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RESUMO

Com o avancgo da ciéncia e tecnologia, a maior parte dos produtos utilizados em nosso
cotidiano beneficia-se do uso de compostos quimicos. A exposi¢cao de humanos a
essas substancias favorece o surgimento de diversas enfermidades, incluindo o
cancer. O objetivo deste estudo foi avaliar se os contaminantes quimicos: acido
perfluorooctandico, bisfenol A, metoxicloro e benzofenona-1 sdo capazes de modular
o fendtipo de células de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, alterando processos
que contribuem para a progressao tumoral. Primeiramente realizou-se uma selecao
dos contaminantes por molecular docking apés levantamento na literatura, seguido de
ensaios in vitro com as células em cultura. As células foram expostas aos
contaminantes quimicos por 24 horas e 15 dias em concentragdes distintas e depois
submetidas aos ensaios de viabilidade celular, de efluxo de drogas, migracgéao,
formacao de colbnias, proliferacdo, invasédo e expressao génica. Na linhagem MDA-
MB-231, a exposicdo modulou importantes caracteristicas associadas a malignidade
tumoral, como o aumento de viabilidade) e atividade de efluxo de drogas, aumento da
proliferagao celular e numero de geracgdes celulares, da capacidade de migracao e
invasdo das células, e da expresséo dos genes (RPS6, SYNCRIP, ESR2 e VEGFA)
que estao ligados com a progressao tumoral, particularmente na exposigao por 15
dias. A linhagem MCF-7 apresentou aumento de viabilidade, aumento significativo na
formacao de colbnias, proliferacdo celular e expressao dos genes (STAT3, ESR2,
ABCG2 e VEGFA), porém sem alteracdo na migracéo, também de forma mais
expressiva na exposig¢ao por 15 dias. Os contaminantes nao foram citotdxicos para a
linhagem n&o tumoral MCF10A, contudo, promoveram um aumento do metabolismo
do MTT, na retencao do corante vermelho neutro e na proliferagéo, além também de
um aumento no efluxo de drogas apos exposicdo por 24 horas e 15 dias.
Notavelmente, a expressao de genes relacionados com a progressao tumoral, como
proliferagdo (VEGFA, STAT3, RPS6, SYNCRIP) e resisténcia a multiplas drogas
(ABCG2), a proliferacao celular, atividade de transportadores envolvidos no efluxo de
drogas, migracdo, invasao celular e formacéo de colbnias indicam que ha uma
modulagao do fendtipo das células de tumor mamario. Além disso, essa modulagéo
foi maior nas células ja muito agressivas (MDA-MB-231), intermediaria nas células
tumorais menos metastaticas e menos agressivas (MCF-7) e muito menor nas células
nao tumorais (MCF-10A). Em conjunto, os dados apresentados corroboram a hipotese
de que a exposicdo constante a esses contaminantes ambientais pode modular
fendtipo de células de tumor de mama tornando-as mais agressivas.

Palavras-chave: contaminantes emergentes; poluentes organicos;
cancer de mama; progressao tumoral; proliferacao celular.



ABSTRACT

With the advancement of science and technology, most of the products used in our
daily lives benefit from the use of chemical compounds. Human exposure to these
substances favors the emergence of various diseases, including cancer. The objective
of this study was to evaluate whether the chemical contaminants perfluorooctanoic
acid, bisphenol A, methoxychlor, and benzophenone-1 are capable of modulating the
phenotype of MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells, altering processes that
contribute to tumor progression. First, a selection of contaminants was performed
through molecular docking after a literature review, followed by in vitro assays with
cultured cells. The cells were exposed to the chemical contaminants for 24 hours and
15 days at different concentrations and then subjected to assays for cell viability, drug
efflux, migration, colony formation, proliferation, invasion, and gene expression. In the
MDA-MB-231 cell line, exposure modulated important characteristics associated with
tumor malignancy, such as increased viability and drug efflux activity, increased cell
proliferation and number of cell generations, enhanced cell migration and invasion
capacity, and upregulation of genes (RPS6, SYNCRIP, ESR2, and VEGFA) associated
with tumor progression, particularly after 15 days of exposure. The MCF-7 cell line
showed increased viability, a significant increase in colony formation, cell proliferation,
and upregulation of genes (STAT3, ESR2, ABCG2, and VEGFA), but no change in
migration, also more pronounced after 15 days of exposure. The contaminants were
not cytotoxic to the non-tumoral MCF-10A cell line; however, they promoted an
increase in MTT metabolism, retention of the neutral red dye, and proliferation, as well
as an increase in drug efflux activity after both 24-hour and 15-day exposures. Notably,
the expression of genes related to tumor progression, such as proliferation (VEGFA,
STAT3, RPS6, SYNCRIP) and multidrug resistance (ABCG2), along with increased
cell proliferation, drug efflux transporter activity, migration, invasion, and colony
formation, indicate that there is a modulation of the breast tumor cell phenotype.
Furthermore, this modulation was greater in highly aggressive cells (MDA-MB-231),
intermediate in less metastatic and less aggressive tumor cells (MCF-7), and much
lower in non-tumoral cells (MCF-10A). Together, the presented data support the
hypothesis that constant exposure to these environmental contaminants may modulate
the phenotype of breast tumor cells, making them more aggressive.

Keywords: emerging contaminants; organic pollutants; breast cancer;
tumor progression; cell proliferation.
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1 INTRODUGAO

O cancer é uma das principais causas de mortalidade da populacdo no mundo,
tendo um aumento cada vez mais progressivo e sendo responsavel por quase uma
em cada seis mortes (16,8%), estando associado com custos sociais e
macroecondmicos relevantes. Este aumento de casos, acaba refletindo o
envelhecimento da populagao, situagao socioecondmica e o papel que os fatores de
risco possuem, como a ingestao de alcool, tabaco, alimentagdo ndo saudavel, falta de
atividade fisica e ainda, o contato da populagdo com contaminantes quimicos,
advindos de fontes diversas (CHEN et al., 2023; BRAY et al., 2024). Dentre os
diversos tipos de cancer que acometem e preocupam a populacéo, o cancer de mama
€ o0 que mais acomete mulheres no mundo (DARBRE, 2021).

A ocorréncia de cancer de mama no mundo esta crescendo continuamente,
tendo sua incidéncia aumentada tanto em paises nao desenvolvidos como também
em paises desenvolvidos (DARBRE, 2021; E SILVA et al.,, 2024). Durante a
progressdo do cancer de mama, ocorre a multiplicagdo descontrolada de células
transformadas, resultando na formacao de um tumor. Muitas dessas células, acabam
se disseminando através dos vasos sanguineos e linfaticos, causando metastases em
outros 6rgaos. Ademais, a heterogeneidade intratumoral contribui para o aumento da
capacidade das células cancerosas de reprogramagao génica, contribuindo para que
estas células possam alterar seu comportamento e se adaptar ao microambiente
(ZHENG 2022; KHAN et al., 2022; CLUSAN, 2023). A evolugao do cancer de mama
apresenta uma complexidade alta e envolve principalmente fatores ambientais e
genéticos, sendo que a contribuicdo hereditaria € menor (DARBRE, 2021), visto que
a populacdo esta constantemente exposta a diversos fatores ambientais que
prejudicam a saude.

Assim, a exposigao aos fatores ambientais que auxiliam na evolugao do cancer
de mama, pode ocorrer de maneiras diversas, sendo o contato com contaminantes
quimicos, o principal meio para tal exposi¢cdo. Este contato acontece diariamente
através do leite materno, cordao umbilical, ingestao, inalagdo e contato com a pele. A
exposicao a estes contaminantes quimicos pode desencadear doencas diversas, pois,
por meio de mecanismos moleculares e bioquimicos distintos, podem iniciar

alteragbes como aumento de proliferagéo celular, estresse oxidativo, instabilidade
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genbmica e modificagbes epigenéticas (SMITH et al., 2016; SARPA e FRIEDRICH,
2022). A exposicado continua e descarte inadequado de contaminantes quimicos,
aumenta significativamente o risco de desenvolvimento do cancer devido a ativagao
de um ou mais mecanismos de a¢ao carcinogénica em organismos vivos (OLIVEIRA,
GUILLEN e SILVA, 2022).

Esses contaminantes possuem origens e usos variados, com concentragdes e
locais de ocorréncia diversificados e sdo numerosos os produtos quimicos que estao
em uso atualmente ou que ja foram amplamente utilizados, mas que em decorréncia
da capacidade de persisténcia no ambiente e bioacumulagdo acabam acumulando em
solos, sedimentos, ar e organismos vivos, expondo 0s seres humanos por varias vias
(KOUAL, 2020). Uma classe de compostos que tem chamado bastante atengao e em
decorréncia disso, sido largamente estudada, sdo os contaminantes emergentes
(WANG et al., 2024).

Derivados de fontes antropogénicas e naturais, os contaminantes emergentes
sdo compostos que incluem diversas categorias de produtos presentes em produtos
farmacéuticos e de cuidados pessoais, componentes de plasticos, subprodutos de
desinfecgcao, compostos perfluorados, drogas ilicitas, produtos industriais como
retardantes de chama organofosforados e retardantes de chama bromados, e alguns
agrotoxicos, entre outros. Ainda, alguns destes compostos possuem a capacidade de
interagir com o sistema endocrino, sendo classificados como desreguladores
endocrinos, como o bisfenol A (Bpa), que gera seus efeitos principalmente nos
receptores de estrogénio alfa e beta (SWEENEY et al., 2015; KOUAL, 2020; FARTO,
2021).

A carcinogenicidade dos contaminantes emergentes € bem documentada,
entretanto, ha uma lacuna significativa no conhecimento acerca dos efeitos da
exposicao a esses compostos no prognostico de canceres ja estabelecidos e nas
alteragbes induzidas em células tumorais. Diante disso, estudos que analisam as
respostas celulares a exposigcdo a contaminantes emergentes sao relevantes.
Portanto, para investigar os efeitos desses contaminantes no fenétipo de malignidade
tumoral de mama, o presente estudo utilizou as linhagens celulares de mama humana
MCF7 e MDA-MB231 e a linhagem nao tumoral MCF10A, expostas a diferentes
concentragdes dos contaminantes acido perfluorooctansico (Pfoa), bisfenol-A (Bpa),
metoxicloro (Mtx) e 2,4-dihidroxibenzofenona ou benzofenona 1 (Bp1). Em resumo,

avaliamos se os produtos quimicos descritos podem alteraram caracteristicas das
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células tumorais ou normais de mama, tornando-as mais agressivas, interferindo na
migracgao, proliferacédo, capacidade de estabelecer colénias e invadir outros tecidos,
bem como, alteragdo da expressao genética.

Os dados relacionados a fatores que podem dar origem a tumores malignos
sdo amplamente estudados e descritos na literatura. Contudo, fatores relacionados a
desencadeiadores de piores progndsticos para a progressdo dos tumores, ainda
carecem de mais investigagdo, principalmente os fatores relacionados a
contaminantes emergentes. Portanto, esta pesquisa se propde a fazer uma relagao
entre a exposi¢ao aguda e crénica a estes contaminantes e a modulagem de células
tumorais de mama in vitro. Adaptagdes celulares a exposi¢ao aos contaminantes que
podem aumentar fatores relacionados ao grau de malignidade. E com os resultados
obtidos tentar iniciar uma extrapolagao para os efeitos nos organismos onde o cancer

ja esta em progressao.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contaminantes emergentes e poluentes organicos persistentes:
presenca e impactos no ambiente e saude

As transformagdes resultantes do novo estilo de vida humano apds a revolugéo
Industrial no século XVIII provocaram, como consequéncia, a exposi¢cao
indiscriminada a inumeros compostos capazes de causar danos ao meio ambiente e
as populagdes humanas (POSE-JUAN; FERNANDEZ-CRUZ; SIMAL-GANDARA,
2016). A crescente industrializagao e urbanizagao acabou afetando diferentes estratos
do meio ambiente, como a agua, solo e o ar. Todos os ecossistemas estdo
enfrentando niveis inéditos de estresse provocados pela atividade humana,
impulsionando-os para pontos criticos. Varios agentes estressores influenciam a
condigdo ecoldgica desses ecossistemas em escalas continentais e globais
(BANADUC et al., 2024; WANG, GAO e ZUO, 2024).

As tecnologias quimicas sao fundamentais para as sociedades
contemporaneas, dado que mais de 95% de todos os bens e artigos manufaturados
dependem da quimica. Embora os produtos quimicos oferecam muitos beneficios
desejaveis, eles podem ser liberados ao longo de seu ciclo de vida, ocasionando

efeitos adversos a saude humana e ao meio ambiente (WANG et al., 2020). Um dos
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principais focos da comunidade cientifica e 6rgaos de fiscalizagao tem sido a presenca
de um grupo de contaminantes de interesse, conhecidos como contaminantes
emergentes (CEs). Atualmente, diversos tipos de produtos disponiveis no mercado
enquadram-se nessa categoria quando liberados no ambiente (CHIAVELLI et al.,
2019).

Esses contaminantes sao identificados em diversos ambientes, como agua,
solo e ar e podem ser classificados como de origem antropica, incluindo compostos
presentes em efluentes domésticos, hospitalares, industriais e agricolas. Também
podem ocorrer naturalmente, como em algumas espécies de plantas (MONTAGNER,;
VIDAL; ACAYABA, 2017; TRAN, REINHARD e GIN, 2018). O termo contaminantes
emergentes comecgou por volta do ano 2000, contudo, antes disso ja havia uma
preocupagao com compostos como os PFAS (substancias per e polifluoroalquil),
clorofluorocarbonetos, pesticidas, neonicotindides, plasticos e seus subprodutos,
dentre outros. Porém ainda nao tinham uma classificagado exata destes compostos e
com a evolugédo na deteccdo vestigial ao longo dos anos foi possivel uma melhor
compreensao de quais compostos fazem parte desta classe denominada
contaminantes emergentes e dar inicio a estudos que elucidem os seus efeitos na

saude e no ambiente, como mostra a Figura 1 (WANG et al., 2024).
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Figura 1 O progresso dos contaminantes emergentes em relagdo aos avangos na detecgdo de
substancias quimicas potencialmente prejudiciais ao ambiente e ecossistemas. Esse progresso é
atribuido a uma capacidade aprimorada de deteccéo de contaminantes inorganicos e organicos em
niveis de tragos, além de uma compreensdo mais profunda de seus impactos no ecossistema e na
saude. Adaptado de WANG et al., 2024.

A maioria dos contaminantes emergentes € de natureza organica, embora
alguns pesquisadores também incluam nanoparticulas inorganicas (VELEZ et al.,
2019). Esses compostos podem ser categorizados como medicamentos, produtos de
higiene pessoal, filtros UV, compostos perfluoro alquilicos, plastificantes, horménios,
drogas ilicitas, aditivos alimentares, metabalitos, retardadores de chama, pesticidas,
estimulantes e nanoparticulas, entre outros. Os produtos farmacéuticos geralmente
entram em sistemas aquaticos por meio das aguas residuais, apos serem consumidos
por humanos e animais e serem excretados como compostos parentais ou
metabdlitos. Estes contaminantes considerados emergentes, nédo tem um aporte
legislativo e assim, estas ocorréncias ndo estdo incluidas nos monitoramentos
rotineiros gerando assim o potencial de causar perturbagdes ecoldgicas e efeitos na
saide humana MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017; VELEZ et al., 2019;
CHAVES et al., 2023).

Os contaminantes emergentes foram detectados e quantificados recentemente
gragas ao desenvolvimento de novas técnicas analiticas sensiveis e mais sofisticadas.
Na literatura, também sao utilizadas as seguintes terminologias para se referir aos
CEs: poluentes emergentes, micropoluentes, microcontaminantes e
microcontaminantes de interesse emergente (FARTO et al., 2021; OLIVEIRA,
GUILLEN E SILVA, 2022).

Diante da recente deteccao, cresceram as preocupacdes a cerca dos CEs e
qual o impacto que os mesmos poderiam causar na populagdo e meio ambiente. Até
o momento, ndo ha uma legislacao especifica sobre estes contaminantes, ainda que
tenham sido incorporados em listas de substancias prioritarias elaboradas pela Unidao
Europeia e pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos EUA (US-EPA). Estes compostos
foram inseridos nestas listas de substancias de prioridade, pela ocorréncia de
impactos adversos em organismos nao alvo, sendo que alguns possuem potencial
para atuar desregulando o sistema endocrino e causando problemas de fertilidade,
malformacédo e alteracbes no metabolismo principalmente de espécies aquaticas
(GUTIERREZ-NOYA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2024).
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Além disso, no ano de 2022, a Unido Europeia propbs a alteragdo de trés
diretivas. A Diretiva-Quadro da Agua (DQA, Diretiva 2000/60), a Diretiva das Aguas
Subterraneas (DQA, Diretiva 2006/118/CE) e a Diretiva sobre Normas de Qualidade
Ambiental (EQSD, Diretiva 2008/105/CE), relativas a normas de qualidade, gestéo e
protecdo da agua. As alteragbes propostas pela Unido Europeia visam atualizar,
melhorar e integrar ainda mais as politicas de gestdo da agua, incluindo 68 novas
substancias prioritarias, ajuste de limites de concentragdo com base em novas
evidéncias cientificas e a implementacéo de novas estratégias de monitoramento e
gestdo. As substancias incluidas nesta proposta de alteragédo incluem microplasticos,
pesticidas, produtos farmacéuticos e o grupo das substancias perfluoroalquiladas
(PFAS) (EUROPEAN COMISSION, 2022; BACKHAUS, 2023).

A nivel nacional, a legislagdo relativa aos contaminantes emergentes é
escassa. A regulamentacédo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°
430/2011 estabelece apenas os padroes de qualidade para o langamento de
efluentes, sem oferecer uma definicAo ou padronizagdo especifica para
contaminantes emergentes. Além disso, a retirada desses contaminantes
normalmente nao é eficaz por meio dos métodos convencionais em estacdes de
tratamento de agua como lodo ativado, filtragem, e desinfeccdo particularmente em
paises em desenvolvimento (DUARTE et al., 2023; PURI, GANDHI e KUMAR, 2023).

Ainda, os estudos para definicdo de indices residuais aceitaveis destas
substancias também sio escassos, aumentando a dificuldade e a demora para
regulacédo destes. A maior fonte de descarte dos contaminantes emergentes é a rede
de esgoto e, levando em conta que no Brasil grande parte do esgoto n&o € tratado e
que, mesmo realizando os tratamentos ainda é dificil retirar estes compostos da agua,
ocorre entdo o acumulo gradual dos contaminantes emergentes em corpos e reservas
hidricas, entrando posteriormente em contato com a populagéo (STARLING, AMORIM
e LEAO, 2019; OLIVEIRA, GUILLEN E SILVA, 2022).

Em 2021 entrou em vigor a Portaria N° 888, do Ministério da Saude, que
introduziu novos paradigmas sobre o tema. A Portaria estabelece padrbes de
potabilidade da agua para consumo humano e, ainda que seja limitada, aborda e
incorpora alguns contaminantes emergentes. E assim, torna-se um marco regulatorio,
visto que ndo ha outras legislacbes e normas anteriores para a questdo dos

contaminantes emergentes no pais (BRASIL, 2021).
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De acordo com Oliveira, Guillen e Silva (2022), a Portaria N° 888 é de extrema
relevancia, pois institui o tratamento juridico em torno dessas substancias
emergentes, cujos estudos estavam anteriormente restritos a ambientes académicos
e atividades relacionadas a defesa do meio ambiente. Diante disso, € de suma
importancia regularizar e impor limites e parametros que estejam alinhados com a
realidade da sociedade contemporanea.

Considerando que esses contaminantes sao de dificil detecgdo e tratamento,
acumulam-se cada vez mais no meio ambiente e causam diversos problemas a saude
e aos ecossistemas, como aumento da resisténcia bacteriana, alteracées do sistema
enddcrino causada pela interagdo dos contaminantes com receptores hormonais,
contaminagdo das aguas e do solo entre outros, torna-se fundamental investir em

técnicas capazes de detectar precocemente e tratar corretamente esses poluentes.

2.2 Contaminantes emergentes e a capacidade de desregulacao endocrina

O interesse cientifico em produtos quimicos desreguladores enddcrinos (EDCs)
tem crescido ao longo dos ultimos anos, tendo sua preocupagado marcada por Roy
Hertz em 1958, quando notou e sugeriu que certos produtos quimicos utilizados na
criacdo de bois e vacas em confinamento poderiam, ao ser absorvidos pelo
organismo, “imitar” a atividade dos horménios (MODICA, BENEVENTO e COLAO,
2023). No entanto, depois disso pouco progresso foi feito até o ano de 1970. Foi neste
ano que médicos e pesquisadores descobriram que o dietilestilbestrol (um estrogénio
sintético), que ja havia sido administrado para milhdes de mulheres com a finalidade
de reducdo de abortos espontaneos, aumentava a incidéncia de um tumor raro em
mulheres ainda jovens e também induzia anomalias no trato reprodutivo em homens
expostos. E com isso foi sugerido um possivel mecanismo estrogénico desses
compostos, contribuindo para a formacado de tumores, o que preocupou entdo as
autoridades e os fez abordar este tema como sendo uma classificacao especifica
(MODICA, BENEVENTO e COLAO, 2023).

Os desreguladores enddcrinos (EDCs) compreendem um grande numero de
produtos quimicos que sao bastante heterogéneos, tendo sua exposi¢cdo ocorrendo
diariamente por diferentes vias como a inalacao, ingestao (sendo esta uma das mais
importantes), contato direto (via cutanea) e dispersos no solo e corpos hidricos,

afetando assim, a fungéo do sistema enddcrino dos animais e seres humanos (BURKS
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et al. 2017; METCALFE et al., 2022; MACEDO et al., 2023). Eles sao caracterizados
como substancias exdégenas com capacidade de interferir na sintese e metabolismo,
transporte, ligagdo aos receptores especificos, eliminagao ou secregao de hormonios,
0 que acaba resultando no mau desenvolvimento, disfungbes na reproducgao,
infertilidade, problemas no desenvolvimento, e desordens imunoldgicas e
neurolégicas (ADHIKARI et al., 2023).

Os EDCs mais comuns abrangem compostos fendlicos, podem ser
encontrados em inseticidas, pesticidas (como o DDT, por exemplo), retardantes de
chama, produtos quimicos usados na industria, hormdnios, metais, plastificantes,
produtos de higiene pessoal, medicamentos, entre outros (METCALFE et al., 2022;
NIU et al.,, 2024; MACEDO et al., 2023). Esses compostos sdo amplamente
distribuidos no ambiente e as técnicas para detectar os mesmos incluem
principalmente espectrometria de massa, métodos cromatograficos, métodos
eletroquimicos e colorimétricos. Alguns EDCs séo lipofilicos e ao serem ingeridos por
humanos através da cadeia alimentar, acumulam-se no tecido adiposo (NIU et al.,
2024).

Desreguladores endocrinos podem ter como mecanismo de agao a capacidade
de inibem ou ativam a acdo hormonal ao se ligarem a receptores, modulando a
biossintese do horménio e até mesmo ativando outros fatores de transcrigao (BURKS
et al., 2017). A maioria dos desreguladores enddécrinos, sejam eles de fontes naturais
ou sintéticas, apresentam estruturas semelhantes as dos horménios enddgenos,
como estradiol (E2) ou andrégeno. Em consequéncia disso, eles tendem a interferir
nas acdes dos hormdnios esterdides ao se ligarem aos receptores hormonais
correspondentes (AHN e JEUNG et al., 2023).

No corpo humano, circulam baixas concentracées de horménios e a exposi¢ao
a compostos que desregulam a fungao do sistema enddcrino, mesmo que em afetando
muito pouco essas concentracdes, provoca efeitos significativos nas funcdes
fisiologicas e biolégicas, devido a acréscimos ou reducdes de hormdnios. Um dos
mecanismos mais relatados para os desreguladores enddocrinos € a capacidade de
“‘mimetizar” o horménio estrogénio. Portanto, ndo € surpresa que esses compostos
impactem tecidos sensiveis ao estrogénio, como o sistema reprodutor feminino
(BURKS et al., 2017; GOGOLA, HOFFMANN e PTAK, 2019).

Embora os desreguladores enddécrinos atuem através de receptores hormonais

nucleares, evidéncias recentes indicam que 0s mecanismos pelos quais esses
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compostos operam sdao muito mais amplos do que originalmente reconhecido
(HUANG et al., 2020). Estudos demonstraram que, além de modificar a sinalizagao
dos receptores nucleares, estes compostos podem atuar através de receptores nao
esteroides, coativadores transcricionais, vias enzimaticas envolvidas na biossintese e
no metabolismo de esterdides, ainda, alterar o sistema enddcrino, contribuir para o
desenvolvimento de cancer, alterar funcao da tiredide, alteracbes no metabolismo, na
obesidade, na funcdo cardiovascular e também na reproducdo, além de afetar
diretamente a expressao de diferentes genes (LOPEZ-RODRIGUEZ et al., 2021; AHN
e JEUNG et al., 2023).

La Merrill et al. (2020) identificaram as dez principais caracteristicas dos
compostos desreguladores enddcrinos, através de uma ampla revisao de literatura

cientifica (Figura 2).
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Figura 2 . Principais caracteristicas de compostos com capacidade de desregulagdo enddcrina. 1- um
composto desregulador do sistema endocrino pode interagir ou ativar receptores hormonais. 2- o
composto pode antagonizar receptores hormonais. 3- um composto desregulador do sistema enddcrino
pode modificar a expressao dos receptores hormonais. 4- alterar a transdugéo de sinal em células que
respondem a horménios. 5- indica que o composto pode induzir modificagbes epigenéticas nas células.
6- modificacdo da sintese hormonal. 7- influencia no transporte hormonal através das membranas
celulares. 8- alteragéo da distribuicdo ou dos niveis circulantes de horménios no sangue. 9- influencia
no metabolismo ou eliminagado dos horménios. 10- os compostos podem modificar o destino de células
produtoras ou que respondem a horménios. Adaptado de (LA MERRILL et al., 2020).

Um exemplo de composto que é amplamente utilizado e que causa interacdes
hormonais € o Bisfenol A (Bpa). Este, pode interagir com os receptores ERa e ER,
assim como o GPER, receptor de hormoénio tireoidiano e AR, ativando a transcri¢ao
em células sensiveis ao estrogénio. Desta forma, ele provoca multiplos efeitos em
diversas espécies (LA MERRILL et al., 2020).

Presume-se que o0s compostos quimicos desreguladores endocrinos,
desempenhem um papel na origem do cancer de mama, tanto através de mecanismos
de promogdo quanto no desenvolvimento da glandula mamaria. Desreguladores
endocrinos, sendo eles estrogénicos ou ndo, sdo considerados como tendo papéis
fundamentais no surgimento do cancer de mama (PIEROZAN e KARLSSON, 2018).
Portanto, a pesquisa desses compostos em produtos comerciais e na poluigao €
considerada uma prioridade.

Como ja mencionado, sédo diversos os tipos de compostos que sao
considerados desreguladores endocrinos. Tendo em torno de 1.480 substancias que
se enquadram nesta classificagdo e muitos destes também sao considerados
poluentes orgéanicos persistentes (POPs), levantando ainda mais as preocupacgdes
sobre os efeitos a longo prazo, tanto na saude da populagédo, quanto com o meio
ambiente (MODICA, BENEVENTO e COLAO, 2023; MACEDO et al., 2023).

2.3 Poluentes organicos persistentes (POPs)

Os contaminantes organicos persistentes (POPs) sdo produtos quimicos a

base de carbono, que sdo de forma continua lancados no meio ambiente. Estes, sao
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toxicos, bioacumulativos e altamente resistentes a degradagdo ambiental e a
degradagdo metabdlica, por meio de processos quimicos, biolégicos e fotoliticos
(ARIENZO, 2023; NIU et al., 2024).

Os POPs possuem alto potencial para sofrer transporte de longo alcance e em
geral suas fontes sao descritas como primarias e secundarias. As fontes primarias séo
provenientes da producao ou o uso direto destes compostos, como por exemplo a
aplicacdo deles na agricultura. A fonte de emissdo secundaria consiste no
deslocamento destes compostos para estratos distintas, como o ar, solo e agua, sendo
o ar a maior fonte de distribuicdo dos POPs pelo meio ambiente, podendo se espalhar
globalmente e chegando a areas remotas (LI et al., 2024).

A Convencéao de Estocolmo foi o principal tratado com o objetivo restringir ou
até mesmo proibir o uso, produgdo e emissdo de alguns poluentes organicos
persistentes, entrando em vigor em 2004 (AKINRINADE et al., 2024). Em 2019, a
Unido Européia reformulou o Regulamento N.° 850/2004, relativa a poluentes
organicos persistentes entrando em vigor o Regulamento 1021/2019, com medidas
mais rigidas no que tange os poluentes persistentes (EUROPEAN COMISSION,
2019). Ja no Brasil, a legislacdo que trata da implementacdo da Convencao de
Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes (POPs) no Brasil € o Decreto n°
5.472, de 20 de junho de 2005 (BRASIL, 2005).

Essas regulamentagbes vém com o objetivo de minimizar o uso e a emissao
destes compostos, pois com o aumento das atividades industriais e agricolas, ocorreu
uma crescente produc¢ao e emissao dos poluentes no meio ambiente, principalmente
0s poluentes organicos persistentes e como esses possuem como caracteristicas a
bioacumulagao, capacidade de transformacao e persisténcia no meio ambiente e em
organismos vivos, com o passar do tempo tornaram-se uma ameaga para o0 meio
ambiente, saude da populagao, fauna e flora (MISHRA et al., 2022; MATEI et al.,
2023).

Os poluentes organicos persistentes, sao divididos em grupos e os principais
séo os pesticidas, produtos quimicos da industria e subprodutos industriais (que nao
sao gerados intencionalmente) e, por ultimo, os produtos farmacéuticos e de cuidados
pessoais. No grupo dos pesticidas, enquadram-se os organoclorados, muito utilizados
na agricultura e que mesmo com seu banimento ainda s&o encontrados no solo, agua
de rios, sedimentos, fauna aquatica e ar. Ja os produtos produzidos na industria e

seus subprodutos incluem os compostos poliperfluorados, éteres difenilicos



31

polibromados (PBDEs), substancias perfluoroalquilicas e polifluoroalquiladas,
bifenilas polibromados (PBBs), metais pesados, bifenilas policlorados (PCBs),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, hexaclorobenzenos (HCBs), dibenzo-p-
dioxina policlorada e dibenzofurano policlorado (PCDD/PCDF) e naftalenos
policlorados (RAMIREZ-MORALES et al., 2021; MISHRA et al., 2022; ALSHEMMARI
et al., 2023; ARIENZO et al., 2023).

Os produtos farmacéuticos como o norfloxacino, carbamazepina, diclofenaco e
ibuprofeno também est&o incluidos como poluentes persistentes e ainda, um grupo de
corantes organicos também faz parte destes, como é o caso do azul de metileno e
laranja de metila (NAGHDI et al., 2023). Todos esses poluentes representam riscos
para os componentes bidticos de cada nivel trofico, tendendo a biomagnificar em
concentragdes elevadas nos organismos que ocupam os niveis tréficos mais altos na
cadeia alimentar (NAGAR et al., 2023).

Poluentes organicos persistentes podem causar danos graves a saude da
populagdo, como por exemplo, interferir no sistema endoécrino e causar disturbios
hormonais e reprodutivos, deficiéncias neurocomportamentais, deficiéncias
congénitas, disturbios de imunodeficiéncia, desenvolvimento e progressao do cancer.
Estes comprometimentos fisioldgicos sado provenientes de interagdes que os
poluentes fazem com diversas macromoléculas biolégicas, como a expressado de
diversos genes e ainda, desencadear a ativagdo ou inativagdo de cascatas de
sinalizagao distintas e que s&o cruciais para o funcionamento celular (ROSENFELD e
COOKE, 2019; GILEADI et al., 2021; NAGAR et al., 2023).

Alguns compostos quimicos atualmente em uso podem interferir em
mecanismos que influenciam processos celulares como proliferagdo, migracao,
invasdo e capacidade de sobrevivéncia celular, aumentando assim, a progressao
tumoral. Diversos fatores extrinsecos e intrinsecos podem estar associados ao
surgimento e a progressao do cancer, incluindo a influéncia de substancias toxicas
(STEIL et al., 2022).

2.4 Poluentes selecionados para o estudo

2.4.1 Acido Perfluorooctandico (Pfoa)

O acido perfluorooctandico (Pfoa) € um produto quimico sintético que possui

uma cadeia perfluorooctandica de oito carbonos com grupo funcional &cido carboxilico
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(Figura 3), que é um subproduto industrial da fabricagéo de polimeros comerciais (LIU
et al., 2023). Embora o Pfoa seja alvo de uma vigilancia e regulamentacéao rigorosa,
ele é detectado como poluente primario em aguas superficiais, sendo encontrado no
soro humano em concentragcdes de 4 ng/mL (0,01 uyM) a 22 pg/mL (53 pM).
Atualmente é classificado como possivel carcinégeno humano (grupo 2B) pela

Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (WANG et al., 2024).

Figura 3. Estrutura quimica do composto Pfoa. FONTE: PUBCHEM (2024).
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Perfluorooctanoic-acid#section=2D-Structure

O Pfoa é amplamente utilizado em produtos industriais e de consumo por suas
caracteristicas como resisténcia a manchas e repeléncia a agua, sendo encontrado
em panelas antiaderentes, cosméticos, estofados, e como produto final da
degradagédo de muitos compostos derivados de fluor. Além disso, pode bioacumular
nas cadeias alimentares (PIEROZAN, JERNEREN E KARLSSON, 2018; SAKAI et al.,
2022; QU et al.,, 2023). No entanto, atualmente, sua utilizacdo é limitada pela
regulamentacdo de Poluentes Organicos Persistentes (POPs) proveniente da
Conferéncia de Estocolmo. Ainda, este composto é conhecido por levar a uma
variedade de disfungdes no organismo, principalmente desregulacdo do sistema
endocrino, afetando o equilibrio do estrogénio no organismo e aumento dos riscos de
desenvolvimento e progressdo de cancer de mama, incluindo canceres de mama
negativos para receptor de estrogénio (LI et al., 2018; PIEROZAN, JERNEREN E
KARLSSON, 2018; MANCINI et al., 2020; SAKAI et al., 2022).

Além do Pfoa estar relacionado com o cancer e outras doencas, ele pode
passar da mae para o feto através do sangue do corddo umbilical. Oh e colaboradores
(2022) encontraram uma associagao entre as concentra¢des de Pfoa no sangue do

cordao umbilical e as fung¢des cognitivas em criangas de 4 a 40 meses, sugerindo que
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o0 composto pode causar impactos negativos na saude durante o desenvolvimento
fetal. Estudos com modelos animais indicam que o Pfoa é absorvido por exposicao
oral, inalatéria e cutdnea e as doses de menor efeito adverso observado
correspondem a niveis séricos de 20-51 ug/mL (48-123 yM) em ratos e de 10-14
pMg/mL (24-33,8 uM) em camundongos (FUJIWARA et al., 2023).

2.4.2 Bisfenol A (Bpa)

O bisfenol A (Bpa) € um composto sélido incolor que possui dois anéis fendlicos
conectados por uma ponte metilica, com dois grupos funcionais metilicos ligados
(Figura 4) (MURATA e KANG, 2018).
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Figura 4. Estrutura quimica do composto Bpa. FONTE: PUBCHEM (2024).
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Bisphenol-A

Largamente utilizado na produgéo de policarbonato e revestimentos de resina
epoxi, o Bpa esta presente em diversos produtos de consumo, como embalagens de
alimentos, revestimentos de latas, garrafas plasticas, materiais odontolégicos, como
selantes e mamadeiras. Ainda, é utilizado como agente estabilizador em produtos
como o PVC (cloreto de polivinila) e papel térmico (POLLACK et al., 2015; WANG et
al., 2023; TORRES-ALAMILLA et al., 2023; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2024). E, segundo Ma e colaboradores (2019), as ligagcdes éster que unem os
mondémeros favorecem uma hidrdlise parcial quando expostas ao calor ou ambientes
acidos, o que facilita a liberacdo de Bpa no meio ambiente. Devido a esta hidrdlise,
ocorre a liberagdo do Bpa no ambiente e exposicao de pessoas ao composto, sendo
pela inalagao, ingestao ou contato com a pele (ENGIN E ENGIN, 2021; Ll et al., 2023).

Ha estimativas de liberacdo do Bpa para o ambiente, em cerca de 400 000 toneladas
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anuais, impactando diversas esferas, como por exemplo o solo e a agua (AKKUS e
CEYLAN, 2023). Este composto é considerado um desregulador endécrino, ou seja,
ele interage com os receptores hormonais, e alguns estudos pré-clinicos ja
evidenciaram que a exposi¢ao ao Bpa aumenta o risco de desenvolvimento de cancer,
principalmente de mama (STILLWATER et al., 2020; KWON, 2022).

Considera-se que o Bpa é consumido diariamente com alimentos, e a
exposi¢cao do organismo humano ao Bpa pela via trofica foi estimada em 0,48 a 1,6
ug / kg / dia. Na urina de gestantes norueguesas, foram encontrados niveis de 4,5 ug
/ dm?3. Ja em habitantes da Holanda (2,5 ug / dm3), Bélgica (2,55 ug / dm?3) e EUA (3,9
ug / dm?3), os niveis na urina sdo um pouco menores. O que nédo se observa na urina
de bebés prematuros, onde uma analise realizada, mostrou niveis alarmantes de Bpa
(30 ug / dm?®). No sangue, os dados mostram niveis em torno de 1 ug / dm?® a 4 ug /
dm3. Ainda, a detecgao no leite variou de 1,1 a 3,4 ug / dm?3, no tecido da placenta (1—
104 ug / kg) e tecido adiposo 3,16 ug / kg (MICHALOWICZ, 2014).

2.4.3 Metoxicloro (Mtx)

O metoxicloro é um inseticida empregado em atividades agricolas, pecuaria,
jardins e em animais de estimacdo. Esse pesticida organoclorado passou a ser
amplamente utilizado apds a proibicdo do diclorodifeniltricloroetano (DDT) e tem em
sua estrutura quimica dois anéis aromaticos ligados a atomos de cloro e grupos metoxi
(Figura 5).

Figura 5. Estrutura quimica do composto  Mtx. FONTE: PUBCHEM (2024).
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Methoxychlor
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Atualmente, seu uso agricola esta proibido devido a sua elevada toxicidade,
capacidade de bioacumulagdo e agdo como desregulador enddécrino (CHEN, 2014;
CHENG et al., 2019). Sabe-se que o Mix atua como agonista nos receptores de
estrogénio além de funcionar como antagonista do receptor de androgeno, o que
confere a este composto a caracteristica de desregulagao enddécrina (MARTINI et al.,
2020).

Nao esta presente naturalmente no ambiente. A maior parte da liberagao ocorre
devido a aplicagdo em florestas, plantagdes e animais de criagdo. Nas areas agricolas
e florestais, ele é aplicado por pulverizagado aérea, o que pode contaminar solos e
fontes de agua proximas. As chuvas e a neve facilitam a sedimentagéo do metoxicloro
no solo de forma mais rapida (ATSDR, 2002). Embora o Mtx seja menos persistente
no ambiente que o DDT, ainda existem preocupag¢ao com a presencga de seus residuos
no solo e nos sedimentos (KIM, et al.,, 2014). Foi encontrado em tecidos como a
placenta e tecido adiposo e em fluidos como leite materno e soro (Botella et al., 2004;
Shen et al., 2007). E capaz de bioacumular e persistir no ambiente, sendo encontrado
no solo, em plantas e animais, na agua e ar (Witek et al., 2021).

Devido ao fato de ter sido amplamente utilizado nas atividades agricolas e
possuir a caracteristica de persisténcia, ha registros da presenga deste composto no
leite materno e tecidos humanos, inclusive, apés um consideravel intervalo sem uso.
Ainda, a contaminacdo por Mtx ocorre, em sua maioria, por ingestdo, sendo ele
absorvido no trato gastrointestinal e, posteriormente, metabolizado no figado,
seguindo uma via de destoxificagcdo (ELDAKROORY et al., 2017; KAO et al., 2019;
MARTINI et al., 2020). Estudos indicam que o sistema reprodutivo € um dos principais
alvos do Mtx em todas as fases de desenvolvimento, sugerindo seu papel como
desregulador enddcrino com efeitos negativos na fertilidade (CHENG et al. 2019). Ele
também é capaz de estimular a proliferacdo de células MCF7 ao aumentar a
expressao de genes que favorecem o ciclo celular e ao reduzir a expressao de genes
antiproliferativos, especialmente aqueles que influenciam o ciclo celular (LEE et al.,
2012).

Ja é de conhecimento que os compostos organoclorados possuem uma
predisposicao para bioacumulacdo no tecido adiposo devido ao fato de serem
lipossoluveis, levando ao aumento das concentragbes encontradas em seres
humanos e oferecendo um risco significativo a saude publica (ELDAKROORY et al.
2017).
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2.4.4 2,4-Dihidroxibenzofenona (Benzofenona 1/ Bp1)

A 2,4-Dihidroxibenzofenona possui como estrutura dois anéis aromaticos

ligados por um grupo carbonila (Figura 6).

Figura 6. Estrutura quimica do composto Bp1. FONTE: PUBCHEM (2024).
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2 4-Dihydroxybenzophenone

As benzofenonas (BP) sao filtros organicos que possuem a capacidade de
absorver raios UVA, UVB ou ambos, reduzindo os danos causados pelos mesmos.
Sao amplamente encontradas em produtos cosméticos, como protetores solares e
produtos de cuidado para prote¢cdo da pele que possuem a finalidade de proteger
contra danos ou envelhecimento induzidos pela luz UVA e UVB (IN et al., 2015;
LOCATELLI et al., 2019). Sao igualmente usadas para evitar a degradagcdo dos
polimeros plasticos pela luz. Por serem lipofilicas, as BP tém uma alta capacidade de
absorcgao pela pele e de bioacumulagao (IN et al., 2015).

Devido a capacidade que as BP possuem de penetrar as barreiras da pele e
entrar no corpo, cresce as preocupacgdes acerca do assunto, pois cada vez mais sao
utilizados produtos que tém estes compostos quimicos em sua composigio. E, além
disso, as BP possuem a capacidade de interagir com o sistema enddcrino e, portanto,
s&o desreguladores enddcrinos (PARK et al. 2013).

As BP vém ganhando destaque devido a presenga de residuos em ambientes
aquaticos, decorrente de atividades recreativas ou também do tratamento e remogao
ineficiente que ocorre nas estagdes de tratamento de esgoto (ZOU, et al. 2021). E,
com o fato de que a exposicdo humana ocorre em grandes quantidades e através de

diversos produtos, principalmente os produtos de beleza e protetores solares, a Bp1
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pode ser detectada na urina, sangue e leite materno (RODRIGUEZ-GOMEZ et al.,
2014; GAO et al., 2015; ZHAO et al., 2017).

Estudos in vitro e in vivo realizados com as benzofenonas 1, 2 e 3 (Bp1, Bp2 e
Bp3) mostram que as mesmas apresentam atividades estrogénicas e
antiandrogénicas, exercendo efeitos semelhantes ao estrogénio (SUZUKI et al., 2005;
YAMASAKI et al. 2003; ORAL et al., 2020; CARSTENSEN et al., 2022) e promovendo
a migragao e invasao de linhagens celulares de tumor de mama (ALAMER e DARBRE,
2017).

2.5 O cancer

O céancer é considerado uma das quatro principais causas de mortes
prematuras a nivel global, sendo a segunda principal causa de o6bitos no Brasil,
configurando-se como um sério problema de saude publica devido a sua alta
prevaléncia, e afetando negativamente a expectativa de vida (BRASIL, 2021). No ano
de 2022, foram registrados em torno de 20 milhdes de casos de cancer no mundo,
levando a um numero de 6bitos de 9,7 milhdes (BRAY et al. 2024). O cancer refere-
se, na verdade, a um amplo conjunto de doengas, cada uma delas com caracteristicas
fundamentais que envolvem alteragcbes no comportamento celular normal, sendo
marcadas pela perda dos mecanismos habituais de controle biologico (COMPTON,
2020).

As origens do cancer sao complexas e envolvem fatores distintos, sendo eles,
bioldgicos, quimicos, fisicos, estresse psicologico, genéticos e ambientais. Embora
ainda ndo sejam totalmente compreendidas, pode-se dizer que o componente
ambiental se sobressai quando em comparagcdo aos outros fatores, como, por
exemplo, o hereditario. Inicialmente no desenvolvimento do céncer, ocorre a
proliferagao descontrolada de células anormais, que formam um tumor. Muitas dessas
células acabam disseminando por meio dos vasos sanguineos e linfaticos, atingindo
outros 6rgaos (Figura 7). Os tumores sao ecossistemas organizados de forma espacial
e sao compostos por diferentes tipos de células, onde cada uma é capaz de adotar
uma variedade de fendtipos, definidos pela coexpressao de varias proteinas (KEREN
et al., 2018; DARBRE, 2021; ZHENG, 2022; CLUSAN, 2023; KHAN et al., 2022).
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Figura 7. Processo de carcinogénese, nesta imagem dividido em trés fases principais: iniciagéo,
progressao e desenvolvimento do cancer. Geralmente causada por mutagdes em genes especificos
que regulam o controle da proliferacao, diferenciagdo e sobrevivéncia das células. Essas etapas
refletem o desenvolvimento gradual de um céncer, desde a mutacgéo inicial até o surgimento de tumores
secundarios e a resisténcia aos mecanismos normais de controle de crescimento e imunidade.
Adaptado de: CHAUDHRY et al. (2022).

O cancer é caracterizado por elementos bem definidos, como mutagéao, selegao
e deriva genética. Este processo depende da interagdo entre células individuais, o
microambiente e o sistema imunolégico, que podem promover ou suprimir o
crescimento tumoral. Em muitos tipos de cancer, a oncogénese ocorre junto com o
acumulo de mutacdes, o que pode conferir uma vantagem seletiva as células
cancerosas, aumentando sua adaptagao ao microambiente e a modificacdo de seu
comportamento (GATENBY e BROWN, 2017; CHEN e MELLMAN, 2017; KEREN et
al., 2018; ZAHIR et al., 2020).

O crescimento e disseminagédo do tumor é favorecida pela angiogénese, um
processo no qual ocorre a formacdo de novos vasos sanguineos que sao

frequentemente imaturos, irregulares e permeaveis, o que facilita a entrada de células
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tumorais na circulagdo sanguinea e linfatica, promovendo sua disseminagdo. Com
isso, a chance destas células atingirem outros 6rgaos e estabelecerem metastases,
aumenta. As metastases constituem um problema preocupante nas taxas de
sobrevida de pacientes com cancer pelo fato de serem uma das principais causas do
fracasso das terapias (IARC, 2008; KLEIN, 2020; FARES et al., 2020).

Conforme ja mencionado, varios fatores podem influenciar no desenvolvimento
de tumores, e um dos mais preocupantes € a exposi¢cao a fatores ambientais. Esta
exposi¢cao ocorre de diversas formas, contudo, um dos principais mecanismos € a
exposig¢ao a contaminantes quimicos, que ocorre diariamente, seja pelo leite materno,
cordao umbilical, ingestao, inalagdo e contato com a pele. Através de mecanismos
bioquimicos e moleculares distintos como alteracdo na proliferacdo das células,
alteragdes epigenéticas, estresse oxidativo, instabilidade genémica, entre outros, a
exposi¢cao aos produtos quimicos pode desencadear a formagao dos tumores (OPA,
2018; SARPA e FRIEDRICH, 2022; SMITH et al. 2016).

Em raz&o do aumento significativo na incidéncia e mortalidade relacionadas ao
cancer, o conhecimento sobre agentes carcinogénicos tem sido o foco de numerosos
estudos. Se a populagao estivesse bem ciente dos riscos da exposicdo aos compostos
considerados carcinogénicos e limitasse esta exposigao, cerca de 30% dos casos de
cancer poderiam ser evitados (BALWIERZ et al.,, 2023). Segundo Ferlay e
colaboradores (2021), paises que sao mais desenvolvidos, apresentam uma
incidéncia de cancer superior ao que se observa em paises ainda em

desenvolvimento.

2.6 O cancer de mama

O cancer de mama é o tipo mais comum de cancer diagnosticado em mulheres
e a principal causa de mortalidade entre os canceres. Apesar dos avancos na
deteccao e tratamento, o numero de casos continua a aumentar anualmente. O cancer
de mama ficou em segundo lugar no ranking mundial em 2022 como um dos mais
incidentes (11,6%) tendo mais de 2 milhdes de casos relatados. As estatisticas
apontam que até 2030, serdao mais de 2,7 milhdes de novos casos por ano de cancer
de mama (LUKASIEWICZ et al., 2021; WANG et al., 2023; NOLAN, LINDEMAN e
VISVADER, 2023; BRAY et al., 2024).
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A incidéncia do cancer de mama ¢ influenciada por uma combinacgao de fatores
genéticos e ambientais. Alguns dos fatores ambientais sdo a idade, historico
reprodutivo (como primeira menstruagao, gravidez e menopausa), terapia hormonal
pds-menopausa, obesidade, habitos de vida (tabagismo e consumo de alcool),
exposicdo a radiacdo, alta densidade mamaria e a presenca de alteracoes
histolégicas, como hiperplasia atipica, embora alguns desses fatores possam também
estar associados a uma predisposigao genética (NOLAN, LINDEMAN e VISVADER,
2023; OMS, 2024, OBEAGU e OBEAGU, 2024).

Ainda que seja considerado como uma doenga que afeta predominantemente
mulheres com mais idade (acima de 50 anos), alguns diagndsticos ocorrem em
mulheres com idades menos avangadas e muitos destes casos, a forma como o
cancer se apresenta € mais agressiva e com piora no prognostico (JAIN et al., 2022).

Em tecido saudavel, o epitélio glandular da mama é constituido de dois tipos
celulares, podendo ser as células luminais ou células basais. As células basais estao
em contato direto com a membrana basal e possuem caracteristicas mais parecidas
com a musculatura lisa; ja as células luminais, possuem caracteristicas de células
epiteliais polarizadas. Receptores hormonais, como os receptores de estrogénio e
progesterona, normalmente sdo mais expressos em células luminais. Ja as células
basais possuem uma expressdao maior de citoqueratinas, caderinas e marcadores
relacionados ao musculo liso (PELLACANI et al., 2019; CLUSAN et al., 2023).

Os principais métodos de tratamento para o cancer de mama incluem
intervencgdes cirurgicas, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, terapias alvo e
imunoterapia. A variagao biolégica do cancer de mama impacta tanto seu
comportamento clinico quanto a eficacia das diferentes abordagens terapéuticas. A
maioria dos casos de cancer de mama pertence ao subtipo luminal, caracterizado pela
presenga de receptores de estrogénio e progesterona. Assim, a terapia hormonal € a
estratégia mais empregada nesse subtipo, atuando ao bloquear as vias de produgao
hormonal, reduzir a disponibilidade de hormdnios naturais ou inibir os receptores
hormonais na superficie das células. No entanto, com o tempo, as células cancerosas
acabam desenvolvendo resisténcia a esses tratamentos hormonais (WAKS e WINER,
2019; MIRET et al., 2023; OLAYIWOLA e GOLLAHON, 2024; KHAN et al., 2024).

Pelo fato de o cancer de mama possuir alta heterogeneidade, acaba por ser
uma doenca bem distinta, geneticamente e epigeneticamente (DAI, et al. 2017),

possuindo, além da classificagao histolégica e da classificagdo de Nottingham, outros
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parametros importantes para a sua classificacao e dentre estes esta a classificacao
molecular (ROY et al., 2023). Conforme Shaath, Elango e Alajez (2021), as
classificagdes moleculares sdo com base na expressao imuno-histoquimica de
receptores hormonais, podendo ser receptor hormonal positivo (ER+ e PR+), receptor
de fator de crescimento epidérmico humano positivo (HER2+) e triplo-negativo
(TNBC), que nao expressa qualquer um dos receptores (Figura 8) (SHAATH,
ELANGO e ALAJEZ, 2021).

Subtipos histolbgicos do cancer de mama Subtipos moleculares do cancer de mama

Prevaléncia de subtipos de

cancer de mama
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Figura 8. Subtipos moleculares e histolégicos do cancer de mama, destacando suas caracteristicas,
prevaléncia e relagdo com a taxa de sobrevivéncia. Subtipos Histolégicos de Cancer de Mama: DCIS
- Carcinoma Ductal in Situ: tipo n&do invasivo que se desenvolve nos ductos mamarios. Carcinoma
Ductal Invasivo: tipo invasivo que se origina nos ductos e tem potencial para invadir tecidos adjacentes.
Carcinoma Lobular in Situ: tipo nao invasivo localizado nos l6bulos mamarios. Carcinoma Lobular
Invasivo: tipo invasivo que se origina nos lébulos e pode se espalhar para outras partes do corpo.
Céancer de Mama Inflamatério: um tipo raro e agressivo de cancer de mama que causa inflamacéo.
Cancer de Mama Metastatico: cancer de mama que ja se espalhou (metastase) para 6rgéos distantes,
como figado, cérebro, pulmdes e ossos. Subtipos Moleculares de Cancer de Mama: Os subtipos
moleculares sao classificados com base em marcadores hormonais e proteinas, como os receptores
de estrogénio (ER), progesterona (PR) e HER2. Esses subtipos influenciam o prognéstico e a resposta
ao tratamento, podendo ser luminal A, normal-like, luminal B, HER2-enriquecido e triplo negativo.
Distribuicdo e Sobrevivéncia: O grafico de pizza na imagem ilustra a prevaléncia dos subtipos de
cancer de mama. A seta ao lado dos subtipos moleculares indica uma relagéo entre a classificagéao
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molecular e a taxa de sobrevivéncia, com os subtipos Luminal A tendo uma maior taxa de sobrevivéncia
e o subtipo triplo negativo estando associado a uma menor taxa de sobrevivéncia. Adaptado de:
SARVARI et al. (2022).

O receptor de estrogénio e progesterona sdo marcadores de diagndstico
crucial, uma vez que a maioria dos carcinomas da mama apresentam uma expressao
significativamente elevada destes e estdo associados com um prognodstico mais
favoravel (ORRANTIA-BORUNDA et al., 2022; LANDEROS, CASTILLO e PEREZ-
CASTRO, 2023). Os subtipos intrinsecos, compreendem os tumores Luminal A,
Luminal B, superexpressédo da proteina HER2, basais e normais. Cerca de 70-75%
dos tumores de mama séao classificados como luminal A e B e sdo receptores
hormonais positivos respondendo bem a terapias enddcrinas. Em torno de 20% dos
tumores possuem superexpressdo de HER2, sdo negativos para os receptores
hormonais (ER e PR), sendo agressivos e com prognéstico e resposta ruins a
quimioterapia, porém respondendo bem a drogas que bloqueiam a atividade do HER.
Ja os triplos-negativos sao considerados basais e representam 10-15% do total, sendo
um desafio clinico, devido ao fato de ndo responderem as terapias enddcrinas padrdes
(PROVENZANO, ULANER e CHIN, 2018; NASCIMENTO e OTONI, 2020;
LANDEROS, CASTILLO e PEREZ-CASTRO, 2023; POMMERENKE et al., 2024). Um
dos mecanismos mais citados para os desreguladores enddécrinos € sua capacidade
de "mimetizar” o hormdnio estrogénio e por conta disso, € comum que eles afetem
tecidos sensiveis aos hormdnios como os encontrados na mama (BURKS et al. 2017;
GOGOLA, HOFFMANN e PTAK, 2019).

Acredita-se que produtos quimicos com atividade hormonal possam
desempenhar um papel na origem do cancer de mama, tanto através de mecanismos
de promocado quanto ao influenciar o desenvolvimento da glandula mamaria.
Desreguladores endocrinos sendo eles estrogénicos ou nao estrogénicos, séo
considerados como tendo papéis criticos na carcinogénese da mama humana
(PIEROZAN e KARLSSON, 2018).

O tratamento da maior parte dos canceres de mama é hormonal, baseado na
presenca ou auséncia dos receptores, e a interagcdo dos compostos quimicos com
estes receptores pode alterar a capacidade de efluxo de drogas, gerando uma
quimiorresisténcia e dificultando o tratamento (CAO et al., 2021; KANNAMPUZHA e
GOPALAKRISHNAN, 2023). Ainda outras caracteristicas essenciais das células

podem ser alteradas, como proliferagéo, migragao, capacidade de sobrevivéncia e
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invasao, contribuindo para a progressao tumoral. Estudar a interagdo desses
compostos com linhagens de células tumorais de mama é fundamental para identificar
as possiveis mudangas na evolugao do tumor. Diante da grande heterogeneidade do
processo de carcinogénese, diversos estudos utilizam modelos in silico e in vitro para

avaliar a interagao entre compostos quimicos e linhagens celulares.

2.7 Emprego de modelos in vitro e in silico na toxicologia celular

A exposicao a contaminantes ambientais representa uma preocupagao
crescente para a saude publica e o meio ambiente, exigindo métodos eficazes de
avaliacao de seus efeitos (SHARMA et al. 2019). Nesse contexto, os testes in vitro e in
silico tém ganhado destaque como ferramentas fundamentais para investigar a
toxicidade e o impacto desses contaminantes.

A toxicologia cada vez mais se afasta do uso de modelos animais para
investigar a interacdo de compostos quimicos. Contudo, métodos de avaliagao in vitro,
também possuem suas limitagdes, tais como complexidade dos tecidos e processos
fisiolégicos e patoldgicos que ocorrem em animais € humanos, e por isso € necessario
para estes tipos de estudos chegar o mais proximo possivel das interagcdes que
acontecem no organismo vivo (BLAAUBOER, 2017; WANG et al., 2024).

As estratégias para a analise de compostos quimicos devem englobar diversas
metodologias e a combinacgao de testes in vitro e in silico proporciona uma abordagem
integrada e sinérgica. Juntas, essas metodologias impulsionam o progresso na
toxicologia, aprofundando o entendimento sobre os riscos dos contaminantes e
auxiliando na elaboragao de politicas publicas e regulamentagdes de seguranga mais
eficazes e fundamentadas cientificamente (MOSCHEM E GONCALVES, 2022).

As linhagens celulares vém sendo largamente utilizadas em estudos que visam
investigar o desenvolvimento e progress&o tumoral, sendo um instrumento util e eficaz
para realizacao de estudos que visam verificar a acado e efeitos de contaminantes
quimicos (PRASAD et al., 2023). Em contraste com o cultivo primario de células, as
linhagens celulares continuas possuem suprimento ilimitado e podem ser facilmente
manipuladas e propagadas (POMMERENKE et al., 2024). As principais vantagens dos
modelos in vitro do uso de células de uma unica linhagem e fora do ambiente do
organismo que nao pode ser bem controlado, € a capacidade de controlar bem o

tempo de exposicdo, as condicbes de cultura e o espaco de realizacdo dos
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experimentos, além da capacidade de controlar as variaveis experimentais de forma
independente (SEARSON, 2023).

Além dos modelos in vivo e in vitro, bastante utilizados nas pesquisas de
toxicologia celular, os modelos computacionais in silico vém ganhando bastante
espaco, devido ao fato da tecnologia computacional ter avangado e criado interfaces
mais faceis de entender e utilizar, e a extensa disponibilidade de informacées em
bancos de dados que auxiliam nas modelagens (GELLATLY e SEWELL, 2019).
Depois de criado, o modelo pode ser usado para prever resultados em diversos
ambitos da pesquisa, permitindo a modelagem molecular de diferentes formas, bem
como testar ideias que seriam dificeis ou impossiveis de testar in vivo ou in vitro. E
possivel identificar como moléculas interagem com organismos vivos, encontrando
relagcdes entre a estrutura quimica do composto e sua interagdo em uma area ou
molécula especifica, por exemplo genes e proteinas (ALVES, STREIT e PIZZOLATO,
2023; YUSUF, 2023).

Os modelos de bioinformatica utilizam de diferentes métodos e ferramentas,
como encaixe molecular, triagem virtual, simulagbes de dinamica molecular e
modelagem quantitativa de relacdo estrutura-atividade, possibilitando que os
pesquisadores prevejam as ligagdes que podem ocorrer entre o composto a ser
estudado e os alvos selecionados (RUDRAPAL, KHAIRNAR e JADHAV, 2020;
MUSHEBENGE et al., 2023). Os métodos in silico estdo alinhados com os principios
dos 3Rs, diminuindo a necessidade de utilizar animais em experimentos e
contribuindo para o desenvolvimento de praticas de pesquisa sustentaveis
(PASTORINO, PREARO e BARCELO, 2024). Como pode ser visto na Figura 9, os

modelos in silico apresentam vantagens e desvantagens.
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Figura 9. Vantagens e desvantagens dos métodos de pesquisa in silico. Os métodos in silico na pesquisa
toxicologica trazem varias vantagens, incluindo economias substanciais de tempo e custo em
comparagao com as abordagens experimentais tradicionais. Eles permitem a triagem em larga escala
de muitos produtos quimicos ou compostos, ajudando a identificar riscos potenciais de maneira
antecipada. Além disso, modelos computacionais fornecem informagdes sobre os mecanismos de agao
de substancias téxicas, detalhando os processos moleculares e celulares envolvidos em seus efeitos.
Esses métodos sdo especialmente Uteis para avaliagdes iniciais de seguranga de compostos quimicos,
pois facilitam a integragéo de diferentes tipos de dados. Apesar de serem ferramentas promissoras
para modelagem preditiva em diversas areas cientificas, os métodos in silico possuem algumas
limitacbes. Eles podem apresentar dificuldades em replicar com precisdo condigbes ambientais
variaveis, e sua aceitacao regulatéria exige validagdes rigorosas que comprovem sua confiabilidade e
capacidade preditiva. Adaptado de: PASTORINO, PREARO e BARCELO (2024).

Devido a possuir algumas desvantagens, os resultados precisam ser validados
com outros modelos, como experimentos in vitro, por exemplo. O intuito dos modelos
in silico € melhorar a compreensao e ajudar a projetar estudos de toxicologia usando
informacgdes existentes em bancos de dados, auxiliando em uma triagem mais precisa
de alvos e acelerando as tomadas de decisdes acerca das pesquisas (KAR e
LESZCZYNSKI, 2019; RIM, 2020; JEYASINGH e JOSEPHINE, 2024).

2.8 Linhagens celulares empregadas no estudo

As linhagens de céancer de mama sao consideradas modelos in vitro
apropriados para uma variedade de pesquisas. Existem varias linhagens continuas de

células mamarias, cada uma com caracteristicas proprias e distintas. No presente
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trabalho, foram utilizadas as linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e a linhagem de epitélio

mamario ndo tumoral MCF10-A.

2.8.1 Linhagem MCF-7

A linhagem MCF-7 (Figura 10) foi estabelecida na Fundacdo do Cancer de
Michigan em 1973 (FLODROVA et al. 2016). Possuem uma morfologia semelhante as
células epiteliais e as monocamadas possuem formas tridimensionais com colbnias
geralmente arredondadas (KENNY et al., 2007).

Figura 20. Linhagem MCF-7. FONTE: (A autora, 2024).

A MCF-7 é uma linha celular de cancer de mama frequentemente utilizada
como modelo em investigagcdes de cancer de mama em todo o mundo, derivada de
adenocarcinoma maligno em um derrame pleural. A linhagem retém varias
caracteristicas do epitélio mamario, expressa marcadores do fenétipo epitelial luminal
e é usada como modelo para tumores positivos para receptor de estrogénio,
pois processa estrogénio, na forma de estradiol, por meio dos receptores de
estrogénio do citoplasma das células. Caracteriza-se como receptor hormonal positivo
(ER+ e PR+), pouco agressiva, possui como uma de suas caracteristicas, a baixa
migracéo e invasdo (MLADKOVA et al., 2010; CAMARILLO et al., 2014; COMSA,
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CIMPEAN e RAICA, 2015). O tempo de duplicacdo da linhagem MCF-7 é em torno de
29 horas (BCRJ, 2024).

2.8.2 Linhagem MDA-MB-231

A linha celular MDA-MB-231 é uma linhagem celular epitelial de cancer de
mama humano que foi estabelecida a partir de um derrame pleural de uma mulher
caucasiana de 51 anos com adenocarcinoma mamario metastatico. Amplamente
utilizada em laboratérios de pesquisa médica, esta linhagem é negativa para os
receptores hormonais (ER, PR, HER2), além da E-caderina e expressa p53 mutada,
apresentando-se como um bom modelo de cancer de mama triplo negativo (TNBC)
(WELSH, 2013; WITT e TOLLEFSBOL, 2023). Além de ser negativa para os
receptores hormonais, esta linhagem n&o expressa marcadores epiteliais, mas
apresenta um nivel alto de expressao de vimentina, um marcador do fendtipo
mesenquimal (MLADKOVA et al., 2010). Possui projegdes estreladas que
frequentemente conectam multiplas colénias de células (Figura 11) (KENNY et al,
2007).

Figura 11. Linhagem MDA-MB-231. FONTE: (A autora, 2024).

2.8.3 Linhagem MCF10-A
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Em 1990, o estudo de Soule e seus colaboradores (1990) estabeleceu uma
linhagem celular espontaneamente imortalizada, a MCF10, que viria a catalisar
importantes avangos na pesquisa sobre o cancer de mama ao longo das décadas. A
partir disso, foram estabelecidas outras linhagens parentais, uma delas a MCF10-A
(Figura 12) que € uma linhagem celular epitelial ndo tumoral que n&o expressa
receptores de estrogénio. Foi isolada da glandula mamaria de uma mulher branca de
36 anos, pré-menopausa, com mamas fibrocisticas. Esta linhagem é amplamente
utilizada in vitro possibilitando diversas descobertas na biologia das células epiteliais
mamarias normais, além de revelar mudangas essenciais que ocorrem durante a
progressao para a malignidade (WANG e SCHULTZ, 2014; QU et al. 2015; PULEO e
POLYAK, 2021; ATCC, 2024). Neve e colaboradores (2006) demonstraram que a
linhagem MCF10-A exibem um fendétipo basal e possui ainda, algumas caracteristicas
semelhantes a linhagens de cancer mesenquimal. Ainda, expressam p53
normalmente e nao formam coldnias celulares (IMBALZANO et al., 2009).

Figura 12. Linhagem MCF10-A. FONTE: (A autora, 2024).

A derivagdo espontdanea das linhagens imortalizadas MCF10 e
consequentemente da linhagem parental MCF10-A foi um marco, representando a

primeira ocasidao em que células epiteliais de mama normais foram cultivadas a partir



49

do tecido livre de lesbes, tanto malignas como benignas. Ainda, estas células
conseguiram se manter em cultura sem modificagdes genéticas ou quimicas (PULEO
e POLYAK, 2021). O tempo de duplicagdo das células MCF10-A é de
aproximadamente 48 horas (GAJEWSKI et al. 2007).

2.9 Relevancia deste estudo

O cancer de mama atualmente é o tipo de cancer mais diagnosticado e que
mais atinge mulheres em todo o mundo. S&o varios os fatores que podem influenciar
no surgimento e desenvolvimento do cancer de mama, como fatores genéticos e
ambientais, sendo que em torno de 10% destes sdo causados por predisposicdes
genéticas e a grande maioria fica condicionado a fatores ambientais, como alcoolismo,
tabagismo, obesidade, dieta, exposi¢gdes ambientais a produtos quimicos, entre outros
(MICHAELS, WORTHINGTON e RUSIECKI, 2023; PANIS e LEMOS, 2024).

As exposi¢cdes da populacdo a contaminantes ambientais sdo uma grande
preocupagao e um problema de saude publica que toma grandes proporgdes. Muitos
destes compostos organicos sédo considerados de preocupagdo emergente e sao
encontrados em diversos locais, como o solo, o ar e principalmente a agua em
concentragdes muito baixas. Como a utilizacdo destes compostos aumentou muito ao
longo dos anos pelas industrias e também na agropecuaria, cresceu também a
eliminagdo e a exposicao da populagdo aos mesmos, pois na maioria das vezes, o
descarte destes contaminantes ambientais é incorreto, o que faz com que ocorra a
propagacao dos mesmos. Muitos destes compostos s&o utilizados pela populagao
diariamente, incluindo alguns compostos que sao considerados poluentes organicos
persistentes como os pesticidas, substancias perfluoroalquilicas, plastificantes,
produtos de higiene pessoal, medicamentos, adogantes artificiais, corantes
alimenticios e outros (SELWE et al., 2022; SINGH, SINGH e MISHRA, 2024;
MARUMURE et al., 2024).

Alguns destes contaminantes emergentes possuem a capacidade de interagir
com o sistema enddcrino, "mimetizando” alguns horménios, desregulando e causando
alteragdes e problemas para os organismos vivos, pois podem interferir na sintese,
secregao, transporte, transporte, ligagcdo, acdo ou eliminacdo dos mesmos
(PAMPLONA-SILVA et al., 2018; SOUZA, MOUNTEER e ARCANJO, 2024). E isso
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fez com que estes compostos fossem visados e aumentasse o interesse da
comunidade cientifica em estudar o potencial cancerigeno dos mesmos, porém a
maioria desses trabalhos utiliza concentracbes mais altas daquelas que sao
encontradas no ambiente ou em concentragdes fisiologicas e o tempo de exposicéo é
mais curto.

Estudos toxicolégicos com a finalidade de testar concentragdes
ambientalmente relevantes de contaminantes emergentes sao de grande importancia,
principalmente no ambito da saude publica e devem ser desenvolvidos e explorados,
principalmente se tratando de exposi¢des mais longas e com concentragdes mais
baixas destes compostos. Em sua maioria os trabalhos procuram efeitos
carcinogénicos de compostos quimicos (HUANG et al. 2015; LECOMTE et al. 2017,
SWEENEY et al. 2015; KOUAL et al. 2020) e atualmente ainda s&o poucas as
pesquisas que visam verificar o efeito de produtos quimicos sobre a mudanga
fenotipica e progressao tumoral (DE ALMEIDA ROQUE et al. 2023; STEIL et al. 2022;
MANUITT-BRITO et al. 2020; DE SOUZA SALGADO et al. 2018; MARCHI et al. 2021;
MARCHI et al. 2024) e levando em conta um contexto de exposigdo prolongada a
contaminantes emergentes, essa abordagem é significativa para avaliar os efeitos na

perspectiva de tratamento de pacientes com cancer de mama.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar se contaminantes quimicos s&o capazes de modular o fenétipo das
células tumorais MCF-7, MDA-MB-231 e da linhagem de células de epitélio normal de
mama MCF10-A, afetando parametros celulares importantes para sobrevivéncia,

estabelecimento de metastases e resisténcia ao tratamento com quimioterapico.

3.2 Objetivos especificos

I. Selecionar quatro contaminantes quimicos para o estudo através de uma

abordagem in silico;

II. Verificar os efeitos dos contaminantes em células que apresentam diferentes
graus de malignidade - células normais (MCF10A), tumorais pouco invasivas
(MCF7) e muito invasivas (MDA-MB231) - para determinar os modelos em

que os efeitos sdo mais expressivos;

II1. Avaliar alteragdes celulares importantes para o crescimento tumoral
(proliferacéo e formacgao de colbnias), formagéo de metastases (migragao e
invasdo) e resisténcia a quimioterapicos (atividade de transportadores de

efluxo de drogas) em decorréncia da exposi¢gao aos contaminantes;

IV. Avaliar o efeito dos contaminantes sobre a expressao de genes que

relacionados a progressao tumoral.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos contaminantes e molecular docking

Os poluentes foram escolhidos apés uma triagem de informagdes provenientes
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) e com base em
referéncias bibliograficas. Inicialmente, foram analisados artigos académicos que
abordaram os efeitos de poluentes quimicos em células de cancer de mama, ovario e
préstata, focando em processos criticos para a progressao do cancer, como
crescimento celular, movimento e invasao celular, expulsdo de medicamentos,
transicdo epitelial-mesenquimal e expressdo de moléculas essenciais, tais como
metaloproteinases da matriz e seus inibidores, além de proteinas reguladoras do ciclo
celular. Os termos-chave utilizados na pesquisa foram: "poluentes organicos",

"contaminantes emergentes", "cancer de mama", "crescimento celular

" “

progressao
tumoral®, entre outros. Inicialmente, foram identificados 23 compostos quimicos com
base em seus efeitos em células tumorais, sendo posteriormente refinados para os 10
mais promissores, considerando sua relevancia (importancia biolégica, consisténcia e
impacto dos efeitos sobre o cancer) segundo os dados. Em especial, os estudos de
KIM et al., 2014, 2015; LEE et al., 2012; PARK et al., 2013; LI et al., 2018; ZHANG et
al., 2014, 2019 forneceram informacg¢des importantes para a selecdo desses
compostos.

Na etapa seguinte, foram realizados calculos de ancoragem molecular entre os
10 compostos quimicos selecionados (triclosan, octilfenol, Mtx, Bp1, endossulfan,
Bpa, lindano, hexaclorobenzeno, Pfoa e paration) e o modelo cristalografico de 32
proteinas, obtido do banco de dados Protein Data Bank (PDB), utilizando o software
AutoDock Vina (TROTT e OLSON, 2010). Estas proteinas foram selecionadas com
base no seu papel na progressao do tumor e em processos importantes para o cancer,
como pode ser visto na Tabela 2.

A selecao dos compostos para os experimentos in vitro foi realizada através de
um rastreio molecular com parametros definidos utilizando as ferramentas AutoDock
(MORRIS et al., 2009). As afinidades foram selecionadas com base em MONTES-
GRAJALES et al. (2020), utilizando o valor de corte de -7,0 kcal/mol, que representa

aproximadamente 95% da especificidade. Com base nas melhores pontuag¢des de
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ligacao, ou seja, valores superiores a -7,0 kcal/mol (ligagdo de alta afinidade), foram

selecionados quatro compostos para este estudo (Pfoa, Bpa, Mtx e Bp1).

4.2 Cultura das células

Foram utilizadas duas linhagens distintas de células de cancer de mama
humano, a MCF-7 e a MDA-MB-231, e uma linhagem de células mamarias normais,
a MCF10-A.

As células MCF-7 foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,01 mg/mL de insulina humana, 40
mg/mL de gentamicina. As células MDA-MB-231 foram cultivadas em meio de cultura
RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 40 mg/mL de gentamicina,
conforme orientagées do ATCC (American Type Culture Collection) e BCRJ (Banco
de Células do Rio de Janeiro).

As células MCF10-A foram adquiridas no Banco de células do Rio de Janeiro.
Foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) / F12 (Ham’s
Nutrient Mixture) na proporc¢éo 1:1 com 2,5 mM de L-glutamina, 5% de soro de cavalo,
10 pg/mL de insulina humana, 0,5 yg/mL de hidrocortisona, 10 ng/mL de EGF e 100
ng/mL de toxina da cdlera e 40 mg/mL de gentamicina. As linhagens celulares foram
mantidas a 37 °C em incubadora com atmosfera umidificada e 5% de CO2, conforme
orientagcdes do ATCC (American Type Culture Collection) e BCRJ (Banco de Células
do Rio de Janeiro).

Os subcultivos foram realizados a cada 4 dias, apoés tripsinizacéo das células
(Tripsina-EDTA (0,5%), 15400054 Thermo Fisher), centrifugagdo (123 g) e em

seguida, o plaqueamento das células.

4.3 Preparo dos contaminantes

Os contaminantes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (95-99% de pureza, Pfoa:
171468-5G, Bpa: 239658-50G, Mtx: 36161-100MG, Bp1: 126217-100G) e, em
seguida, foram preparadas solugdes estoque, diluidas em DMSO (dimetilsulféxido)
(concentradas 2000x) e armazenadas em vidros ambar a -20°C. A partir destes
estoques, foram feitas solu¢gdes de uso (concentradas 500x) diluidas em PBS e

DMSO, e depois adicionadas ao meio de cultura suplementado utilizado para expor
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as células (concentragéo final de DMSO no meio de cultura = 0,05%).

4.4 Selegao das concentragcdes dos contaminantes

Para a escolha das concentragbes dos contaminantes, previamente
selecionados por meio de pesquisa bibliografica e docagem molecular, foi realizada
inicialmente uma revisdo de artigos cientificos que testaram esses mesmos
compostos em células tumorais e também foram considerados dados de
bioacumulagao e concentracéo plasmatica dos contaminantes em humanos, a fim de
testar se concentragcdes que de fato podem ocorrer em populagdées humanas e ainda
utilizando dados coletados na bibliografia cientifica (MONROY et al., 2008; LEE et al.,
2012; ARBUCKLE et al., 2013; HANSSEN et al., 2013; LEE et al., 2013; LIEN et al.,
2013;PARK et al., 2013; MICHALOWICZ, 2014; KIM et al., 2014; ZHANG et al., 2014,
KIM et al., 2015; LUO et al., 2017; CABRERA-RODRIGUEZ et al., 2018; Ll et al., 2018;
ZHANG et al., 2019).

Foram feitos testes de viabilidade e densidade celular, utilizando a linhagem
MCF-7, pois até o momento deste teste, esta era a unica que linhagem que tinhamos
expandido. As mesmas foram cultivadas em placas de 96 poc¢os na densidade de 1,5
x10% por pogo e expostas a concentragdes distintas no periodo de 24 horas. Apés o
periodo de exposicao, realizou-se os ensaios de viabilidade celular (vermelho neutro,
MTT e cristal violeta) e leitura de absorbancia em leitor Varioksan Lux Termo
Scientific. Como houve demora na aquisicdo do contaminante Benzofenona-1,
realizaram-se os testes de viabilidade somente com o Pfoa, Bpa e Mtx. Apds a
chegada do composto, realizou-se a triagem através da literatura e foram
selecionadas duas concentragbes que apareciam em todos os artigos selecionados

sendo estas, 1 e 10 uM.

4.5 Delineamento experimental

Ap0ds o plagueamento e com o objetivo de estabilizagdo das células estas foram
mantidas condi¢des ideais por 24 horas em cultura. Em seguida, as células foram
expostas a diferentes concentracdes de contaminantes em um periodo de 24 horas
ou 15 dias.

E no caso da exposi¢ao de 15 dias, os subcultivos foram realizados a cada 4-5
dias. A exposicao foi realizada através da substituicdo do meio de cultura por novo
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meio contendo as mesmas suplementagdes empregadas na manutengao das células,
exceto pela presenca do contaminante a ser testado.

Para o experimento de 24 horas, as células foram semeadas em placas de
cultura e cultivadas durante 24 horas para adesao e recuperacdo completa, e entdo
expostas através da substituicdo do meio e adigdo do contaminante pelo periodo de
24 horas. Para o ensaio 15 dias, 8x10* células foram semeadas em frascos de cultura
de 25 cm? durante 24 horas para adeséao e recuperagao completa e depois expostas
aos contaminantes. Nos dias 4, 8 e 12 apo6s o plaqueamento, as células foram
tripsinizadas e transferidas para novos frascos de cultura com meio fresco contendo
os poluentes. No 15° dia apds o primeiro plagueamento (ou seja, apds 14 dias de
exposicao), as células foram tripsinizadas, semeadas em frascos adequados (placas
de 6, 24 e 96 pocos ou frascos de 25 cm?) de acordo com o ensaio a ser efetuado, e
cultivadas com meio de cultura sem contaminante durante 24 horas para uma adesao
completa das células. Em seguida, as células foram expostas durante mais 24 horas
aos compostos quimicos no meio de cultura, completando os 15 dias de exposicao, e
finalmente utilizadas para os ensaios. Em ambas os experimentos, um grupo de
controle sujeito aos mesmos procedimentos, exceto pela presenga dos poluentes, foi

mantido em paralelo (Figura 13).
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Figura 13. Esquema dos experimentos de exposigao por 24 h e 15 dias. Primeiramente, as linhagens
sdo cultivadas em garrafas de cultivo de células, no dia do plaqueamento estas linhagens sao passadas
para garrafas (no caso da exposicéo de 15 dias) e placas para os ensaios de 24 horas. No caso da
exposicao de 24 horas, as células sao expostas aos contaminantes e no dia seguinte os ensaios séo
realizados. A exposicao de 15 dias, tem 3 subcultivos, com troca de meio e contaminantes. No dia15
(que é o dia 14 da exposicao), as células sao plaqueadas para a realizagdo dos ensaios e re-expostas
aos contaminantes para fechar os 15 dias de exposicdo. FONTE: (A autora, 2024).

4.6 Ensaios de densidade e viabilidade celular

As células foram subcultivadas em placas de 96 pogos na densidade de 1,5x10*
por poco. Apos 24 horas (para adesdo das ceélulas), foram expostas aos
contaminantes (experimento de 24 horas) e re-expostas (experimento de 15 dias).
Entdo, os ensaios de citotoxicidade e viabilidade foram realizados. As células foram
incubadas com meio de cultura fresco (livre de soro fetal bovino-SFB) contendo os

corantes especificos de cada ensaio.

4.6.1 Retengédo do vermelho neutro

As células foram incubadas com corante vermelho neutro (Sigma-Aldrich, ref.
N4638) (50 ug mL"") e mantidas sob incubagéo a 37°C em incubadora com atmosfera
umidificada e 5% de COz por 2 horas. Apés esse periodo, as células foram submetidas
a duas lavagens com PBS, sendo na sequéncia adicionados 100 uL da solugao de
extragao (composigéo: 49,5 mL de H20 ultrapura; 49,5 mL etanol PA e 1 mL de acido
acético glacial) e aguardado repouso de 15 min. Apds, realizou-se a homogeneizagao
do conteudo dos pogos e aguardou-se mais 5 min para entdo realizar a leitura de
absorbancia a 540 nm em leitor Varioskan Lux Termo Scientific (ATES et al., 2017;
ROQUE et al., 2023).

4.6.2 Metabolismo do MTT

As células foram incubadas com corante MTT (Amresco, ref. 0793) (0,5 mg ml-
) e mantidas a 37°C em incubadora com atmosfera umidificada e 5% de CO2. Apds
1 hora, o meio foi removido e as células lavadas duas vezes com PBS, entéo
adicionou-se 100 yl de DMSO (Synt, ref. D1011.01BJ), aguardado o periodo de 10
min para solubilizagdo e realizou-se a leitura de absorbancia a 550 nm em leitor
Varioksan Lux Termo Scientific. (GRELA, KOZLOWSKA e GRABOWIECKA, 2018;
ROQUE et al., (2023).
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4.6.3 Cristal violeta

Apos o periodo de exposi¢ao, o meio de cultura foi removido e as células foram
lavadas com PBS. Na sequéncia, as células foram fixadas com 100 pyl de metanol
durante 10 min e entdo foram adicionados 50 ul de cristal violeta (Millipore, ref.
1159400025) (0,25 mg ml"') em cada pogo com incubagéo por 10 min a temperatura
ambiente. Apds, a solugao foi removida e os pogos lavados duas vezes com agua
ultrapura. Para solubilizar o corante, foram adicionados 100 pl de acido acético 33%
(Synth, ref. A101901BJ) e aguardado o periodo de 20 min para entao realizar a leitura
de absorbancia a 570 nm em leitor Varioskan Lux Termo Scientific (ROQUE et al.,
2023; DA LUZ, 2024).

4.7 Atividade dos transportadores de efluxo de drogas

Os transportadores ABC, que atuam como reguladores nas membranas
plasmaticas de células saudaveis, desempenham um papel fundamental no efluxo de
diversas substancias no organismo. Devido a capacidade desses transportadores de
mover ativamente compostos contra gradientes de concentracdo, foi possivel o
desenvolvimento de ensaios funcionais para medir seu nivel e eficacia (LEBEDEVA,
PANDE e PATTON, 2011).

Os testes de efluxo de drogas s&o empregados para investigar as atividades
dos transportadores localizados na membrana, como P-gp, MRP1, ABCG2. Esses
ensaios sao realizados in vitro, analisando diretamente a fluorescéncia do meio
extracelular (ou intracelular) para avaliar as concentracbes de sondas
fluorescentes. Apos a adicao de corantes lipofilicos que se difundem nas membranas
celulares, a intensidade da fluorescéncia observada varia em funcao da atividade dos
transportadores: células com alta atividade dos transportadores ABC, mostrarao
intensidades mais altas da sonda no meio extracelular, devido ao efluxo que ocorre
para fora das células (WU et al., 2014; EMRAN et al., 2022).

As células foram subcultivadas em placas de 96 pocos na densidade de 1,5x10*
por pog¢o. Apos 24 horas (para adesdo das células), foram expostas aos
contaminantes (experimento de 24 horas) e re-expostas (experimento de 15 dias).

Entdo, os ensaios de efluxo de drogas foram realizados. Todos os procedimentos
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descritos a partir da incubagdo com os corantes fluorescentes, foram protegidos da

incidéncia direta de luz de modo a minimizar a perda de fluorescéncia.

4.7.1 Rodamina B

Avaliagdo da atividade de efluxo principalmente pela P-gp. As células foram
incubadas por 30 min com 200 yL da solugéo contendo rodamina B (1 uM) em PBS.
Dado o tempo de incubacdo, os pocos foram lavados duas vezes com PBS, e
incubados com 200 uL de PBS por 10 min. Em seguida, os 200 uL foram transferidos
para uma microplaca preta para medir a intensidade de fluorescéncia em leitor
Varioskan Lux Termo Scientific (Aex = 540nm; Aem = 580nm). Alguns pogos foram
incubados concomitantemente com um inibidor relativamente especifico de P-gp
(Verapamil 60 uM) (DE SOUZA SALGADO et al., 2018; ROQUE et al., 2023).

4.7.2 Calceina-AM

Avaliagdo da atividade da proteina MRP1. As células foram incubadas durante
1 hora com 100 pl meio (livre de SFB) contendo calceina-AM (0,5 pM). Apés o término
da incubacéao, os pocos foram lavados duas vezes com PBS, e incubados com 200
WL de PBS por 10 min. Entdo, os 200 pl foram transferidos para uma microplaca preta,
e a intensidade de fluorescéncia foi medida em leitor Varioskan Lux Termo Scientific
(Aex = 488 nm; Aem = 530 nm). Alguns pogos foram incubados concomitantemente
com um inibidor relativamente especifico da atividade de MRPs (Indometacina 25 uM)

A metodologia seguida foi adaptada de De Marchi et al. (2021) e Roque et al. (2023).

4.7.3 Hoechst 33342

O ensaio foi desenvolvido para a avaliacdo da atividade da proteina BCRP
(ABCGZ2). As células foram incubadas por 1 hora com 100 yL de meio (livre de SFB)
contendo Hoechst (0,5 ug/mL). Na sequéncia, os pocos foram lavados duas vezes
com PBS, e incubados com 200 pL de PBS por 10 min. Entdo, os 200 uL foram
transferidos para uma microplaca preta, e a intensidade de fluorescéncia foi medida
em leitor Varioskan Lux Termo Scientific (Aex =460 nm; Aem =490 nm). Alguns pogos
foram incubados concomitantemente com um inibidor relativamente especifico da
atividade da BCRP(ABCG2) (Elacridar 25 uM-Cat. No. 4646) (SATO et al. 2015; KIM
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et al. 2002; SCHARENBERG, HARKEY e STORB, 2002). Metodologia adaptada de
Seigel e Campbel (2004), Hooijberg et al. (2006).

4.8 Avaliacao de mecanismos relacionados a progressao tumoral

4.8.1 Ensaio de migragéo (scratch)

As células foram subcultivadas na densidade de 5x10% por pogo em placas de
96 pocos. Apds o tempo de exposicao, realizou-se a substituicdo do meio de cultura
por meio fresco (livre de SFB) contendo mitomicina C (10 ug ml*'), com incubacgéo de
2 horas. Em seguida, foi realizado um “risco” na vertical no centro de cada pogo com
o auxilio de uma ponteira de 10 pL. Entdo, o meio de incubacéo foi descartado e os
pocos lavados duas vezes com meio de cultura sem SFB. Depois das lavagens, foi
adicionado 200 yL de meio de cultura sem SFB e as imagens foram capturadas em
microscoépio invertido (Leica Microsystems, Wetzlar, HE, Alemanha, modelo DMIL
LED, software Leica Aplication Suite 3.0.0) nos tempos 0, 24 e 48 horas. A
porcentagem de fechamento da area aberta foi determinada por meio do software

Imaged® (http://im agej.nih.gov/ij/). O ensaio foi realizado conforme Liang et al. (2007)

e Roque et al. (2023) com algumas modificagdes.

4.8.2 Formacgéo de colbnias: ensaio clonogénico bidimensional 2D

As células foram subcultivadas em placas de 24 pocos na densidade de 150
células por pogo. Decorrido o periodo de exposigao, o0 meio de cultura no qual as
células foram semeadas foi substituido por meio de cultura fresco. As placas foram
incubadas (37°C e 5% de CO2) durante 6 dias, substituindo o meio de cultura a cada
3 dias. Apo6s os 6 dias, as colbnias foram fixadas com 200 pyL de paraformaldeido
(PFA) 4% em PBS por 30 min. Apds fixagéo, as células foram lavadas com PBS e
coradas com cristal violeta (0,25 mg mL") durante 15 min. Depois, realizou-se mais
uma lavagem com PBS. Finalizando, as imagens das colbnias foram capturadas em
estereomicroscopio Discovery.V12, com camera Axiocam 503 acoplada e software
Zen pro 2.6 (Zeiss) para posterior realizacdo da contagem de col6nias e analise de
area ocupada por meio do software ImagedJ®. A capacidade clonogénica foi

determinada pela contagem de coldnias formadas por 50 células ou mais. A avaliagao
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da formacgéo de coldnias foi avaliada conforme descrito por Franken et al. (2006) e

Roque et al. (2023), com algumas modificagdes.

4.8.3 Ensaio de invasao

A capacidade de invasao das células da linhagem MDA-MB-231 foi avaliada de
acordo com o protocolo descrito por Gongalves et al. (2021) e Roque et al. (2023),
com algumas modificagoes.
1° dia- Com o auxilio de uma pinga previamente esterilizada foram distribuidos os
insertos (Ref. 662638 - Greiner) em uma placa de 24 pocos, a placa foi vedada com
Parafilm, envolvida em saco plastico e alocada a -20 °C overnight, juntamente com as
caixas de ponteiras que seriam necessarias para 0 ensaio no dia seguinte. As
aliquotas de Matrigel (Ref. 356234 - Corning) ficam armazenadas no congelador, e
para o ensaio, foram descongeladas em geladeira dentro de uma caixa de isopor
contendo gelo.
2° ao 4° dia- No dia do ensaio, primeiro foi preparado um recipiente contendo gelo,
embalado em plastico e esterilizado com alcool 70% para utilizacdo dentro da cabine
bioldgica e utilizado para finalizar o preparo dos insertos com Matrigel na placa de 24
pocos. As aliquotas de Matrigel (8,4 mg mL-) foram diluidas em meio de cultura gelado
(sem SFB) para uma solugao de trabalho (2,6 mg mL-1). Apds, 50 pL desta solugao
foi colocado em cada inserto presente na placa (8,36 mm de area e poros de 8 um).
Novamente a placa foi vedada e foi realizada manualmente uma agitagdo vigorosa
para espalhar bem o Matrigel no inserto e evitar a formagcado de um halo central. A
placa foi incubada sob agitagdo a 800 rpm a 30 °C por 1,5h em agitador de
microplacas, com agitacdo manual a cada 15 minutos. Para finalizar, a placa foi
colocada na incubadora a 37°C pelo periodo de 1 hora antes do recebimento das
células. Com auxilio de cell scraper (espatula de raspagem de células), as células
foram desaderidas das garrafas. Na sequéncia, a suspensao foi centrifugada a 1300
rom por 3 min, o sobrenadante descartado e o pellet de células ressuspendido em
meio de cultura RPMI 1640 (sem SFB). As células foram contadas na cadmara de
Neubauer e entdo a suspensao foi ajustada para 6x10* células em 300 pL de meio de
cultura livre de SFB. Este volume foi transferido para a parte superior do inserto

anteriormente recoberta com Matrigel. Na parte de fora do inserto foram adicionados
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500 uL de meio de cultura com 10% de SFB, com a finalidade de atrair as células, e a
placa foi entdo incubada a 37 °C e 5% de CO:2 pelo periodo de 48h.

5° dia- Apos o periodo da incubagéao, ocorreu a lavagem (2x) dos insertos com PBS a
37 °C e fixagdo com paraformaldeido (PFA) a 4% durante 30 min. Passado o tempo
de fixagdo, os insertos foram novamente lavados (2x) com PBS e permeabilizados
com Triton X-100 (0,5%) por 15 min. Lavou-se novamente os insertos (2x com PBS)
e foram bloqueadas as ligag¢des inespecificas com albumina sérica bovina (BSA, 1%)
durante 30 minutos. Os insertos foram lavados novamente (2x com PBS) e incubados
com DAPI (5 yg mL-") por 15 minutos. Finalizando as incubagdes, os insertos foram
novamente lavados (2x com PBS) e a parte interior dos insertos foi limpa com o auxilio
de hastes de algodéo, para retirada total das células que n&o invadiram. Ultilizando
um bisturi, o fundo dos insertos foi removido para a montagem na lamina. Na Iamina,
foi colocado Fluoromount e a membrana do inserto foi acondicionada em cima desta
gota, com a parte que contém as células voltada para cima. Em seguida, para
acondicionar a laminula, foi adicionado mais uma gota de Fluoromount e posto a
mesma suavemente. As laminas foram acondicionadas na horizontal dentro de caixas
de laminas protegidas da incidéncia de luz overnight na geladeira.

6° dia- Foram coladas as laminulas com as laminas. As imagens foram escaneadas
em Scanner de laminas Zeiss/MetaSystems e microscopio Zeiss Axio Imager Z2 do
Centro de Tecnologias Avancadas em Fluorescéncia (CTAF) da UFPR. A
quantificacdo das células que invadiram (nucleos/area) foi realizada por meio do

software ImageJ®.

4.8.4 Ensaio de proliferagdo celular por marcagdo com CellTrace™ far Red

A analise da proliferagao celular foi feita por marcacdo com CellTrace™ far
Red- CTFR (ThermoFicher Scientific-cREFC34564). O CTFR é um marcador
intracelular fluorescente utilizado para verificar a taxa de proliferacédo de células em
cultura. A marcacgao é feita inicialmente com o fluoréforo e as células séo tratadas e
incubadas para a divisdo celular. Conforme essas células sofrem o processo de
divisao celular, as proteinas marcadas sao distribuidas entre as células-filhas, sendo
possivel observar uma redugao da fluorescéncia do CTFR (ZHOU et al., 2016).

Para o ensaio, foram utilizadas 10x10* células separadas em tubos de 15 mL,

lavadas e ressuspensas em 1 mL de PBS a 37°C, seguido da adigdo de 1 yL de
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CellTrace™ e incubadas por 20 minutos a 37°C e protegidas da luz. Apds isso, o
volume foi completado com 5 mL de meio de cultivo completo para diluir qualquer
corante nao ligado e as células incubadas ao abrigo da luz por 5 minutos. As células
foram centrifugadas a 123 g por 3 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em meio completo pré-aquecido a 37°C.

Para avaliar os efeitos sobre a atividade proliferativa das células tumorais, apés
a marcacgao com o corante, estas foram cultivadas em placas de 6 pocos e incubadas
a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2 durante 5 dias. Transcorrido esse tempo, 0 meio
de cultura foi removido, o poco foi lavado com PBS e as células foram removidas por
tripsinizagao. Apos centrifugacao e descarte do meio com tripsina, as células foram
fixadas com 1000 yL de paraformaldeido (PFA) 4% em PBS durante 30 minutos.
Depois da fixagdo, centrifugou-se novamente o tubo contendo as células e o pellet foi
ressuspenso em 1 mL de PBS para a leitura e analise por citometria de fluxo, utilizando
excitagao em 630 nm e a emissdo em 661 nm, realizada no citdmetro de fluxo FACS
Calibur — 2 lasers com capacidade para analise simultanea de até 6 parametros (4
cores, FSC e SSC). Para analisar os dados do ensaio de proliferacao, foram utilizados

os softwares FCS Express Research e FlowJo 7.6.2.

4.9 Transcrigao reversa — qPCR (RT-qPCR)

4.9.1 Selegdo dos genes

A selecado dos genes foi baseada em achados na literatura e ainda, alguns genes que
precisavamos testar, como as metaloproteinases, pois seria realizado um ensaio de
zimografia em gel se a expressao das metaloproteinases 2 e 9 estivesse alterada.
Foram utilizados os genes ANKRD17, GAPDH e B-ACTINA como genes de referéncia.

Os genes selecionados para os ensaios de RT-qPCR constam na Tabela 1.

Tabela 1. Tabela contendo os genes selecionados, as sequéncias, a quantidade de pares de bases e

o numero de referéncia da sequéncia (RefSeq).

Genes Sequéncias (5°- 3’) Amplicons RefSeq
F: 5-ACCTACTCTTGTGTGGGTGTT-3'
HSPAS8 R: 5-GACATAGCTTGGAGTGGTTCG-3' 87pb NM_006597.6
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F: 5-TGGCTGTCATGGCTTCAGTA-3'

ABCG2 R: 5'-GCCACGTGATTCTTCCACAA-3' 206pb NM_004827.3
F: 5-'GTCATCGAACGCACCTTCCAT-3'

AKT1 R: 5'-AGCTTCAGGTACTCAAACTCGT-3' 218pb NM_005163.2
F: 5-CTGAAGACTGCTCAGGGCTATC-3'

BRCA1 R: 5'-AGGGTAGCTGTTAGAAGGCTGG-3' 152pb NM_001408467.1
F: 5-TCCATCAGCTCTACAGTGACAGC-3'

STAT3 R: 5'-TCCCAGGAGATTATGAAACACC-3’ 134pb NM_001384993.1
F: 5'-CTACCTCCACCATGCCAAGT-3'

VEGFA R: 5'-GCAGTAGCTGCGCTGATAGA-3' 109pb NM_001025366.3
F: 5'- CACAGGCAGTTACCATGGAG-3'

B-TUBULINA | R: 5'- GTCTGAAGATCTGGCCGAAG-3' 164pb NM_001310315.2
F: 5-AGCGAGTGGATGCCGCCTTTAA-3’

MMP2 R: 5-CATTCCAGGCATCTGCGATGAG-3’ 138pb NM_001302510.2
F: 5-GCCACTACTGTGCCTTTGAGTC-3’

MMP9 R: 5'-CCCTCAGAGAATGCCAGTACT-3’ 124pb NM_004994.3
F: 5-AATGTTGCCACCACTCTTCC-3'

ANKRD17 R: 5-TGCAGCTGTGCATTCTTTTC-3' 200pb NM_001286771.3
F: 5-~ACAACTTTGGTATCGTGGAAGGAC-3'

GAPDH R: 5-CAGGGATGATGTTCTGGAGAGC-3’ 129pb NM_001357943.2
F: 5"-CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3’

B-ACTINA R: 5-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3’ 135pb NM_001101.5
F: 5"-CCCATCTATTTCCACACCCA-3’

AR R: 5'-GCAAAGTCTGAAGGTGCCAT-3’ 259pb NM_000044.3
F: 5"-CATGAAGCAGGGTGTCTTGA-3’

RPS6 R: 5"-ACAATGCAACCACGAACTGA-3’ 120pb NM_001010.3
F: 5-CTGGTCTCAATAGAGGTTATGCG-3’

SYNCRIP R: 5-TCCGGTTGGTGGTATAAAATGAC-3’ 244pb NM_001410938.1
F: 5-ACTGCGGGCTCTACTTCATC-3’

ESR1 R: 5-GGCTGTTCCCAACAGAAGAC-3’ 275pb NM_000125.3
F: 5-CTCTTTTGCCTGAAGCAACG-3’

ESR2 R: 5'-CTGGGCAGTTAAGGAGACCA-3’ 269pb NM_001040275.1

Estas proteinas foram selecionadas com base no seu papel na progressdo do tumor e em processos
importantes para o cancer: HSPAS8: Proteina da Familia Hsp70, Membro 8; ABCG2: Membro 2 da
Subfamilia G da Cassetes de Ligagdo de ATP; AKT1: Quinase de Serina/Treonina AKT 1; BRCA1:
Proteina de Suscetibilidade ao Cancer de Mama Tipo 1; STAT3: Transdutor de Sinal e Ativador da
Transcrigao 3; VEGFA: Fator de Crescimento Endotelial Vascular A; B-TUBULINA: Beta Tubulina;
MMP2: Metaloproteinase da Matriz 2; MMP9: Metaloproteinase da Matriz 9; ANKRD17: Dominio de
Repeticdo de Ankyrina 17; GAPDH: Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase; B-ACTINA: Beta Actina;
AR: Receptor de Andrégeno; RPS6: Proteina Ribossdmica S6; SYNCRIP: Proteina Interagente com
RNA Citoplasmatica Ligada a Sinaptotagmina; ESR1: Receptor de Estrogénio 1; ESR2: Receptor de
Estrogénio 2. Primers: HSPA8 (Annamaneni et al. 2019), ABCG2 (Hu et al. 2020), AKT1
(Mohamadzade et al. 2021), BRCA1 (Chatterjee et al. 2019), STAT3 (Zhang et al. 2011), VEGFA
(Kalinina et al. 2021), B-TUBULIN (Saussede-Aim et al. 2009), MMP2 (Wang et al. 2021), MMP9 (Wang
etal. 2021), ANKRD17 (Kalinina et al. 2021), GAPDH (Kalinina et al. 2021), B-ACTIN (Wang et al. 2021),
AR (Stecca et al. 2016), RPS6 (Hu et al. 2017), SYNCRIP (Zhang et al. 2020), ESR1 (Stecca et al.
2016), ESR2 (Stecca et al. 2016), SYMPK (Tilli et al. 2016).
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4.9.2 RT-qPCR

Foi investigada a expressao de um grupo de genes (Tabela 2) que estao
associados a processos importantes na tumorigénese da mama, com metodologia
adaptada de Da Luz (2023). Apds o periodo de exposi¢ao de 15 dias, o meio de cultura
foi removido, o pogo foi lavado com PBS e as células foram removidas por
tripsinizagdo. Apos centrifugagao e descarte do meio com tripsina, as células foram
contadas na cdmara de Neubauer e um total de 8x10° células foram ressuspendidas
em RNAlater™ (Invitrogen, ref. AM7021) e armazenadas a -80°C. Para a extracao do
RNA, as células foram centrifugadas a 123 g durante 3 min a temperatura ambiente e
o RNA total foi extraido utilizando Trizol® e cloroférmio, seguido de um segundo passo
de purificagao utilizando o PureLink® RNA mini Kit (Ref. 12183018A-Invitrogen). O
RNA foi quantificado por fluorimetria (Aex/em = 492/540 nm) utilizando o QuantiFluor®
RNA System (Ref. E3310 - Promega) e a pureza avaliada por espetrofotometria (A =
230, 260 e 280 nm) para contaminagao proteica (razdo 260/280 nm) e fenol e outros
contaminantes (razdo 260/230 nm), com valores limite de ~2,0 e 1,8-2,2,
respetivamente (DESJARDINS e CONKLIN, 2011). A integridade do RNA foi
verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%. A conversdao do RNA em cDNA
foi realizada utilizando o SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System (Invitrogen,
ref. 18091050) e o Veriti™ Thermal Cycler. Para RT-qPCR, utilizou-se o PowerUp™
SYBR™ Green Master Mix (Ref. A25776-Applied Biosystems) e o StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Ref. 4.376.600-Applied Biosystems™), configurado para as
condigbes de termociclagem recomendadas. Para cada reagdo de 10 pL, foram
utilizados 10 ng de cDNA e 500 nM de primers (Tabela 2). A auséncia de
contaminagao do DNA de outras fontes ou a presencga de dimeros de iniciadores foram
verificadas através da estratégia de controle sem modelo (NTC), em que o DNA
modelo foi omitido das reagdes. Os dados foram processados utilizando o servidor
LinRegPCR (https://www.gear-genomics.com/rdml-tools/index.html (UNTERGASSER
et al. 2021).

4.10 Analise estatistica

Foram conduzidos cinco experimentos independentes para cada teste. As
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meédias das replicacdes técnicas de cada experimento independente foram calculadas
e usadas para comparar os contaminantes avaliados com seus respectivos controles.
A normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias foram verificadas por
meio dos testes de Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe, respectivamente. Os dados
paramétricos foram analisados utilizando ANOVA, seguido pelo teste de Dunnett, e
apresentados como meédia. Para dados nado paramétricos, foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparagdes multiplas, sendo os
resultados expressos em mediana. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Molecular docking e screening de concentragoes

Ap0s a selegao dos ligantes e alvos, utilizou-se o programa Autodock Vina para
verificar as possiveis energias de ligagdo dos alvos com os compostos quimicos. As
afinidades foram selecionadas com base nos estudos de Montes-Grajales et al.
(2020), e um valor de corte, representando aproximadamente 95% da especificidade
(-7,0 kcal / mol), foi usado para distinguir os complexos com as melhores pontuagoes
de afinidade, onde os que possuem valores de ligagdo maior que -7,0 kcal / mol séo
considerados com alta afinidade e os que possuem valores de -6,9 a -6,0 kcal / mol
sdo considerados com energias médias de ligagao. Abaixo de -5,9 kcal / mol séo
considerados ndo ligantes. A Tabela 2 mostra os resultados do screening com o
programa Autodock Vina.

Tabela 2. Screening molecular com base nas energias de ligacao determinadas pelo programa

AUTODOCK VINA entre as proteinas e contaminantes quimicos selecionados.

Alvos| ID. i i Pfoa| Paration

1-AKT)

2-Ciclina D1

3-Bcl-2

4-BcelXL

5-MMP2

6-MMP9

7-Survivina

8-Vimentina

O-N-caderina




10-ERK2| 4G6N

11-ESR1
20Uz

12-EGFR
2GS2
13-CDK2|  1W98
14-Ras 1| 6CERA
15-c-RAF| 30MV
16-P38] 1WFC
17-Mdm2|  4HFZ
18-mTOR 3JBZ
19-VEGFA| 1VR2
20-TGFB1| 5VQP
21-MDR1 2CBZ
22-NF-kB[ 40T9
23-CDC25 1C25
24-CDC42| 1KZG
25-PI3K]  7PG5
26-ATM 6K9K
27-RhoA 1A2B
28-ROCK| 7JOU

PR Receptor

30-HER2
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31-BCRP

32-TIMP-1

33-TIMP-2

34-ATR

35-GPR30

Valores de referéncia
em kcal/mol

As cores indicam se a energia de ligacdo é baixa (azul), média (rosa claro) ou alta (rosa escuro e
vermelho).

Com base na Tabela 2, os compostos que apresentaram ligagcao forte com um
maior numero de proteinas especificas foram o metoxicloro, 2,4-dihidroxibenzofenona
(benzofenona 1), bisfenol A e o acido perfluorooctandico. Esses compostos foram
selecionados para a realizagdo dos ensaios in vitro. As maiores energias de ligagéo
foram observadas para o composto acido perfluorooctandico (Pfoa), com ligagbes com
as proteinas TIMP-1 (-9,6 kcal / mol) e ATR (-8,4 kcal / mol).

Para a selegcdo das concentragbes dos contaminantes, realizou-se
primeiramente uma pesquisa bibliografica buscando artigos cientificos que tivessem
empregado os mesmos compostos juntamente com células tumorais, a fim de verificar
quais resultados foram obtidos e quais concentragbes foram utilizadas. Com esse
levantamento e analise de bibliografia realizados, foi realizada a selegdo das
concentragbes que seriam utilizadas e os testes de viabilidade realizados (MTT,
vermelho neutro e cristal violeta), a fim de selecionar as concentragbes para uso nos
experimentos. Como houve demora na aquisicao do contaminante benzofenona-1,
realizou-se os testes de viabilidade somente com o Pfoa, Bpa e Mtx. Apds a chegada
da benzofenona-1, realizou-se a triagem através da literatura e foram selecionadas
duas concentragdes que apareciam em todos os artigos selecionados, sendo esta 1 e
10 uM.

A Figura 14 mostra os resultados obtidos no screening de concentragdes. Para
o bisfenol A (Bpa), foram selecionadas as concentragbes em uM, com base nos

achados da bibliografia. Com base nos resultados encontrados para o composto
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bisfenol A, o ensaio do metabolismo do MTT (Fig.14A) ndo houve efeitos significativos,
o ensaio de retencao de vermelho neutro (Fig.14B) a concentragéo 0,5 yM aumentou
a viabilidade em comparagdo com o controle. Para o Cristal violeta (Fig. 14C), as
concentragbes 0,01, 0,05 e 0,5 yM resultaram em aumentos significativos. As
concentragbes que foram escolhidas para os experimentos seguintes foram 0,1 e 1
MM.
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Figura 14 . Screening de concentracdes para o Pfoa, Bpa e Mtx. A, D e G: metabolismo do MTT. B, E e
H: retencao do corante vermelho neutro. C, F e |: densidade celular/cristal violeta. Média e SD. N = 2
experimentos independentes. Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparagao das concentragdes dos
contaminantes em relacdo ao respectivo controle (linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

Para o metoxicloro (Mtx), no ensaio do MTT (Fig. 14D), as concentragdes 50 e
100 uM demonstraram ser citotoxicas. As concentragdes que foram escolhidas para
os experimentos seguintes foram 0,1 e 1 uM. Para o ensaio de retencao de vermelho

neutro (Fig. 14E), em comparagdo com o controle, foi possivel detectar um aumento
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na capacidade das células em reter o corante (0,5 e 1 yM) tendo um indicativo de
declinio na concentracado de 100 yM. Ja para o ensaio do cristal violeta (Fig. 14F), as
concentragdes de 0,01, 0,05 e 0,5 uM tiveram aumentos significativos.

Para o acido perfluorooctanoico (Pfoa), foram selecionadas as concentragdes
na faixa de concentragao de nM, uma concentragdo numa escala mil vezes menor que
a escolhida para o Mtx. No teste do MTT (Fig. 14G) a concentragédo de 20 nM teve um
maior aumento com relagao ao controle. No ensaio de vermelho neutro (Fig. 14H), os
grupos contendo a concentracdo de 20 nM de Pfoa apresentaram um aumento
significativo em relagéo ao controle. Nos resultados no ensaio de cristal violeta (Fig.

14l), destacam-se as concentragdes de 10, 20 e 30 nM, com aumentos significativos.

5.2 Ensaios de viabilidade celular

5.2.1 Linhagem MCF10-A

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados com exposi¢ao aguda (24h)
e cronica (15 dias), com cinco experimentos independentes. Para a linhagem néao
tumoral MCF10-A (Figura 15), a retencdo do corante vermelho neutro (Fig. 15A) foi
alterada significativamente somente nas exposi¢coes de 24 horas, com aumentos para
Pfoa 1 uM (40%) e Bpa 0,1 uyM (40%) e 1 pM (40%). Nao houve alteracdes
significativas no ensaio do cristal violeta (Fig. 15C) para nenhuma das exposigdes.
Houve aumento no ensaio do metabolismo do MTT (Fig. 15E) somente na exposig¢ao
de 15 dias para o composto Mtx 0,1 uM (70%) e 1 uM (100%).
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Figura 15. Ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular da linhagem MCF10-A. A: retencdo de
vermelho neutro (VN) B: imagens do ensaio de VN. C: Ensaio de adeséo celular/cristal violeta (CV). D:
imagens do ensaio de CV. E: metabolismo do MTT. F: imagens do ensaio de MTT. Exposi¢do aguda
(24h), circulos cinza; Exposigédo cronica (15 dias), quadrado preto. Barra horizontal: média e SD (ou
Cl95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-
Wallis + teste de Dunn para comparagdao das concentragdes dos contaminantes em relagdo ao
respectivo controle (linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).
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5.2.2 Linhagem MCF-7

Na linhagem MCF-7 houve alteragcdes significativas nos ensaios de
citotoxicidade e viabilidade celular, somente na exposig¢ao de 15 dias (Figura 16). As
maiores alteragdes foram vistas no ensaio de retengéo do vermelho neutro (Fig. 16A)
e no ensaio de cristal violeta (Fig. 16C), com aumentos em todas as concentragdes,
sendo que para o VN foram: Pfoa 0,01 uM (40%), 0,1 uM (40%) e 1 uM (50%), Bpa
0,1 uM (50%) e 1 uM (40%), Mtx 0,1 uM (60%) e 1 uM (50%) e Bp1 1 uM (50%) e 10
MM (50%).

Para o cristal violeta, houve aumento para Pfoa 0,01 yM (60%), 0,1 uM (60%)
e 1 uM (50%), Bpa 0,1 uM (50%) e 1 uM (40%), Mix 0,1 uM (40%) e 1 uM (50%) e
Bp1 1 pM (50%) e 10 uM (50%). Os resultados do metabolismo do MTT (Fig. 16E)
tiveram aumentos significativos para Bpa 1 pM (30%), Mtx 1 uM (30%) e Bp1 1 uM
(40%).
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Figura 16. Ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular da linhagem MCF-7. A: retengéo de vermelho
neutro (VN) B: imagens do ensaio de VN. C: Ensaio de adeséo celular/cristal violeta (CV). D: imagens
do ensaio de CV. E: metabolismo do MTT. F: imagens do ensaio de MTT. Exposi¢do aguda (24h),
circulos cinza; Exposigéo cronica (15 dias), quadrado preto. Barra horizontal: média e SD (ou CI95%);
Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste
de Dunn para comparagéao das concentragdes dos contaminantes em relagdo ao respectivo controle

(linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

5.2.3 Linhagem MDA-MB-231
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Para a linhagem triplo negativa MDA-MB-231 houve aumentos significativos
nos ensaios realizados apds a exposi¢cao de 24 horas e 15 dias (Figura 17), sendo
que para a exposigcao de 24 horas os aumentos foram no ensaio de vermelho neutro
(Fig. 17A) apés exposicao ao Bpa 0,1 uM (50%) e Bp1 1 uM (40%). Para as
exposi¢coes de 15 dias houve aumento no ensaio do vermelho neutro (Fig. 17A) apos
exposicéo ao Bpa 0,1 uM (50%) e 1 uM (50%), Mtx 0,1 uM (90%) e 1 uM (70%) e Bp1
1 UM (90%) e 10 uM (90%). No ensaio do cristal violeta (Fig. 17C) ocorreu aumento
apos exposicao ao Mtx 0,1 uM (60%) e 1 uM (90%) € Bp1 1 uM (80%) e 10 uM (90%);
e no metabolismo do MTT (Fig. 17E) apds exposi¢ao ao Pfoa 0,1 pM (50%) e 1 pM
(50%), Bpa 0,1 uM (50%), Mtx 0,1 uM (50%) € 1 uM (60%) € Bp1 1 uM (50%) e 10 uM
(50%).
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Figura 17. Ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231. A: retencéo de
vermelho neutro (VN) B: imagens do ensaio de VN. C: Ensaio de adeséo celular/cristal violeta (CV). D:
imagens do ensaio de CV. E: metabolismo do MTT. F: imagens do ensaio de MTT. Exposi¢cao aguda
(24h), circulos cinza; Exposicao cronica (15 dias), quadrado preto. Barra horizontal: média e SD (ou
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CI95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-
Wallis + teste de Dunn para comparagao das concentragbes dos contaminantes em relagdo ao
respectivo controle (linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

5.3 Ensaios atividade dos transportadores ABC envolvidos no efluxo de
drogas

5.3.1 Linhagem MCF10-A

Os resultados dos ensaios com os transportadores ABC da linhagem MCF10-A
estdo na Figura 18. O ensaio com fluoréforo calceina-AM (Fig. 18A) mostrou
resultados significativos para a exposi¢ado aguda e crénica aos contaminantes, sendo
qgue na exposicao de 24 horas foi observado a diminuicdo da atividade apds exposicao
ao Pfoa 1 uM (40%), Bpa 0,1 upM e 1 pM (50%), Mtx 0,1 uM e 1 uM (60%) e Bp1 1 uM
e 10 uM (60%). Os ensaios realizados com o corante Hoechst 33342 (Fig. 18B)
mostraram um aumento somente no composto Bp1 10 uM (80%) na exposicao de 24
horas. Como pode ser visto, a atividade de efluxo de Rodamina B (Fig. 18C) n&o foi
alterada significativamente nos tratamentos de 24 horas e 15 dias. Ja na exposig¢ao
cronica, a diminuigao foi observada somente apds exposi¢cao ao composto Bp1 10 uM
(50%).
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Figura 18. Ensaios de efluxo de drogas da linhagem MCF10-A. A: Calceina-AM. B: Hoechst 33342. C:
Rodamina B. Exposi¢cao aguda (24h), circulos cinza; Exposigao cronica (15 dias), quadrado preto. Barra
horizontal: média e SD (ou CI95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA + teste
de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparagao das concentragdes dos contaminantes
em relagao ao respectivo controle (linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

5.3.2 Linhagem MCF-7

Para a linhagem MCF-7 n&do foram observados resultados significativos para
os ensaios com os fluoréforos rodamina B, hoechst 33342 e calceina-AM, tanto nos

ensaios de 24 horas quanto nos ensaios realizados apds a exposi¢ao de 15 dias
(Figura 19).
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Figura 19. Ensaios de efluxo de drogas da linhagem MCF-7. A: Calceina-AM. B: Hoechst 33342. C:
Rodamina B. Exposi¢ao aguda (24h), circulos cinza; Exposigéo crbnica (15 dias), quadrado preto. Barra
horizontal: média e SD (ou Cl195%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA + teste
de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparacgao das concentragdes dos contaminantes
em relagao ao respectivo controle (linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

5.3.3 Linhagem MDA-MB-231

Em relacdo ao ensaio de calceina-AM (Fig. 20A), um aumento significativo na
atividade de efluxo foi observado apds a exposi¢ao aguda a Bp1 1 uM e 10 uM (30%).
Na exposicéo cronica ocorreu um aumento de 50% no efluxo de calceina- AM (Fig.
20A) nas concentragdes de Pfoa (0,1 uM), Bpa (1 uM), Mtx (1 uM) e Bp1 (1 uM), ja
para Bp1 10 yM o aumento foi de 40%. Para o ensaio com o corante Hoechst 33342
(Fig. 20B), o composto Mtx (0,1 uM) provocou aumentos no efluxo tanto na exposi¢cao
de 24 horas (30%), como na de 15 dias (30%) (Fig. 20B).

A atividade de efluxo de rodamina B (Fig. 20C) aumentou significativamente

apos a exposig¢ao aguda a Bp1 10 uM (60%). Ja na exposicao cronica, houve aumento
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na atividade para as células expostas a Bpa 1 yM (60%), Mtx 0,1 uM (80%) e 1 uM
(90%) e Bp1 1 pM (90%) e 10 uM (100%) (Figura 20C).

Rodamina B

Calceina-AM
%]

© 24 horas | 15 dias

Figura 20. Ensaios de efluxo de drogas da linhagem MDA-MB-231. A: Calceina-AM. B: Hoechst 33342.
C: Rodamina B. Exposi¢cao aguda (24h), circulos cinza; Exposi¢ao crbnica (15 dias), quadrado preto.
Barra horizontal: média e SD (ou CI95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA
+ teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparagdo das concentragbes dos
contaminantes em relagéo ao respectivo controle (linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

5.4 Avaliagao de mecanismos relacionados a progressao tumoral

5.4.1 Formacgé&o de colbnias: ensaio clonogénico 2D

A exposi¢ao aos contaminantes aumentou a capacidade de estabelecimento

de colbnias da linhagem MCF-7, indicando um aumento para as células expostas por



>

80

24 horas aos contaminantes Pfoa 0,1 uM (110%) e 1 pM (180%), ja o Bpa 0,1 pM
(100%) e 1 uM (160%), Mtx 0,1 uM (90%) e 1 uM (90%) e Bp1 1 uM (150%) € 10 pM
(180%). A exposicao de 15 dias resultou no aumento significativo do numero de

colénias para todos os grupos, sendo Pfoa 0,01 uM (100%), 0,1 uM (210%) e 1 pM
(160%), Bpa 0,1 uM (170%) e 1 uM (190%), Mtx 0,1 uM (150%) e 1 uM (170%) e Bp1
1 UM (170%) e 10 uM (150%) (Figura 21).

@ 24 horas

Clonogénico 2D
Numero de colénias

u 15das

B

24 horas

15 dias

2 e S LR
ol R v » ..v‘.'
1 3 I.'_f.". ; \‘ ', A CRER
W "" oo ] Gl ’? ‘s
A T B . .,* e 4
Ghnt toey Galeile
‘e RSN oy
5 .“. SRV e 0.-" 200 mm
e (g St ts 0 —
Ctrl Bpa 1 uM Bp1 10 pM
e ey e
58 e b st o
F ‘o' -
VAN ..' . -' LY Q: L% ‘ .'
T ey '
5 iy THA S 3
s I l ., el
. SR 19 A ae 4 9
Ry X5
"= -I... ‘f 'l —m
Cul Pfoa 0,1 M Mx 1 M

Figura 3. Ensaio clonogénico 2D da linhagem MCF-7. A: grafico do ensaio clonogénico 2D (numero de
coldnias). B: Imagens representativas do ensaio clonogénico 2D apds o periodo de exposi¢cao de 24
horas e 15 dias. Circulos cinza: exposi¢cao aguda (24h); Quadrados pretos: exposi¢ao cronica (15 dias);
Barra horizontal: média e SD (ou CI95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA
+ teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparagdo das concentracbes dos
contaminantes em relacdo ao respectivo controle (linha pontilhada). Para analise, apenas grupamentos

com pelo menos 50 células foram consideradas como colénias. *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

A exposicdo nao alterou a capacidade de estabelecer colénias da linhagem

MCF10-A, tanto nas células expostas por 24 horas, como nas expostas durante 15

dias (Figura 22).
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Figura 22. Ensaio clonogénico 2D da linhagem MCF10-A. A: grafico do ensaio clonogénico 2D (numero
de colbnias). B: Imagens representativas do ensaio clonogénico 2D apds o periodo de exposi¢ao de 24
horas e 15 dias. Circulos cinza: exposi¢céo aguda (24h); Quadrados pretos: exposi¢ao crénica (15 dias);
Barra horizontal: média e SD (ou Cl95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA
+ teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparagdao das concentragbes dos
contaminantes em relacao ao respectivo controle (linha pontilhada). Para analise, apenas grupamentos
com pelo menos 50 células foram consideradas como coldnias. *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

O mesmo foi observado para a linhagem MDA-MB-231, que nao teve
resultados alterados para a formacao de colbnias apds exposi¢cao aos contaminantes
por 24 horas e 15 dias (Figura 23). Contudo, observou-se que as células nao
estabeleciam colbnias compactas com para as demais linhagens celulares, com

grande numero de células dispersas no fundo da placa de cultura.
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Figura 43. Ensaio clonogénico 2D da linhagem MDA-MB-231. A: grafico do ensaio clonogénico 2D
(numero de colbnias). B: Imagens representativas do ensaio clonogénico 2D apds o periodo de
exposicao de 24 horas e 15 dias. Circulos cinza: exposi¢do aguda (24h); Quadrados pretos: exposi¢ao
cronica (15 dias); Barra horizontal: média e SD (ou CI95%); Cinco experimentos independentes.
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Resultados da ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparagao das
concentragdes dos contaminantes em relagéo ao respectivo controle (linha pontilhada). Para analise,
apenas grupamentos com pelo menos 50 células foram consideradas como col6nias. *p<0,05. FONTE:
A autora (2024).

5.4.2 Migrag&o celular (scratch)

A migracao das células foi avaliada por meio do ensaio de “scratch” (risco).
Nesse ensaio, avaliou-se a capacidade das células de migrar para fechar o espacgo
criado pelo risco realizado no tempo 0 (TO) apds 24 horas (T24) e 48 horas (T48).

A exposicdo das células MDA-MB-231 (Figura 24) aos contaminantes
aumentou significativamente a migragéo celular no T24, no periodo de exposigao de
aguda (24 horas) para os contaminantes Pfoa 0,1 uM (90%) e 1 uM (80%), Bpa 0,1
MM (60%), Bpa 1 uM (60%), Mtx 0,1 uM (50%).

No tempo de 48 horas os resultados para a exposi¢ao aguda (24 horas) foram
Pfoa 0,1 uM (90%) e 1 uM (80%), Bpa 0,1 uM (60%), Bpa 1 uM (80%), Mtx 0,1 uM
(60%) e 1 uM (70%), Bp1 1 uM (70%) e 10 uM (30%) aumentando a capacidade das

células de migrar e fechar o risco feito na placa (Fig. 24A)
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Figura 24. Migracao de células MDA-MB-231 expostas aos contaminantes por 24 horas e 15 dias. A:
grafico do ensaio de migracdo. B: Imagens representativas do ensaio de migracdo scratch apds o
periodo de exposi¢ao de 24 horas e 15 dias. Circulo preto: controle. Quadrados pretos: composto Pfoa.
Tridngulo preto: composto Bpa. Losango preto: composto Mtx. Hexagono preto: composto Bp1. Barra
horizontal: média e SD (ou CI95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA + teste
de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparagao das concentragdes dos contaminantes
em relacao ao respectivo controle (linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

Para a linhagem nao tumoral MCF10-A, a migragao celular ndo aumentou,

sendo assim, os resultados n&o foram significativos (Figura 25).
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Figura 65. Migracao de células MCF10-A expostas aos contaminantes por 24 horas e 15 dias. A: grafico
do ensaio de migragdo. B: Imagens representativas do ensaio de migracao scratch apdés o periodo de
exposicao de 24 horas e 15 dias. Circulo preto: controle. Quadrados pretos: composto Pfoa. Tridngulo
preto: composto Bpa. Losango preto: composto Mitx. Hexagono preto: composto Bp1. Barra horizontal:
média e SD (ou Cl95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA + teste de Dunnett
ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparagao das concentra¢des dos contaminantes em relagao
ao respectivo controle (linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

O mesmo pbde ser observado para a linhagem MCF-7, que mesmo exposta
aos contaminantes por 15 dias, n&do alterou nenhuma caracteristica que aumentasse

a migragao destas células (Figura 26).
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Figura 267. Migragéo de células MCF-7 expostas aos contaminantes por 24 horas e 15 dias. A: grafico
do ensaio de migracdo. B: Imagens representativas do ensaio de migracao scratch apos o periodo de
exposicao de 24 horas e 15 dias. Circulo preto: controle. Quadrados pretos: composto Pfoa. Tridngulos
pretos: composto Bpa. Losangos pretos: composto Mtx. Hexagonos pretos: composto Bp1. Barra
horizontal: média e SD (ou CI95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA + teste
de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn para comparagéo das concentra¢des dos contaminantes
em relagdo ao respectivo controle (linha pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

5.4.3 Invaséo celular (transwell)

Como foram obtidos resultados significativos para a linhagem MDA-MB-231 no
ensaio de migracéo, foi realizado entdo o ensaio de invasdo em insertos transwell,
com a finalidade de verificar a capacidade que as células possuem de atravessar uma
matriz de matrigel, simulando o processo necessario para células tumorais invadirem
outros tecidos. Com isso, realizou-se somente a exposi¢ao de 15 dias com a linhagem
celular e foi observado um aumento significativo na capacidade de invasao para os
compostos: Mtx 1 uM (20%), Bp1 1 uM (30%) e Bp1 10 uM (40%) (Figura 27).
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Invasao
1

Figura 27. Ensaio de invasao transwell das células MDA-MB-231 expostas aos contaminantes por 15
dias. A: grafico do ensaio de invasio. B: Imagens representativas do ensaio de invasédo apds o periodo
de exposicao de 15 dias. Circulo preto: controle. Quadrados pretos: composto Pfoa. Tridngulos pretos:
composto Bpa. Losangos pretos: composto Mitx. Hexagonos pretos: composto Bp1. Barra horizontal:
média e SD (ou Cl 95%); Cinco experimentos independentes. Resultados da ANOVA + teste de Dunnett
para comparagdao das concentragdes dos contaminantes em relagdo ao respectivo controle (linha
pontilhada). *p<0,05. FONTE: A autora (2024).

5.4.4 Proliferagéo celular (Cell Trace Far Red)

A proliferagédo das células foi mensurada através do ensaio utilizando um kit de
proliferagcao celular Cell Trace Far Red, da Invitrogen. Com ele é possivel determinar
o indice de proliferacdo das células e o numero de geragdes celulares. Os ensaios
foram realizados apds exposicdes de 15 dias aos contaminantes.

A linhagem néo tumoral MCF10-A mostrou diferengas significativas somente
no indice de proliferagao celular, com aumento nos compostos Bpa 1 uM (70%), Mtx
1 uM (80%) e Bp1 1 yM (80%, Fig. 28A), sem alteragdo no numero de geragodes (Fig.
28B).
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Figura 288. Ensaio de proliferacdo celular utilizando o marcador Cell Trace Far Red na linha celular
MCF10-A. A: indice de proliferacao celular. B: Proliferagéo celular, nimero de geracdes. C: As células
MCF10-A foram marcadas com Cell Trace Far Red-CTFR, pico com a linha escura: células que nio se
dividiram, linha azul: controle, linha laranja: células tratadas com os contaminantes. Exposigao crénica
(15 dias). Barra horizontal: média e DP (ou IC 95%); ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis +
teste post hoc de Dunn para comparar as células tratadas com o respectivo controle (linha tracejada).
*p<0.05. N =5.

Semelhante ao que aconteceu com a linhagem MCF-10A, na qual ndo houve
alteragdes no numero de geragdes celulares, houve somente um aumento significativo
do indice de proliferagdo nas células MCF-7 (Fig. 29A) expostas ao Pfoa 0,1 uM
(100%) e 1 uM (140%), Bpa 1 uM (110%), Mtx 1 uM (220%), Bp1 10 uM (90%), sem

alteracdo no numero de geragdes (Fig. 29B).
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Figura 29. Ensaio de proliferagéo celular utilizando o corante Cell Trace Far Red na linhagem celular
MCF-7. A: indice de proliferagdo celular. B: Proliferagdo celular, numero de geragdes. C: As células
MCF-7 foram marcadas com Cell Trace Far Red-CTFR, pico vermelho: células que néo se dividiram,
linha azul claro: controle, linha laranja: células tratadas com os contaminantes. Exposig¢édo crénica (15
dias). Barra horizontal: média e DP (ou IC 95%); ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste
post hoc de Dunn para comparar as células tratadas com o respectivo controle (linha tracejada).
*p<0.05. N = 5.

Na linhagem triplo negativa MDA-MB-231 houve aumentos significativos tanto
no indice de proliferagdo como no numero de geragdes celulares. Para o indice de
proliferagao (Fig. 30A), houve aumento nas células expostas ao Pfoa 0,1 uM (40%) e
1 uM (50%), Bpa 0,1 pM (80%), Bpa 1 uM (70%), Mtx 0,1 pM (50%) e 1 uM (70%),
Bp1 1 uM (100%) e Bp1 10 yM (100%). Ja para o numero de geragdes celulares (Fig.
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30B), houve aumentos significativos para células expostas ao Pfoa 1 uyM (50%), Bpa
0,1 uM (40%), Bpa 1 uM (50%), Mtx 0,1 uM (50%) e Bp1 1 pM (50%).
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Figura 30. Ensaio de proliferagao celular utilizando o corante Cell Trace Far Red na linha celular MDA-
MB-231. A: indice de proliferagéo celular. B: Proliferacao celular, nimero de geragdes. C: As células
MDA-MB-231 foram marcadas com Cell Trace Far Red-CTFR, pico vermelho: células que nao se
dividiram, linha azul claro: controle, linha laranja: células tratadas com os contaminantes. Exposigao
cronica (15 dias). Barra horizontal: média e DP (ou IC 95%); ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-
Wallis + teste post hoc de Dunn para comparar as células tratadas com o respectivo controle (linha
tracejada). *p<0.05. N = 5.
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As analises de expressao génica foram realizadas apés exposi¢ao crénica (15
dias) nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. Na linhagem MCF-7 houve aumentos na
expressao dos genes ABCG2 (Fig. 31D): Pfoa 1 uM (17%), BRCA1 (Fig. 31F): Bp1 10

M (17%), ESR2 (Fig. 31G): Pfoa 1 uM (18%) e Bpa 1 uM (11%), STAT3 (Fig. 31H):
Bpa 1 uM (20%), Mtx 1 uM (60%) e Bp1 10 uM (20%) e VEGFA (Fig. 311): Bpa 1 yM
(60%), Mtx 1 uM (50%) e Bp1 10 pM (50%), sem efeitos para os demais genes (Fig.

31).
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Figura 91. Expresséo génica avaliada por RT-qPCR da linhagem MCF-7. A-N: Expressédo de genes
relacionados com progressdo tumoral. Exposi¢ao crénica (15 dias). Barra horizontal: média e DP (ou
IC 95%); ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste post hoc de Dunn para comparar as
células tratadas com o respectivo controle (linha tracejada). *p<0.05. N = 5.

Para a linhagem MDA-MB-231, houve aumentos significativos para alguns
genes (Fig. 32): RPS6 (Fig. 32B): Bp1 10 uM (40%), SYNCRIP (Fig. 32C): Pfoa 1 uM
(70%), ESR2 (Fig. 32G): Bpa 1 uM (70%) e Mtx 1 uM (90%), VEGFA (Fig. 321) Bp1 10
MM (20%). Devido ao fato desta linhagem ser triplo negativa, ela ndo expressa genes

de alguns receptores hormonais, como os genes AR e ESR1 (dados n&o mostrados).
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Figura 32. Expressao génica avaliada por RT-gPCR da linhagem MDA-MB-231. A-L: Expresséo de
genes relacionados com progressdo tumoral. Exposi¢ao cronica (15 dias). Barra horizontal: média e
DP (ou IC 95%); ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste post hoc de Dunn para comparar
as ceélulas tratadas com o respectivo controle (linha tracejada). *p<0.05. N = 5.
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6 DISCUSSAO

A utilizagcado e exposicao frequente de diversos produtos quimicos, juntamente
com outros elementos associados ao seu uso, pode desencadear um ou mais
mecanismos de ag&o carcinogénica, aumentando assim o risco para a progressao de
tumores ja existentes e trazendo dificuldades ao tratamento (SARPA e FRIEDRICH,
2022). Na rotina do dia, a populagdo humana acaba exposta a diferentes substancias
quimicas, que com o uso aumentado e descarte inadequado resultam no aumento da
contaminagdo do meio ambiente e dos organismos vivos. Algumas dessas
substancias vém atraindo interesse da comunidade cientifica, como os contaminantes
emergentes, que possuem uma deteccéo dificil e descoberta e classificagdo mais
recente, gragcas ao avango das técnicas de analise (OLIVEIRA, GUILLEN E SILVA,
2022).

Na literatura sado poucos os trabalhos que utilizam doses baixas de compostos
quimicos e estudam seus efeitos em células tumorais apés um periodo de exposi¢cao
prolongado. Sendo assim, o presente estudo mostrou que a exposi¢cdo a
contaminantes organicos (acido perfluorooctandico (Pfoa), bisfenol A (Bpa),
metoxicloro (Mtx) e benzofenona 1 (Bp1)), que séo utilizados em grande escala,
alterou caracteristicas celulares das linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231,
caracteristicas estas que estao relacionadas com o aumento da progressao tumoral,
como a capacidade de estabelecer colénias, o aumento da proliferacédo e migragao
celular, aumento da atividade dos transportadores ABC e expressdo de genes
envolvidos em processos importantes na modulagao do fenétipo celular.

Os resultados apresentados neste estudo reforcam a necessidade de uma
nova perspectiva no exame dos riscos associados a exposi¢cédo a agentes e produtos
quimicos, aos quais estamos expostos diariamente. Isso indica que a simples
investigacao dos efeitos diretos ou indiretos da exposi¢éo no é suficiente. E essencial
também considerar o papel desses contaminantes no progndéstico de doengas graves

e de dificil controle, como o cancer.

6.1 As concentragdes testadas dos contaminantes emergentes ndo interferiram
na viabilidade das células MDA-MB-231, MCF-7 e MCF10A.

De inicio, foi observado alguns sinais de modulagao das células MDA-MB-231,

MCF-7 e MCF10A pela exposi¢ao aos contaminantes emergentes. Esses sinais foram
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vistos no aumento das células aderidas pelo ensaio do cristal violeta, metabolismo de
desidrogenases celulares pelo ensaio de MTT e pela retengao do corante vermelho
neutro nos compartimentos celulares do sistema endolisossomal, sugerindo uma
proliferacdo celular maior ou maior resisténcia e diminuicdo da morte celular. As
células expostas aos contaminantes em concentracdes baixas e ambientalmente
relevantes ndo foram afetadas negativamente; pelo contrario, apresentaram um
aumento significativo nos ensaios de cristal violeta, vermelho neutro e MTT apos
exposi¢ao aos contaminantes por 15 dias.

Em especial, o ensaio de MTT avalia a atividade de desidrogenases celulares
importantes que podem indicar disfungdes de proliferagao, diferenciacdo e morte
celular, além de contribuir para a resposta que pode ser alterada quando as células
entram em contato com contaminantes quimicos (SEDLACKOVA e KOROLCHUK,
2019; XIA e WANG, 2024). O ensaio de retengdo do vermelho neutro avalia
principalmente a atividade dos lisossomos celulares, que sdo organelas importantes
que abrigam diversas enzimas hidroliticas, capazes de quebrar diferentes tipos de
polimeros biolégicos como proteinas, nucleotideos, carboidratos e lipidios. Essas
enzimas atuam em um meio acido, mantido no interior do lisossomo, e desempenham
um papel essencial na digestao interna da célula, na renovagao de estruturas celulares
e na decomposi¢cao de substancias externas absorvidas por endocitose (ALBERTS,
2015; HU et al. 2015).

O aumento na retencédo de vermelho neutro pode sugerir um mecanismo de
autofagia que juntamente com outros mecanismos facilita a progressao tumoral
promovendo os fendtipos malignos ao regular a proliferacéo, invasao e resisténcia a
tratamentos, interferindo em fatores de crescimento e no fornecimento de nutrientes
para as células (ZHANG et al. 2021; DAVIDSON e HEIDEN, 2017).

As células tumorais também fazem uso do processo de autofagia, muitas vezes
de forma ainda mais intensa que as células e tecidos saudaveis. Ao funcionar como
um sistema de controle de qualidade durante a falta de nutrientes e diversas outras
situacoes de estresse celular, esse processo frequentemente auxilia na preservacao
da célula. Esse mecanismo pode favorecer tanto o desenvolvimento quanto a
resisténcia do tumor por diversas vias. Um exemplo disso é o papel fundamental da
autofagia na adaptagdo metabdlica das células cancerosas e na sua capacidade de
escapar da resposta imunoldgica. Diversas evidéncias indicam que uma autofagia

desregulada pode promover a propagacao das células precursoras do cancer,
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apoiando a multiplicagdo das células malignas e impulsionando o avango do tumor
(WHITE, 2015; YUN e LEE, 2018; DAS, MANDAL E KOGEL, 2018; ARIOSA et al.,
2021; DEBNATH ,GAMMOH E RYAN, 2023).

Estudos indicam que a autofagia pode aumentar a agressividade dos tumores,
facilitando a disseminacdo metastatica. Além disso, como um mecanismo de proteg¢ao
celular, a autofagia pode diminuir a eficacia da maioria dos tratamentos
quimioterapicos. Em particular, a capacidade das células cancerosas de se adaptarem
a diversas situacdes de estresse celular provocadas por terapias anticancer € crucial
para sua resisténcia aos tratamentos. Dentre os varios mecanismos de resisténcia
terapéutica, a autofagia se destacou como um fator especialmente relevante para a
sobrevivéncia das células malignas, comprometendo a eficacia de diversas
abordagens terapéuticas. Dado que a resisténcia a quimioterapia pode ser
influenciada pelo grau de agressividade das células tumorais, a fungao multifacetada
da autofagia na regulacdo do crescimento e da metastase € de suma importancia
(DAS, MANDAL E KOGEL, 2018; LI, HE e MA, 2020; TAM et al., 2021; QIN et al.,
2023

Esses achados mostram que as concentragdes testadas dos contaminantes,
que sao semelhantes as concentragdes encontradas no plasma sanguineo humano
(MICHALOWICZ, 2014; CABRERA-RODRIGUEZ et al. 2020; ARBUCKLE et al. 2013;

WANG et al. 2016), ndo séao citotdxicas in vitro.

6.2 Os contaminantes quimicos alteram a atividade dos transportadores de efluxo
de drogas, importantes na aquisi¢do do fenétipo MDR.

A eficacia da quimioterapia € um desafio na oncologia clinica. A resisténcia a
multiplos farmacos (MDR) pode ser causada por varios mecanismos, contudo, nas
células tumorais é caracterizada pela resisténcia e efluxo de uma variedade grande
de medicamentos (ASSARAF et al. 2019; LI et al. 2016). As proteinas da superfamilia
ABC (ATP binding cassette) incluem varios transportadores de efluxo de drogas e
xenobidticos, com destaque para a BCRP (proteina de resisténcia ao cancer de
mama, codificada pelo gene ABCG2), a P-gp (glicoproteina-P, codificada pelo gene
ABCB1) e a MRP1 (proteina 1 associada a resisténcia a multiplas drogas, codificada
pelo gene ABCC1) (MAO e UNADKAT, 2015).

O aumento na atividade dos transportadores de efluxo pode ter influenciado as

células expostas aos contaminantes a estabelecer uma maior resisténcia ao estresse
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quimico e, ao conferir esta, o progndstico do paciente com cancer tende a piorar, uma
vez que a capacidade das células de reter o quimoterapico € comprometida,
transportando maiores quantidades das drogas para o meio extracelular (POPOVA et
al., 2019; ROBEY et al., 2018).

Ainda que os ensaios de efluxo de drogas da linhagem MCF-7 (Hoechst 33342,
calceina-AM e Rodamina B) ndo tenham mostrado efeitos significativos, a expresséo
do gene ABCG2 foi alterada na exposi¢cédo de 15 dias para o composto Pfoa, o que
mostra um possivel aumento da atividade de efluxo deste transportador e,
consequentemente, maior resisténcia ao tratamento com alguns quimioterapicos. Pelo
fato da MCF-7 ser uma linhagem que n&o possui caracteristicas como capacidade de
invas&o e migracao e nao ser tdo agressiva quando comparada com a linhagem MDA-
MB-231, nota-se que o efluxo de drogas para esta linhagem nao foi alterado como
ocorreu com a linhagem triplo negativa (MDA-MB-231) que ja possui uma maior
resisténcia a quimioterapia e quando exposta aos contaminantes durante 15 dias, teve
um aumento das atividades das proteinas P-gp, MRP e ABCG2, provavelmente
tornando-se ainda mais resistente.

O aumento da atividade destas proteinas acima citadas, revela que a exposicao
crbnica aos contaminantes quimicos Pfoa, Bpa, Mtx e Bp1 pode estar associada a
promocao da resisténcia aos quimioterapicos (ANIOGO, GEORGE e ABRAHAMSE,
2019). Além disso, isso é particularmente perigoso no caso do cancer de mama triplo
negativo que normalmente ja ndo responde bem aos tratamentos. Assim, com a
exposi¢cao o prognostico de uma pessoa acometida com esse cancer pode piorar.

Alguns trabalhos ja relataram que a exposigcao a pesticidas e alguns poluentes
persistentes modula a expressao dos transportadores de efluxo de drogas em células
tumorais. Os compostos BDE-209 (decabromodifenil éter) e TCDD (2,3,7,8-
tetraclorodibenzeno-p-dioxina) modulam a expressao de proteinas ligadas ao efluxo
de drogas em células de melanoma murino B16-F1 (DE SOUZA SALGADO et al.
2018; DE MARCHI et al. 2021). O estudo realizado por Roque et al. 2023 mostrou que
a exposicao a pesticidas levou a uma regulacgao positiva dos genes ABCB1, ABCC1
e ABCC4, que codificam as proteinas P-gp, MRP1 e MRP4, demonstrando um
aumento da atividade de efluxo destes transportadores. Ainda, a exposi¢ao de células
tumorais durante 15 dias a compostos retardantes de chamas, como o BDE-47, levou
ao aumento da expressao (niveis de mRNA) do transportador ABCC2 (MRP2) (STEIL

et al. 2022). Ainda, estudos demonstram que os pesticidas organoclorados alteram a
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expressao do transportador ABCG2 (BCRP) (BIRCSAK et al., 2012). No caso do
referido trabalho, ocorreu um aumento na expressao deste transportador na linhagem
MDA-MB231 ap6s exposigao ao composto metoxicloro, mas ndo houve aumento da
expressao génica de ABCG2 com a mesma linhagem.

Estudos descritos por Mazur e colaboradores (2012, 2014) mostraram que
algumas substancias quimicas, incluindo o Bpa interagem com os transportadores
ABC, agindo como potenciais substratos ou inibidores destes transportadores. No
presente estudo, a exposi¢cao ao Bpa levou a um leve aumento no ensaio de efluxo
da rodamina B (24 h) e aumento importante no ensaio da calceina-AM (15 dias). Com
os resultados deste trabalho, nota-se que pode ocorrer uma maior atividade de efluxo
de substancias das células tumorais, o que pode incorrer em dificuldade no tratamento
quimioterapico

Em tecidos saudaveis, os transportadores ABC protegem as células de
xenobidticos téxicos e permitem o efluxo de varios metabdlitos endégenos como como
acidos biliares, horménios esteroides, fosfolipidios e produtos de degradacéo de
farmacos. Dessa forma, os transportadores ABC mantém a homeostase celular e
protegem o organismo contra potenciais danos. Além disso, realizam o transporte de
mediadores inflamatérios e atuam na defesa contra o estresse oxidativo
(NEDELJKOVIC et al., 2021). O presente estudo mostrou um aumento da atividade
de efluxo de calceina-AM na exposicdo crénica da linhagem MCF10A ao
contaminante quimico BP1, podendo estar associada a um aumento do efluxo de
solutos através da membrana das células. Na exposicdo aguda ocorreu uma
diminuicao significativa na atividade da proteina MRP, o que diminui a capacidade que
a célula possui de protecao e transporte de substancias, resultado este que néo é
continuo, visto que com excegao de BP1, este resultado ndo se manteve na exposi¢ao

mais prolongada.

6.3 Os contaminantes quimicos alteram mecanismos relacionados com a
progresséo tumoral e expressao génica
E de grande relevancia entender como os mecanismos de migragéo das células
funcionam pois, este processo pode gerar um quadro pior do prognéstico da doenca
e para o tratamento (FONTANELLA et al., 2015). A migracao celular nao foi alterada
nas linhagens MCF-7 e MCF10-A, o que ja era esperado pelo fato de as duas

linhagens terem uma capacidade migratdria bastante reduzida, o que muitas vezes
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faz com que linhagem MCF-7 seja utilizada como um controle negativo de migragao
(COMSA, CIMPEAN e RAICA, 2015).

No presente estudo, a migracgao foi avaliada em ambas as linhagens, MCF10-A
e MCF-7, para testar a hipétese de que os contaminantes poderiam alterar a
capacidade de migragcao das mesmas. Ja para a linhagem MDA-MB-231, a exposigéao
aos contaminantes emergentes aumentou a migragao, o que é preocupante, dado que
esta linhagem ja possui capacidades altas de migracéo e invasao. Alguns compostos
como Mtx e Bp1 levaram a uma atividade reduzida quando comparado ao controle na
migracao das células triplo negativas, quando expostas somente por 24 horas. No
entanto, quando expostas a estes compostos por um tempo maior (15 dias), ocorreu
o inverso; houve um aumento significativo da migragéo das células expostas.

Castilho Sanchez e colaboradores (2016) demonstraram que o composto Bpa
promove aumento da migragao através de uma via dependente de GPER, induzindo
a ativagao de vias de transducgéao de sinal, que medeiam a migracao (FAK, Src e ERK2)
em células de cancer de mama MDA-MB 231. Um estudo de 2023 relatou que o Pfoa
pode promover a migragao e invasao de células de cancer de mama ativando as vias
PI3BK/AKT e MAPK/ERK através de dois receptores de estrogénio, ERa e receptor de
estrogénio acoplado a proteina G (GPER) e alterando também as metaloproteinases
de matriz 2 e 9 (LIU et al. 2023).

Os tumores de mama expressam GPER em 50-60% e sua expressao esta
associada ao aumento do tamanho do tumor, formacdo de metastases e mau
prognostico (HSU et al., 2019; PROSSNITZ e BARTON, 2014). Aqui, o molecular
docking revelou uma energia alta de ligagao dos compostos Pfoa, Bpa, Mtx e Bp1 para
o receptor GPER, o que pode ter influenciado no aumento significativo da migragao
das células MDA-MB-231 (tabela 2).

Ainda, a exposi¢gao ao Bpa em linhagens triplo negativas pode aumentar a
expressao de proteinas e mRNA de metaloproteinases de matriz (MMP2 e MMP9),
interferido na capacidade de migracao das células (ZHANG et al. 2016). Contudo, isso
nao foi observado no presente estudo. Embora a energia de ligagdo dos compostos
seja alta (tabela 3), o que em principio indicaria a possibilidade de interagcdo com as
MMP2 e 9, ndo ocorreu um aumento da expressao de ambas MMP. Ainda na Tabela
3, nota-se que além de ter uma energia de ligagdo com as MMP’s, os compostos ainda
possuem energias iguais ou superiores com os inibidores destas metaloproteinases,

TIMP1 e TIMP2, o que pode ter corroboraro para que a expressao das mesmas nao
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fosse significativa, uma vez que estariam sendo inibidas.

Um trabalho de docagem molecular relatou que o composto Bpa possui
afinidades de ligagdo com metaloproteinase-13 (MMP-13) e inibidor de
metaloproteinase 3 (TIMP-3) de —8,0 e —8,4 kcal/mol, e com o receptor de estrogénio
(ER) de -8,1 kcal/mol (MONTES-GRAJALES E OLIVERO-VERBEL, 2013; KIM e
CHOI, 2019), valor bem superior ao que encontramos no presente estudo.

Ainda que nao tenha ocorrido alteragdes nos ensaios de migragao das células
MCF10-A e MCF-7, no ensaio de proliferacdo celular houve aumento do indice de
proliferagao das células, sugerindo uma taxa maior de crescimento celular. Segundo
Calaf (2021), um aumento de proliferacao celular pode refletir em um aumento e/ou
surgimento de carcinogenicidade. Contudo, uma mudanga para um fendtipo mais
agressivo envolve diversas caracteristicas das células, de modo que o aumento de
proliferagdo observado para a linhagem nao tumoral MCF10A, se ndo associado a
outras alteragdes associadas a transformacgado celular, levaria a uma hiperplasia
tecidual, isto €, aumento de células normais num tecido, ao invés de
carcinogenecidade. Ja para as linhagens MCF-7 e MDA-MB231, que representam
células tumorais, esse aumento da proliferacdo pode levar a uma maior progressao
tumoral. Ademais, outras caracteristicas alteradas nessas duas linhagens celulares,
suportam essa hipotese.

A taxa de proliferagéo celular influencia diretamente o crescimento tumoral e a
agressividade do cancer. A medida que as células cancerosas multiplicam mais
rapidamente, elas também tendem a desenvolver maior capacidade de migracgao,
invasao de tecidos vizinhos e formagao de colénias em locais distantes, facilitando o
estabelecimento de metastases. Esse processo permite que as células tumorais néo
apenas cres¢gam no local original, mas também se espalhem para outras partes do
corpo, formando novos tumores. Assim, a combinagao entre alta proliferagao celular
e capacidade invasiva torna o cancer mais dificil de tratar e aumenta o risco de recidiva
(NISHIDA et al.,, 2006; NORTON e POPEL, 2016; GALLAHER, BROWN e
ANDERSON, 2019; LIU et al., 2023).

Alguns trabalhos ja relataram que a exposicdo a estes compostos aumenta a
capacidade de proliferacao, formacao de colénias e adesdo das células tumorais,
ainda que, diferente deste estudo, as concentracdes tenham sido maiores ou o tempo
de exposicao tenha sido relativamente menor. Estudos realizados com o composto

Benzofenona-1 demonstraram que ocorre um aumento de proliferacdo de células
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tumorais (PARK et al. 2013; IN et al. 2015). Os compostos Bpa e Mtx também levaram
a alteragbes na proliferagao de células tumorais de mama, acelerando a progressao
do ciclo celular (DENG et al. 2021; LEE et al. 2013).

Neste trabalho, utilizando concentragdes menores do composto Pfoa nao foi
observado mudangas no fenétipo das células ndo tumorais da linhagem MCF10-A, no
entanto, um estudo realizado com a mesma linhagem em 2018 notou tais mudangas
(PIEROZAN, JERNEREN e KARLSSON,2018). Contudo as concentragbes do
composto eram bem maiores que as utilizadas neste trabalho (50 e 100 uM), sendo
possivel notar uma maior taxa de crescimento em comparagao aos controles. O Pfoa
promoveu a proliferacéo das células MCF10-A e aumentou os niveis de ciclina D1 e
CDK4/6, concomitantemente com uma diminui¢ao de p27 (PIEROZAN, JERNEREN e
KARLSSON,2018). Ainda, o composto Bpa foi capaz de induzir transformagdes
neoplasicas de células epiteliais mamarias normais, na concentragao de 10 uM
expostas durante 16 dias (FERNANDEZ e RUSSO, 2010). Como as concentragdes
dos compostos no presente estudo foram menores, nao foram observadas alteracoes
significativas na maioria dos ensaios com a linhagem de mama normal MCF10-A.

A expressao de genes como STAT3, BRCA1, RPS6 e SYNCRIP aumentaram
na linhagem MCF-7 (STAT3 e BRCA1) e na linhagem triplo negativa MDA-MB231
(RPS6 e SYNCRIP). O ativador da transcrigao 3 (STAT3) possui um papel importante
na sobrevivéncia celular, proliferacdo, migragéo e respostas de diferenciagdo, assim
como o BRCA1 possui fungdes importantes na instabilidade gendmica e homeostase
celular influenciando uma série de processos como a diferenciagao das células. Ainda,
nas duas linhagens ocorreu a expressao do gene VEGFA, que nao é apenas um fator
angiogénico potente, mas também um fator de sobrevivéncia para células endoteliais,
e a sua ativacao e de genes associados a proliferagdo esta associada a progressao e
desenvolvimento de tumores (RODRIGUEZ-BARRUECO et al., 2015; ZENG et al.,
2016; LIN et al., 2020; HEICHLER et al., 2020; WANG et al., 2023, ZHANG et al.,
2023).

Um estudo realizado por Li et al. (2024) com linhagens celulares de cancer
colorretal mostrou que o gene SYNCRIP esta relacionado ao aumento da proliferagcao
celular e a tumorigénese, o que pode estar relacionado por exemplo, com os aumentos
no indice de proliferacdo e numero de geracgdes e na migragao da linhagem MDA-MB-
231 exposta ao composto Pfoa, sendo que a exposicado ao Pfoa resultou em aumento
na expressao do gene SYNCRIP (LI et al., 2024).
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O composto Bp1 também provocou alteragdes significativas no indice de
proliferagdo e numero de geragdes, migracao e invasao das células MDA-MB-231.
Ainda, este composto levou a uma expressdo alta do gene RPS6, que esta
relacionado com a regulagéo da parada do ciclo celular, proliferagdo celular, migragao
e invasao celular, apoptose, reparo de danos ao DNA, transformacdo maligna e
tumorigénese (XU, XIONG e SUN, 2016; HIRASHITA et al., 2020; YI et al., 2021), o
que pode ter influenciado nas alteragdes observadas nos ensaios com a linhagem
MDA-MB-231.

Ainda, houve alteragdes na expressao do receptor de estrogénio 2. Muitas das
preocupagdes que permeiam 0 USO € exposigao a contaminantes quimicos atualmente
€ a capacidade que estes possuem de desregulagdo endocrina, principalmente em
tecidos responsivos a horménios. Compostos considerados desreguladores
endocrinos sdo capazes de "mimetizar” ou inibir agdes de hormdnios naturais, como
o estrogénio. Alguns compostos como bisfenol-A, organoclorados como o Mix,
compostos fluorados como o Pfoa e benzofenonas sdo compostos que apresentam
fortes atividades estrogénicas e afetam diversos processos fisiologicos em 6rgéos que
respondem ao estrogénio (LECOMTE et al. 2017).

Neste estudo, a exposigcdo aos compostos Pfoa, Bpa e Mtx aumentaram a
expressao do receptor de estrogénio beta (ESR2) nas células MDA-MB-231 (triplo
negativas) e MCF-7 (que sdo dependentes de horménio), o que é bastante relevante,
pois o receptor ESR2 pode afetar o crescimento tumoral e formagao de metastases
por meio de um aumento na proliferagdo, neovascularizagdo e angiogénese por
células endoteliais. Neste sentido, a regulacao do fator pré-angiogénico VEGF pode
representar uma das principais vias moleculares responsaveis pelo efeito angiogénico
de ESR2 durante o desenvolvimento e progressédo do cancer de mama (RAJORIA et
al. 2011; ARNAL et al. 2017).

O papel do receptor de estrogénio beta (ESR2) no céncer de mama é
controverso, uma vez que tanto fungdes proliferativas quanto antiproliferativas foram
descritas, o que pode ser explicado pela existéncia de diferentes isoformas do
receptor. No cancer de mama triplo negativo, o ERB esta presente em 15-30% das
amostras de tecido. Entre as isoformas, a mais bem estudada é a ERB1, que parece
inibir o crescimento e a metastase, enquanto a ERB2, associada a degradacéo do
ERa via proteassoma, estd correlacionada com caracteristicas agressivas e
recorréncia precoce do tumor (WIMBERLY et al., 2014; SELLITTO et al., 2020;
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MONACO et al., 2021; SHEN et al., 2023).

As isoformas ERB2, ERB4 e ERB5 podem formar dimeros com ER1,
modulando sua atividade transcricional e aumentando a sinalizagao hipdxica
(mecanismo esse que frequentemente € associado a progressao e a agressividade
tumoral, pois permite que as células cancerosas sobrevivam em ambientes com baixo
oxigénio), um fator relacionado a agressividade tumoral. Embora o papel do ERB na
sinalizagado de estrogénio ainda ndo seja completamente compreendido, variantes
truncadas como ERB2 e ER[35 estdo associadas a proliferacdo e migracao das ceélulas
triplo negativas, tornando-as alvos moleculares promissores para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas de precisao no tratamento do cancer triplo negativo
(WIMBERLY et al., 2014; SELLITTO et al., 2020; MONACO et al., 2021; SHEN et al.,
2023).

Pesquisadores argumentaram que o ERa n&o é o unico fator relevante no papel
do ERB no cancer de mama. Um estudo de 2022 mostrou o efeito do ER[3 dependente
de ligantes e observou que em células MCF-7 o ERp estimulou a proliferagao celular
(SONG et al., 2022), o que pode estar influenciando no aumento da proliferagao
destas células, e os aumentos da migracao, invasao e formagao de colénias nas MCF-
7 expostas aos contaminantes no presente estudo.

A formacao de col6nias depende principalmente da capacidade das células de
se estabelecer e sobreviver em baixa densidade, e proliferar (STEIL et al. 2022), o
qgue explica a relagao mutua dos resultados de formacao de colénias e de proliferagao
no nosso estudo. A linhagem nao tumoral ndo apresentou resultados sigficativos na
formacao de col6nias, o que pode estar associado, entre outros fatores, ao fato de
representarem células normais (ndo tumorais) imortalizadas que possuem um tempo
de duplicagdo prolongado e necessidade de muito mais ancoragem para se
estabelecer e proliferar. No presente estudo, empregou-se a proposta de Vandersickel
et al. (2011), que considera uma coldnia celular um grupamento de no minimo 50
células, o que requer um total de pelo menos 6 ciclos celulares (6 divisdes)
consecutivos a partir de uma unica célula para formar uma colénia.

Diante disso, dependendo do tipo de célula utilizada, pode haver uma demora
de varias semanas até que seja possivel avaliar a capacidade de formacao de
colonias, ndo somente os 6 dias do ensaio que foram realizados, e por mais que em
algumas concentragdes os compostos tenham alterarado o indice de proliferagéo

desta linhagem, nao foi suficiente para fazer com que a mesma formasse coldnias. O
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contrario péde ser observado na linhagem MDA-MB-231, que por ser mais agressiva,
acabou nao formando colbénias caracteristicas, e sim migrando bastante pela placa.
Esta linhagem apresentou aumentos significativos no ensaio de cristal violeta,
expressdo de genes relacionados com proliferagdo celular, migragcdo e invaséo
quando expostas aos contaminantes, e portanto, a agressividade da linhagem
aumentou. Diante disso, podemos dizer que, ou os 6 dias do ensaio de formacao de
colbnias representam muito tempo, pois as células desfazem as colonias e comegam
a migrar pela placa, ou devido ao fato do tempo ser curto, elas migrem logo apés as
divisoes.

Ja a linhagem MCF-7, como ndo possui a capacidade de migrar, acaba
estabelecendo-se na placa e formando colénias conforme as células proliferam. Como
os indices de proliferacdo desta linhagem foram alterados, alguns resultados do
ensaio inicial de cristal violeta e expressao génica também favorecem o aumento da
proliferagao destas células e maior capacidade de sobrevivéncia, refletindo no ensaio
de formacdo de colbnias. Um estudo realizado em 2023, mostrou que em uma
exposicao de 38 semanas ao composto Pfoa, as células desenvolveram colbnias
maiores e mais numerosas, além de aumentos significativos na expressao da proteina
c-MYC e do regulador do ciclo celular ciclina D1 (QU et al. 2023). Concentracdes
nanomolares dos compostos Mtx e Bpa também aumentaram a formagao de col6nias
da linhagem MCF-7 exposta por um periodo de 2 meses, além de aumentar a
expressao do gene STAT3 (NAIR et al., 2020).

Os dados apresentados neste estudo indicam que as exposicdes a
contaminantes quimicos, frequentemente presentes em produtos de uso cotidiano e
aos quais a populacdo humana esta exposta por diferentes vias, alteram o fendtipo
das células tumorais de mama das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231, além de
modificarem algumas caracteristicas da linhagem epitelial normal de mama MCF10-
A. Esses resultados ressaltam a importancia de investigar a agdo dos contaminantes
ambientais em tumores ja estabelecidos, considerando que a maioria dos estudos se
concentra no potencial carcinogénico desses compostos. Assim, a hipotese de que
esses contaminantes modulam o fenétipo tumoral foi confirmada pelos resultados
apresentados e discutidos. No entanto, sdo necessarios mais experimentos para
elucidar com maior precisao as vias envolvidas e os mecanismos dessas alteragdes.
Estudos futuros in vivo ou com cultura celular tridimensional (esferoides) seriam

valiosos para um entendimento mais aprofundado dessas mudancgas.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo revelou que a exposicdo de 24 horas e 15 dias aos
contaminantes emergentes (Pfoa, Bpa, Mtx e Bp1) que estdo muito presentes no
cotidiano da populagéo e que ja foram identificados em diferentes estratos (como solo
e agua) e ainda, detectados em amostras de sangue, leite, cordao umbilical, placenta
e urina humana, modulou o fendétipo de células de tumor de mama MCF-7 e MDA-MB-
231 tornando-as mais agressivas. Notavelmente, a expressao de genes relacionados
com a progressao tumoral, como proliferacédo (VEGFA, STAT3, RPS6, SYNCRIP) e
resisténcia a multiplas drogas (ABCG2), a proliferagdo celular, atividade de
transportadores envolvidos no efluxo de drogas, migragao, invasao celular e formagéo
de colbnias indicam que ha uma modulagao do fendtipo das células de tumor mamario.
Além disso, essa modulagao foi maior nas células ja muito agressivas (MDA-MB-231),
intermediaria nas células tumorais menos metastaticas e agressivas (MCF-7) e muito
menor nas células ndo tumorais (MCF-10A). Assim, em conjunto, estes dados
mostram que a exposig¢ao prolongada a contaminantes quimicos pode influenciar e
modular o fenétipo de malignidade tumoral, a progressao tumoral e ainda, dificultar o

tratamento quimioterapico, caso a mesma modulagéo ocorra in vivo.



104

CONSIDERAGOES FINAIS

Com o aumento da utilizacdo de contaminantes quimicos, a exposicdo aos
mesmos vem crescendo cada vez mais. Em sua maioria, os contaminantes quimicos
emergentes e poluentes organicos persistentes possuem um descarte incorreto e s&o
dificeis de detectar nas estagdes de tratamento de agua e esgoto. Com isso, muitos
destes contaminantes acabam entrando em contato com a populagdo humana por
diversas vias, ampliando as fontes de exposicdo humana. Os contaminantes quimicos
estudados neste trabalho ja foram detectados em concentragdes variaveis no sangue
humano, cordao umbilical, leite materno, placenta, urina, entre outros. Muitos
trabalhos estao relatando os efeitos da exposi¢cao a esses compostos na promogéao e
surgimento de tumores, no entanto, sdo poucos os trabalhos que analisam o
comportamento dos contaminantes em tumores ja estabelecidos.

No presente estudo, o papel dos contaminantes quimicos Pfoa, Bpa, Mtx e Bp1
na progressao do cancer de mama foi investigado. Os resultados obtidos e
apresentados mostram a capacidade destes compostos em modular o fenétipo das
células de linhagens tumorais MCF-7, MDA-MB-231 e da linhagem de epitélio normal
de mama MCF10-A na progress&o tumoral in vitro, alterando processos associados
com a malignidade tumoral, como aumento da proliferagcéo celular, invasao e migracao
das células, formacgao de coldnias e aumento nos ensaios de efluxo de drogas. Ainda
foi verificado que ocorre alteracbes na expressao de moléculas relacionadas ao
tratamento quimioterapico como ABCG2. A expressao de genes ainda mostrou
aumentos para ESR2, VEGFA, STAT3, RPS6 e SYNCRIP.

Portanto, os resultados observados revelam a possibilidade de efeitos adversos
referentes a exposigdo aos compostos Pfoa, Bpa, Mix e Bp1, no prognostico do
cancer, principalmente o cancer de mama. Diante do exposto, o presente estudo
reforca a necessidade de estudos sobre os efeitos de poluentes organicos
persistentes e contaminantes emergentes na progressao de tumores. Ainda, pelo fato
de muitos destes contaminantes ndo possuirem uma legislagdo que os limite, este
trabalho ressalta a importancia na fiscalizacdo e monitoramento das concentracoes
permitidas, com a finalidade de assegurar a saude da populagdo humana e minimizar
0s impactos no meio ambiente.

Em conjunto, os dados apresentados corroboram a hipotese de que a

exposi¢cao constante a esses contaminantes ambientais pode influenciar o fenétipo de
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malignidade tumoral e dificultar a resposta quimioterapica de pacientes com cancer
de mama. Embora muitas questbes ainda precisem ser elucidadas para uma
compreensao mais completa, os resultados dao suporte a uma linha de pesquisa
inovadora dentro de uma nova abordagem toxicologica, pois apontam varias questdes

que merecem ser investigadas.
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