teste 1 B) de proteínas totais/poço da 

amostra controle (veículo DMSO) e tratado (BDE-209 1nM).  Anti-actina foi a 

proteína-alvo para esse teste inicial utilizada na concentração de 1 μg/mL. Além 

disso, foram testadas as diluições de 1:2.500; 1:5.000; 1:10.000; 1:20000 do 

anticorpo secundário anti-coelho AP. A diluição de 1:2500 do anticorpo 

secundário mostrou-se mais eficiente. A concentração de 40 μg apresentou um 

melhor resultado em relação a concentração de 60 μg. Porém observou-se uma 

variação da expressão de Actina entre o grupo controle e tratado (Teste 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

Teste 2: Os anticorpos anti-GAPDH, anti-MMP2, anti-MMP9 e anti-TIMP3 

foram testados, ambos na concentração de 1 μg/mL. O GAPDH foi padronizado 

com sucesso, mostrando ser um bom controle endógeno, sem variações entre o 

grupo controle e tratado. Pela presença de bandas inespecíficas foram 

necessários novos testes com os demais alvos para um bloqueio mais eficiente. 

Contudo, para o alvo TIMP3 não foram observadas marcações tanto para o 

controle, quanto para o tratado (Teste 2). 

 

 

B A 
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Teste 1: Proteína-alvo Actina. (A) Amostra controle e tratado em 40μg de proteínas totais. 
(B) Amostra controle e tratado em 60μg. Revelação: colorimétrica. FONTE: a autora (2023). 
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Teste 3: Novamente, os alvos MMP2, MMP9 (1 μg/mL) e TIMP3 (2 μg/mL) 

foram testados, utilizando a concentração de proteínas totais de 25 e 50μg de 

amostra/poço. O tempo do bloqueio foi realizado overnight (16h) à 4°C. Nesse 

caso, as membranas não apresentaram nenhuma banda, mostrando que o 

bloqueio overnight e incubação de 1h com o anticorpo primário foi ineficaz (Teste 

3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Teste 4: O alvo MMP9 (1 μg/mL) foi avaliado com a concentração de 25 

e 50μg de amostra por poço. A concentração de bloqueio utilizada foi de 3% de 

leite em pó desnatado ou 2% de BSA. Os anticorpos secundários foram testados 

tanto o conjugado com fosfatase alcalina bem como com a peroxidase. Nessas 

condições, o resultado quimioluminescente foi mais sensível na detecção da 

proteína-alvo. O bloqueio com leite em pó desnatado apresentou-se mais efetivo 

a b c d e f 

Teste 2: Proteínas-alvo: (a) GAPDH; (b) MMP2; (c) MMP9; (d) TIMP3; (e) MMP9, ambos na 
concentração de 1 μg/mL. f) Marcador colorimétrico. 40μg de proteínas/poço. Revelação 
colorimétrica. FONTE: a autora (2023). 

A 

1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 

B 

2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 

Teste 3: Bloqueio overnight à 4°C e incubação com o anticorpo primário anti-MMP2, 9 (1 
μg/mL) e anti-TIMP3 (2 μg/mL) durante 1h a temperatura ambiente. (A) membrana de 
nitrocelulose (B) membrana de PVDF. Amostra em 25μg (1.1 - 1.3 e 2.1 - 2.3) e 50μg (1.4 
– 1.6 e 2.4 – 2.6) de proteínas/poço. FONTE: a autora (2023). 
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em relação ao BSA (Teste 4). Além disso, foi testado o protocolo de stripping e 

incubação com o endógeno GAPDH na mesma membrana e foi obtido resultados 

satisfatórios (Teste 4.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teste 5: A membrana de nitrocelulose foi incubada com o anticorpo 

primário anti-MMP2 na concentração de 0,5 μg/mL e o anticorpo secundário 

conjugado com HRP na diluição de 1:5.000 ou 1:10.000; ou com anticorpo 

primário anti-MMP2 à 1 μg/mL e incubada com anticorpo secundário conjugado 

HRP na diluição de 1:5.000 ou 1:10.000. A reatividade anti-TIMP3 foi testada em 

1.4 μg/mL do anticorpo primário e 1:5.000 ou 1:10.000 do anticorpo secundário. 

E por último, também foi testado a reatividade anti-MMP9 em 1μg/mL do 

anticorpo primário e 1:5.000 ou 1:10.000 do anticorpo secundário (Teste 5). 

Teste 4: (A) Proteína-alvo MMP9 (1 μg/mL). Amostra: controle e tratado 25μg (1.1 e 1.3) e 50μg 
(1.2 e 1.4). Bloqueio com leite em pó desnatado a 3% (1.1 e 1.2) e BSA 2% (1.3 e 1.4). 
Revelação colorimétrica. Teste 4.1: (B) Proteína-alvo MMP9 (1 μg/mL). Amostra: controle e 
tratado 25μg (2.1 e 2.3) e 50μg (2.2 e 2.4). Bloqueio com leite em pó desnatado a 3% (2.1 e 
2.2) e BSA 2% (2.3 e 2.4). Revelação quimioluminescente. FONTE: a autora (2023). 

Teste 4.1: (B) Stripping e incubação com o anticorpo anti-GAPDH. Amostra: controle e tratado 
25μg (2.1 e 2.3) e 50μg (2.2 e 2.4). Bloqueio com leite em pó desnatado a 3% (2.1 e 2.2) e BSA 
2% (2.3 e 2.4). Revelação quimioluminescente. FONTE: a autora (2023). 

1.1 1.2 1.3 1.4 2.1 2.2 2.3 2.4 B 2A 

2.1 2.2 2.3 2.4 B 
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 Portanto, com os testes prévios de padronização observou-se:  A 

reatividade anti-Actina e anti-GAPDH tiveram resultados satisfatórios com a 

revelação colorimétrica. Já para as metaloproteinases de matriz o método de 

revelação quimioluminescente apresentou-se mais eficaz; O gel de 

poliacrilamida 12% com 10 poços foi mais efetivo; O ensaio quimioluminescente 

é mais sensível, tendo em vista a baixa concentração de amostra da proteína-

alvo como de MMP9 e MMP2 em meio ao montante de outras proteínas 

presentes na amostra do pulmão dos camundongos;  

O bloqueio com leite em pó teve melhor êxito em relação ao BSA; O 

protocolo de stripping e incubação com o endógeno GAPDH teve sucesso; A 

concentração de 1 μg/mL do anticorpo primário anti-MMP2, MMP9 e ACTINA, 

apresentaram uma boa reatividade e o endógeno GAPDH na diluição de 1:5.000; 

A diluição de 1:5000 do anticorpo secundário HRP apresentou melhores 

resultados. O endógeno GAPDH foi mais eficiente quando comparado com a 

Actina, apresentando menos variabilidade entre as amostras; Não foi observada 

a detecção de TIMP3 nas diferentes concentrações testadas. 

 
 

1 2 3 4 
1 2 3 4 

B A 

 Teste 5 (A): Reatividade anti-MMP2. (1) anticorpo primário na concentração de 0,5 μg/mL e 
secundário 1:5000; (2) anticorpo primário em 0,5 μg/mL e secundário 1:10000; (3) anticorpo 
primário em 1 μg/mL e secundário 1:5000; e (4) anticorpo primário em 1 μg/mL e secundário 
1:10000. Concentração de proteínas totais: 40 μg/poço. Teste 5.1 (B) Reatividade anti-TIMP3 
(1 e 2) e anti-MMP9 (3 e 4). (1) anticorpo primário na concentração de 1.4 μg/mL e secundário 
1:5000; (2) anticorpo primário em 1,4 μg/mL e secundário 1:10000; (3): anticorpo primário em 
1 μg/mL e secundário 1:5000; (4): anticorpo primário em 1 μg/mL e secundário 1:10.000. 
Concentração de proteínas totais de 40 μg/poço. FONTE: a autora (2023). 


