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The 

world ain't all sunshine and rainbows. It's a very mean 

and nasty place and I don't care how tough you are it 

will beat you to your knees and keep you there 

permanently if you let it. You, me, or nobody is gonna 

hit as hard as life. But it ain´t about how hard you hit, It´s 

about how hard you can get hit and keep moving 

forward. How much you can take and keep moving 

forward. That´s how winning is done  

         (Sylvester Stallone  Rocky Balboa, 2006) 

 



RESUMO 

 

O TCDD e o BDE-209 são dois tipos de Poluentes Orgânicos Persistentes (POPs) 
amplamente utilizados em atividades industriais e estão comprovadamente relacionados 
a doenças. Esses compostos são dificilmente degradados no ambiente apresentam 
características de natureza lipofílica e sendo assim encontram-se presentes em diversos 
extratos ambientais, aumentando potencialmente o risco de exposição à populações 
humanas. O TCDD tem sido descrito como carcinogênico, características não ainda 
definida para o BDE-209, no entanto, os estudos sobre os efeitos dessas substâncias no 
desenvolvimento do câncer constitui uma nova abordagem no estudo da toxicidade dos 
POPs. O câncer é um dos principais problemas de saúde pública onde o câncer de pele é 
mais comum e o melanoma sua forma mais grave devido à sua capacidade metastática e 
rápida progressão. Nesse trabalho, foi utilizado o modelo experimental de células de 
melanoma murino nas linhagens B16F1 e B16F10 para avaliar o fenótipo dessas células 
após a exposição ao BDE-209 e ao TCDD. Nosso objetivo foi avaliar o papel desses POPs 
em células B16-F1 (menos agressivas) e células B16-F10 (mais agressivas) através da 
viabilidade celular, expressão de proteínas relacionadas a transição epitélio-mesenquimal 
(TEM) e expressão de genes relacionados a metastases. Para isso, as células foram 
expostas a diferentes concentrações (0,01nM/mL; 0,1nM/mL e 1,0nM/mL) pelo período 
de 24h (exposição aguda) e 15 dias (exposição crônica). Como resultado da análise de 
ultraestrutura observamos que a exposição ao BDE-209 induz a liberação de exossomos 
em células B16-F1 depois de 24h de exposição a concentração de 0,1nM. Os resultados 
também mostram que a exposição ao TCDD e ao BDE-209 não alteram a viabilidade, 
porém há uma evidente mudança de expressão de proteínas relacionadas a TEM 
principalmente quando expostas ao BDE-209. O resultado mais relevante no entanto, é a 
upregulation dos genes para as metaloproteínases e uma dowregulation dos genes de 
inibição dessas proteínas. Observando-se o perfil de expressão dos genes observamos que 
as células B16-F1 apresentam um perfil similar ao das células B16-F10 mais agressiva. 
O mesmo perfil foi observado para as proteínas relacionadas a TEM. Esses dados indicam 
fortemente que uma célula menos agressiva como B16-F1 adquire características 
fenotípicas semelhantes às encontradas em células mais agressivas como B16-F10. O 
TCDD apresenta essas mesmas características, no entanto, de forma menos evidente. O 
conjunto dos resultados mostram que células neoplásicas expostas ao BDE-209 não são 
afetadas pelos poluentes testados nesse estudo, mas apresentam alterações fenotípicas que 
modulam a expressão de moléculas mais comuns em células com um perfil mais 
metastático. 

 

Palavras Chaves: Dioxina, BDE-209,Metaloproteinases, transição epitélio mesenquimal 

(TEM), Melanoma, B16F1, B16-F10 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

TCDD and BDE-209 are two types of Persistent Organic Pollutants (POPs) widely 
used in industrial activities and are proven to be related to diseases. These compounds are 
hardly degraded in the environment, they have characteristics of a lipophilic nature and 
therefore are present in several environmental extracts, potentially increasing the risk of 
exposure to human populations. TCDD has been described as a carcinogen, 
characteristics not yet defined for BDE-209, however, studies on the effects of these 
substances on the development of cancer constitute a new approach in the study of POP 
toxicity. Cancer is one of the main public health problems where skin cancer is more 
common and melanoma its most severe form due to its metastatic capacity and rapid 
progression. In this work, the experimental model of murine melanoma cells in lines 
B16F1 and B16F10 was used to evaluate the phenotype of these cells after exposure to 
BDE-209 and TCDD. Our objective was to evaluate the role of these POPs in B16-F1 
cells (less aggressive) and B16-F10 cells (more aggressive) through cell viability, 
expression of proteins related to epithelial-mesenchymal transition (TEM) and expression 
of genes related to metastases . For this, the cells were exposed to different concentrations 
(0.01nM / mL; 0.1nM / mL and 1.0nM / mL) for a period of 24 hours (acute exposure) 
and 15 days (chronic exposure). As a result of the ultrastructure analysis, we observed 
that exposure to BDE-209 induces the release of exosomes in B16-F1 cells after 24h of 
exposure to 0.1nM concentration. The results also show that exposure to TCDD and BDE-
209 do not alter viability, however there is an evident change in the expression of TEM-
related proteins, especially when exposed to BDE-209. The most relevant result, 
however, is the upregulation of genes for metalloproteinases and a dowregulation of the 
genes for inhibiting these proteins. Observing the expression profile of the genes, we 
observed that the B16-F1 cells present a profile similar to that of the more aggressive 
B16-F10 cells. The same profile was observed for TEM-related proteins. These data 
strongly indicate that a less aggressive cell like B16-F1 acquires phenotypic 
characteristics similar to those found in more aggressive cells like B16-F10. The TCDD 
has these same characteristics, however, less clearly. The set of results show that 
neoplastic cells exposed to BDE-209 are not affected by the pollutants tested in this study, 
but show phenotypic changes that modulate the expression of more common molecules 
in cells with a more metastatic profile. 

Keywords: persistent organic pollutants (POPs), metalloproteinases, inhibitors, 
melanoma, B16F1, B16-F10 
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1 INTRODUÇÃO  

Começamos a apresentação deste trabalho falando da parte que mais me chamou 

atenção ao ter o primeiro contato com o assunto: o meio possuindo compostos capazes de 

potencializarem uma condição patológica, piorando uma condição. É como se o meio 

possuísse algo que poderia torná-lo um lugar que não oferece proteção, ele possui algo 

que exige que nós nos protejamos e assim, pensemos em um ambiente específico, longe 

desses compostos. Isolar o indivíduo do meio ambiente comum, pois ele é nocivo. É uma 

situação difícil, já que estamos cercados de compostos químicos, principalmente, se você 

vive em ambiente urbano.  

Segundo o que apresenta o pensamento hipocrático, que na Grécia antiga substituiu 

idéias míticas e irracionais por um pensamento racional da saúde  -  em 

que a natureza participa diretamente da saúde do indivíduo, sendo a enfermidade e o 

enfermo partes, existe uma necessidade de harmonia entre o indivíduo e o ambiente 

natural, pois as causas das doenças podem ser também ambientais. Já existia naquele 

tempo a ideia do ambiente influenciando a saúde do indíviduo (MAGALHAES, 2014; 

COLAO, 2016). 

A contaminação ambiental por compostos químicos é a consequência direta do 

rápido avanço da sociedade na busca por tecnologias de ponta, alimento e fortalecimentos 

das economias, acabando por representar um grande risco para o ambiente e para a saúde 

humana em diversas regiões do globo (RABITTO, 2010).  Transformar a natureza a seu 

favor é uma particularidade do homem e usamos essa capacidade com intuito de 

desenvolvimento e sobrevivência. Através desse uso e transformação, são criados 

produtos para todos os segmentos da sociedade, principalmente nos últimos 100 anos, e 

nesse sentido, a indústria química contribuiu muito para o desenvolvimento, aumentando 

exponencialmente a produção de novos compostos.  

Dentre os compostos provenientes das atividades antropogênicas estão diversas 

moléculas conhecidas por seus efeitos nocivos sobre a saúde humana, levando ao 

desenvolvimento de diversas doenças (BILA E DEZZOTI, 2007; AITKEN e LEWIS, 

2004). Pode-se pensar então que qualquer elemento presente no meio seria  um potencial 

risco para surgimento de doenças, dentre elas as neoplasias, popularmente conhecidas 

como câncers (BILA E DEZZOTI, 2007; AITKEN e LEWIS, 2004).  As causas do câncer 

são variadas podendo ser externas ou internas ao  organismo,  estando  ambas  inter-

relacionadas.  As  causas  externas relacionam-se ao meio ambiente e aos hábitos ou 



costumes próprios de um ambiente  social  e  cultural. De acordo com o que apresentaram 

McGuinn e colaboradores (2012), existem discrepâncias no relato da causa ambiental do 

câncer e os limites de inferência na interpretação das estimativas de risco atribuíveis ao 

ambiente. De forma muito lúcida esses pesquisadores concluem que em vez de chegar a 

um consenso sobre uma definição única para a relação entre a exposição ambiental a 

poluentes e o surgimento e progressão de neoplasias,  sugerem que o foco seja a 

transparência para quaisquer riscos ambientais atribuíveis, estabelecendo assim o que é 

que de fato que está no meio ambiente e é o responsável pela doença. 

Há um entendimento de que a poluição ambiental pode causar doenças e, segundo 

a Organização Mundial de Saúde,   a poluição do ar é responsável por cerca de 4,2 milhões 

de mortes por ano devido a derrames, doenças cardíacas, doenças respiratórias crônicas e 

câncer de pulmão. Mas não só a poluição atmosférica estamos expostos. Diversas outras 

formas de exposição seja via hídrica, alimentar ou dérmica são fontes significativas de 

absorção de poluentes presentes no meio ambiente. Nesse contexto, a gestão de águas 

quando realizada de forma inadequada em áreas urbanas, industriais e agrícolas é um fator 

a mais e interfere na saúde de milhões de pessoas, dado seu uso para consumo direto, para 

irrigação e para produção animal (WHO, 2020).  

 Além da exposição não intencional à substâncias provenientes da indústria e 

agricultura, em ambiente urbano, e principalmente, próximo a áreas industriais, há mais 

um agravante pela produção e deposição de resíduos ilegais, contendo produtos químicos 

perigosos como por exemplo metais como chumbo, mercúrio e resíduos de alumínio que 

já tiveram associação com maior risco de câncer gástrico (Di CIAULA et al., 2016; 

MOHANKUMAR et al.,  2016; STEINDOR et al.,  2016).  

Uma boa parte dos produtos utilizados hoje são produzidos e laçados no ambiente 

sem tratamento prévio, e infelizmente alguns destes compostos são altamente estáveis 

permanecendo no ambiente por muito tempo, resitindo à degradação química, física e 

biológica e portanto, conhecidos como Poluentes Orgânicos Persistentes (POPs). Os 

POPs são substâncias químicas que apresentam potencial de transporte a longa distância, 

alta persistência no ambiente, capacidade de biogmagnificação e interação com o sistema 

endócrino de organismos (USEPA, 2009; UNEP, 2013). Devido a sua estabilidade, são 

dispersados e transportados por longas distâncias pelas correntes marinhas, atmosféricas 

ou pelos próprios animais visto que são biocumulativos, isto é, podem se acumular em 

organismos vivos, fazendo com que, essas substâncias se movimentem pelos diferentes 



níveis tróficos da cadeia alimentar, até atingir o homem pelo alimento (NUNES et al., 

2018). Esses níveis de transferência são constantes ao longo da cadeia alimentar e podem 

nas populações humanas serem detectados no plasma, leite materno, ou mesmo no sangue 

do cordão umbilical (ESPOSITO et al.,2009; GIOVANNINI  et al., 2014; PULKRABOV 

et al., 2016). 

São classificados como POPs os bifenis policlorados (PCBs), os éteres difenílicos 

polibromados (PBDEs), pesticidas organoclorados como o DDT e os dioxinasedibenzo 

furanos policlorados (dioxinas), sendo esta última classe resultante do processo de 

incineração na indústria. Esses compostos são hidrofóbicos, por isso, é observado sua 

distribuição em compartimentos lipofílicos, com destaque para o tecido adiposo (LA 

MERRILL et al., 2013; LEONEL et al., 2014). Devido a ampla gama de POPs, este 

trabalho irá investigar a correlação entre os PBDEs e as dioxinas (TCDD) e o surgimento 

e progressão de neoplasias de pele. 

Os PBDEs constituem um importante grupo de retardantes de chamas utilizados 

em diversos produtos para reduzir os riscos de combustão e propagação de chamas. Eles 

têm sido massivamente produzidos e extensivamente utilizados em inúmeros produtos do 

cotidianos, como por exemplo dispositivos eletrônicos, mobília, espumas, plásticos e 

têxteis, o que proporciona um uma diminuição na flamabilidade e confere mais segurança 

aos consumidores caso estes produtos sofram combustão (BESIS; SAMARA, 2012; 

MCDONALD et al.,  2002; PING et al., 2011). Infelizmente, os PBDEs estão acumulados 

nos ambientes naturais devido ao seu volume de produção, uso generalizado e sua 

persistência ambiental, tornando-os contaminantes onipresentes, tóxicos e persistentes 

(HORRI et al., 2018; HU et al., 2010; WANG et al., 2007). Além disso, são encontrados 

em sedimentos, tecidos de mamíferos marinhos, peixes, ovos de pássaros e também em 

leite materno, soro e tecido adiposo humanos (DARNERUD et al., 2009). 

A exposição de organismos vivos aos PBDEs pode ser muito prejudicial, uma vez 

que há relatos de efeitos nocivos causados por alguns congêneres deste grupo. Os  

principais  efeitos  relatados  acerca  da  exposição  a  estes  compostos  são  a desregulação  

endócrina  (DEODATI  et  al.,  2016),  a  hepatotoxicidade  (COWENS  et al.,  2015),  as  

alterações  imunológicas  (Liu  et  al.,  2015)  e  a  neurotoxicidade (CHEVRIER et al., 

2016). Estes efeitos tóxicos podem ocorrer devido à capacidade de alguns PBDEs 

causarem um aumento da concentração de espécies reativas de oxigênio dentro das 

células, como visualizado por Hu e colaboradores (2009) com o BDE-47  e  por  Souza  



e  colaboradores  (2013)  com  o  BDE-99,  e  cujos  trabalhos correlacionaram  este  

aumento  nas  espécies  reativas  de  oxigênio  com  a  morte celular observada após o 

tratamento com estes compostos.  Um  estudo  realizado  entre  2002  e  2003  com  157  

mulheres  australianas investigou a presença de PBDEs no leite materno. Em todas as 

amostras estudadas foram encontrados diferentes congêneres, (TOMS  et  al.,  2007).  

Esta  presença  de  PBDEs  em  leite  materno  é  muito preocupante,  pois  no  trabalho  

de  Koenig  e  colaboradores  (2012)  com  roedores,  eles confirmaram  que  a  exposição  

perinatal  ao  BDE-47  através  da  lactação  pode  ter consequências neurológias e 

representar um risco enorme para o desenvolvimento.  

As dioxinas são compostos químicos aromáticos tricíclicos, de função éter e 

estrutura parcialmente plana, constituindo subprodutos indesejáveis exclusivos das 

atividades antropogênicas sem nenhum outro propósito. Sua formação acontece em 

processos térmicos com temperaturas entre 200 e 400º.C, envolvendo o cloro. São 

provenientes de processos metalúrgicos e siderúrgicos, indústria de celulose e de papel, 

produção de produtos clorados e queima de combustíveis (FIEDLER, 2006). As dioxinas 

causam uma série de efeitos, alguns dos quais, espécie dependentes. A dioxina (2,3,7,8-

TCDD) é freqüentemente descrita como a substância química mais tóxica já produzida 

pelo homem, devido a sua baixa dose letal (DL-50), de 1 µg/Kg de massa corporal para 

cobaias, podendo ser somente comparada à potência tóxica de algumas toxinas de 

bactérias (MCCONNELL et al., 1978), Diversos estudos têm sido publicados sobre a 

toxicidade das dioxinas para o sistema endócrino e reprodutivo, mas pouco ainda se sabe 

sobre a relação destes poluentes com o câncer. O principal efeito associado à toxidade da 

dioxina tem sido a cloracne que ocorre tanto pela exposição dérmica quanto sistêmica. A 

cloracne está relacionada à resposta à altas doses, sendo um indicador de exposição aguda 

à dioxina em seres humanos. Outros sintomas foram também observados após exposição 

intensa como alguns tipos específicos de câncer, concentrações aumentadas de colesterol 

e de triglicerídeos, hiperpigmentação da pele, dor de cabeça e dor muscular, desordens 

no aparelho digestivo, debilidade do estado geral de saúde (inapetência, fraqueza, perda 

de peso), neuropatias, perda da libido e desordens sensoriais (FINGERHUT et al., 1991; 

PEPER et al., 1993).  

 Após esse entendimento de que compostos presentes no ambiente podem causar 

doenças, é importante uma melhor classificação do seu potencial tóxico e o risco de 

exposição tanto para biota como para as populações humanas. No entanto, os estudos têm 

focado nesses aspectos e a possibilidade dessas substâncias interferirem com o tratamento 



de doenças conhecidas não tem sido abordada. Esse é portanto, o foco principal de uma 

linha de pesquisa que começou no Laboratório de Toxicologia Celular há 

aproximadamente 10 anos. Alguns trabalhos já foram realizados com estudos tanto in 

vitro como in vivo, e os dados obtidos até hoje deixam claro que alguns poluentes podem 

sim interferir com o prognóstico de doenças imporantes como o câncer.  

 O desenvolvimento da sociedade, aumento das áreas urbanas e a maneira como o 

homem tem utilizados seus recursos naturais em prol do desenvolvimento e do acúmulo 

de riquezas e poder está relacionado com o aumento dos casos de cânceres (FIDLER et 

al., 2018). O ambiente urbano aumenta a acessibilidade do indivíduo a essas moléculas e 

consequentemente contribui para a exposição e dispersão dos poluentes. Boa parte da 

população mundial vive atualmente em áreas urbanas e estima-se que em 2100, 90% da 

população esteja em ambiente urbano (WRAY; MINAKER, 2019). Considerando esta 

projeção estima-se  um contato cada vez maior com moléculas tóxicas, principalmente 

através de uma exposição crônica.  

Câncer é o nome dado a um conjunto de doenças que têm  em  comum  o  

crescimento  desordenado  de  células mutadas  que  invadem  os tecidos  e  órgãos 

adjacentes e  que pode  espalhar-se  para  outras  regiões  do  corpo através da circulação 

linfática e sanguínea. Quando  estas  células  se  dividem  rapidamente,  tendem  a  ser  

muito agressivas  e  incontroláveis,  determinando  a  formação  de  tumores, que são 

estruturas sólidas.  Os tumores  podem  ser  benignos  ou  malignos.  Os  benignos  ficam  

restritos  a uma  área  localizada  que,  tratados,  geralmente  não  causam  grandes 

problemas. Os malignos podem se espalhar e, se desmembrados do tumor original, podem 

formar novos tumores chamados metástases (SPEECHLEY e ROSENFIELD, 2000). 

Embora  classicamente  considerada  uma  doença  decorrente  do envelhecimento,  é  

possível  observar  que  nas  faixas  etárias  menores  as  neoplasias  já  são  considerável  

causa  de  morte.  Neste contexto devemos considerar que  a exposição  a  fatores  

ambientais  e  genética  são  relevantes no desenvolvimento e progressão neoplásica. 

Segundo o INCA (2008), de todos os casos,  cerca de 80% dos cânceres estão associados 

a fatores ambientais. Entende-se por ambiente, o meio em geral (água, terra e ar), o 

ambiente ocupacional (indústrias  químicas  e  afins),  o  ambiente  de  consumo  

(alimentos, medicamentos)  e  o  ambiente  social  e  cultural  (estilo  e  hábitos  de  vida).  

 O tipo de câncer mais comum em todo o mundo é o câncer de pele e sua incidência 

cresce ano após ano. O câncer de pele se divide em subtipos: carcinoma espinocelular, 



carcinoma basocelular e melanoma, sendo este último o tipo mais grave, com maior 

incidência de mestástase e pior prognóstico. Os tipos não melanoma são menos letais e 

mais frequentes, chegando a 90% dos cânceres de pele (MESQUITA et al., 2020). Há na 

literatura inúmeras informações sobre outros compostos químicos provocando doenças e 

com potencial carcinogênico. Faz-se necessário, no entanto, uma melhor compreensão do 

risco de exposição a esses compostos dentro de um aspecto ainda não muito estudado, 

que é a capacidade desses compostos interferirem no fenótipo de células tumorais 

tornando-as mais agressivas e metastáticas. Se isso for observado será este um dos poucos 

indícios de que estes POPs aqui estudados (BDE-209 e TCDD) são capazes de 

potencializar o melanoma (Figura 1). 

 

FIGURA 1 - ESQUEMA DEMONSTRANDO A HIPÓTESE A SER TESTADA DE 

QUE APÓS A EXPOSIÇÃO AOS CONTAMINANTES ESTUDADOS OCORRE UM 

AUMENTO DA AGRESSIVIDADE DE CÉLULAS DO MELANOMA B16-F1 E B16-

F10. 

 

  
 

FONTE: O autor (2021). 

  



2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Atualmente vivemos um paradigma: cada vez mais precisamos de tecnologia, seja 

para o conforto humano ou para o progresso da sociedade e cada vez mais precisamos 

dos recursos naturais que o ambiente nos oferece. Nessa corrida pelo desenvolvimento 

tecnológico,  a cada dia geramos resíduos que são depositados, intencional ou não 

intencionalmente no ambiente, degradando seus recursos. Ou seja, quanto mais 

precisamos dos recursos ambientais para nos desenvolvermos enquanto sociedade, mais 

degradamos estes recursos, muitas vezes de forma irracional e inconsciente. Além da 

degradação e consumo dos recursos  ambientais, o desenvolvimento humano gera 

resíduos que são constantemtne depositados no ambiente, degradando ainda mais o meio 

em que vivemos.  

De acordo com a Associação Brasileira de Empresas de Tratamento, Recuperação 

e Disposição de Resíduos Especiais (ABETRE), dos 2,9 milhões de toneladas de resíduos 

industriais perigosos gerados anualmente no Brasil, somente 600 mil toneladas recebem 

tratamento adequado (coprocessamento, incineração, aterro classe I). Os 78% restantes 

são depositados indevidamente em lixões, sem qualquer tipo de tratamento 

(NASCIMENTO; CRUZ, 2015), representanto um risco enorme de exposição humana 

direta ou indireta, pela contaminação do solo e da água. 

 Os Poluentes Orgânicos Persistentes (POPs), reúnem um grandioso número de 

substâncias químicas que são de grande preocupação devido à sua persistência, 

bioacumulação e toxicidade. Por volta dos anos 70, os pesquisadores sugeriram pela 

primeira vez, que os POPs têm a capacidade de se dispersar através das correntes 

marítimas e atmosféricas. Além disso, dada a sua propensão para o transporte de longo 

alcance, eles são distribuídos globalmente em vários ambientes em todo o mundo (RIGÉT 

et al., 2016). 

 Como forma de combate a este problema, a Convenção Global de Estocolmo 

sobre POP,s realizada em 2001, que entrou em vigor em maio de 2004, apresentou 

instrumentos que incluem produtos químicos e o controle para evitar a disseminação dos 

POPs no ambiente. Ficou  estabelecido  nessa  convenção  que  os países potencialmente 

poluidores deveriam adotar medidas de controle relacionadas a todas as etapas do ciclo 

de produção, importação, exportação, disposição e uso, das substâncias classificadas 

como POPs (UNEP, 2009). Medidas como a proibição ou severa restrição da produção e 



uso dos POPs intencionalmente, restrições a exportação e importação, disposições sobre 

o descarte e redução das emissões estão entre outros mecanismos de controle 

apresentados (UNIÃO EUROPEIA, 2004). 

 No Brasil houve um trabalho de implementação das resoluções discutidas e 

aprovadas na convenção de Estocolmo, uma vez que, como país signatário, deve realizar 

a aplicação das obrigações estabelecidas e cumprir os compromissos assumidos no 

âmbito do tratado. A primeira etapa do projeto de implementação foi realizada com o 

seminário inicial na Companhia Ambiental do estado de São Paulo (CETESB) em São 

Paulo, nos dias 23, 24 e 25 de Março de 2010 (CETESB, 2021). Mesmo assim, embora 

regulamentados quanto à produção, uso ou descarte,  os POPs continuam presentes no 

ambiente e os efeitos da exposição a estes xenobióticos não são completamente 

conhecidos. Insere-se nesse contexto a classe dos éteres de difenil polibromados 

(PBDEs), das policloradas (PCBs), das dioxinas e outros compostos comprovadamente 

tóxicos, os quais constituem hoje um desafio ambiental e de saúde pública a elaboração 

do risco de exposição (BRAUNE et al., 2005). 

 O atual aumento da demanda por novos produtos industrializados é necessário, 

mas também bastante preocupante pois, lança grandes quantidades de substâncias 

químicas nos ambientes naturais. Dentre essa diversidade de moléculas liberadas, o BDE-

209, que pertence a classe dos PBDEs, e o TCDD, que pertence à classe das dioxinas 

(ambos POPs estudados neste trabalho), apresentam estabilidade, são encontrados nos 

ambientes naturais e são considerados um desafio ambiental para o futuro (ALMEIDA et 

al., 2007; BRAUNE et al., 2005).  

 O BDE-209 é liberado facilmente na natureza, sendo detectado no ar, em 

ambientes abertos e fechados, solo, água e animais (aves, peixes, mamíferos marinhos e 

outros mamíferos). O TCDD, produto da combustão de resíduos (como incineradores 

municipais) e do processamento industrial, é encontrado no ambiente e é considerado, 

junto com o BDE-209, contaminante ambiental tóxico, persistente e onipresente. Por 

serem estáveis, lipofílicos e biocumulativos, esses compostos são alvos de grande 

preocupação mundial por parte dos toxicologistas, uma vez que vão continuamente se 

depositando e dispersando no ambiente e a sua presença nos diferentes extratos 

ambientais é uma realidade conteporânea e de risco global para biota e populações 

humanas (FIORITO et al., 2017; PESATORI et al., 2009). 



 Estudos realizados no Japão descrevem um aumento do nível de bioacumulação 

de PBDEs em tecido adiposo em populações humanas, onde os valores quantitativos de 

congêneres de PBDE relatados em 2003 e 2004, foram relativamente mais elevados que 

os encontrados no ano de 2000 (KUNISUE et al., 2007). Quanto ao potencial tóxico dos 

PBDEs, estes compostos podem agir como hepatotóxicos, provocar alterações 

imunológicas, neurotoxicidade, distúrbios endócrinos bem como podem promover o 

desenvolvimento de câncer, embora não esteja completamente esclarecido o mecanismo 

pelo qual este fenômeno ocorre (HOFFMAN et al., 2017; ZHOU et al., 2001). De acordo 

com estudos realizados por Hooper e McDonald (2000), a população humana é exposta 

aos PBDEs através da ingestão de alimentos que contenham alto teor de gordura, visto 

que esses compostos presentes no ar, água, solo e sedimento, podem ser bioacumulados 

através da cadeia trófica, num processo conhecido como biomagnificação. Neste processo 

os poluentes lipofílicos se acumulam no tecido adiposo dos animais, sendo que a sua 

concentração aumenta ao longo dos diferentes níveis tróficos. 

Do total de 210 dioxinas conhecidas, apenas 17 compostos apresentam 

importância em relação à toxicidade, sendo tóxicas as substâncias com átomos de cloro 

nas posições  2,3,7,8; entre  os  quais  destaca-se a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina 

(2,3,7,8-TetraCDD ou TCDD) com a toxicidade aguda mais elevada.  Pesquisas   têm   

mostrado   que   a   exposição   de   animais   ao TCDD produz   efeitos   carcinógenos   

em   diversos   pontos   do   organismo   e   estudos epidemiológicos em saúde ocupacional 

indicam que estes compostos também são carcinógenos em humanos (WHO, 2016).  A 

exposição humana às dioxinas ocorrem por meio de concentrações traço no ambiente, 

exceto em contaminações acidentais. Elas encontram-se em baixa quantidade no ar e são 

pouco solúveis em água, mas assim como os PBDEs, são lipossolúveis e sofrem 

bioacumulação e biomagnificação. Cerca de 90% da exposição da população humana a 

estes compostos ocorrem por meio da alimentação de origem animal, como peixe, carne 

bovina e leite que pode conter grandes quantidades destes poluentes armazenadas em seu 

tecido adiposo (WHO, 2016).  

  

2.1 BDE-209 

 

A bromação, na síntese de PBDEs, é conduzida pela adição subsequente de bromo 

em posições específicas na molécula, formando assim diferentes outros congêneres até a 



formação do 2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-decabromodifenil éter, chamado também de BDE-209 

(Figura 2) ou decabromado  (ZHANG; BUEKENS; LI, 2016). 

 

FIGURA 2 -  ESTRUTURA MOLECULAR DO BDE-209. 

       

FONTE: Wikipedia 2021 

 

 O desenvolvimento de retardantes de chama, especialmente os bromados, é um 

reflexo do uso de sistema de queima na indústria tanto para o desenvolvimento e 

transformação de elementos, quanto para construção de ferramentas, peças e por fim, 

incineração de resíduos (NASCIMENTO; CRUZ, 2015). O BDE-209 é utilizado pelas 

industrias em larga escala, principalmente para a produção de produtos e componentes 

eletrônicos onde são adicionados a esses, principalmente nas estruturas inflamáveis para 

que funcionem como retardantes de chamas, ou seja que tornem a combustão mais lenta. 

Por esse motivo, esse composto polibromado é bastante encontrado em amostra coletadas 

em área com grande atividade industrial e/ou com descarte de lixos (CHEN et al., 2012; 

HARDY et al., 2002; KIERKEGAARD; SELLSTRÖM; MCLACHLAN, 2009).  

 Semelhante aos demais PBDEs, o BDE-209, é capaz de se acumular nos tecidos 

de organismos vivos e é ampliado nos níveis tróficos mais altos da cadeia alimentar, 

apresentando efeitos bastante adversos para os organismos que são expostos, incluindo 

as populações humanas. Em sedimentos marinhos, por exemplo, o BDE-209 é encontrado 

no pescado e frutos do mar, sendo o consumo desses animais é uma importante via de 

exposição para populações humanas (MANUGUERRA et al., 2019; YU; HAN; LIU, 

2019). 



 Estudos recentes de Manuguerra e colaborares (2019) mostram que o BDE-209 

causa extresse oxidativo em tecidos alvos demonstrando seu potencial citotóxico, bem 

como altera a resposta endócrina da tireóide em peixes e mamíferos. Outros congeneres 

do PBDEs são capazes ainda de afetar o comportamento, crescimento, sistema 

reprodutivo e funções hepáticas e renais, ou mesmo o sistema imunológico de peixes. 

Esse composto é portanto, capaz de alterar a homeostasia dos organismos vivos e se 

apresentam com a causa de algumas doenças, pelas suas propriedades citotóxicas, 

neurotóxicas e carcinogenicidade (ABDALLAH e HARRAD, 2014). Na China, alguns 

estudos com exposição humana ao BDE-209, descrevem a detecção do composto no leite 

materno, cabelo, soro sanguíneo, sangue do cordão umbilical e placenta (HU et al., 2007; 

MANUGUERRA et al., 2019; ZHANG; LIU; CHEN, 2010; ZHI et al., 2019). Esses 

dados são extremamente preocupantes pois revelam a exposição humana já ocorre nos 

primeiros estágios de desenvolvimento e acompanha o indivíduo em todo o 

desenvolvimento do seu ciclo de vida. 

 

2.2 TCDD 

 Além dos PBDEs acima apresentados, outros produtosque  também são 

produzidos com as atividades industriais e considerado nesse estudo, são as dioxinas. As 

dioxinas constituem uma classe de compostos químicos organoclorados com 210 

congêneres, sendo que apenas 17 são comprovadamente tóxicos, com destaque ao TCDD 

um dos mais estudados. A molécula de TCDD (Figura 3) com seus quatro átomos de cloro 

é um subproduto de processos industriais como a fabricação de pesticidas, branqueamento 

de celulose e papel e a incineração de plástico e resíduos hospitalares. Esses 

procedimentos aumentam  a exposição humana a esta molécula, pois o TCDD pode ser 

inalado, absorvido pela pele e ingerido por meio de água contaminada, além de estar 

presente em alimentos ricos em gordura como leite queijos, carnes e até mesmo no leite 

materno (FOSTER et a., 2010).  

 

 

 

 



FIGURA 3 - MOLÉCULA DE TCDD (2,3,7,8-TETRACLORODIBENZO-P-

DIOXINA). 

 

FONTE: Wikipedia (2021). 

 

 O composto TCDD é o membro mais tóxico da família das dioxinas e representa 

um contaminante ambiental presente em praticamente todos os ambientes naturais ou 

urbanos e industriais (PESATORI et al., 2009). A produção das dioxinas pode se dar 

através de subprodutos de diversas reações químicas, principalmente na produção de 

pesticidas, ou de atividades industriais. Além disso, esse composto pode ser liberado 

através de eventos naturais como erupções vulcânicas e incêndios florestais 

(ASSUNCAO; PESQUERO, 1999). Segundo Xu e colaboradores (2018), de uma 

maneira geral, na toxicidade do TCDD se destacam as alterações no desenvolvimento e 

reprodução, teratogenicidade, imunotoxicidade e carcinogenicidade, além de uma série 

de efeitos toxicológicos neurais. 

 Quando essas moléculas são halogenadas em posições laterais específicas, elas 

assumem uma conformação planar e são capazes de se ligar a um receptor específico no 

citoplasma de células conhecido como receptor de hidrocarboneto de arila (AhR). Entre 

os ligantes de AhR, o TCDD é particularmente tóxico porque é resistente à degradação 

metabólica e, assim, induz a ativação prolongada destes receptores alterando a expressão 

gênica. Como o TCDD atua através de um mecanismo baseado em receptores, a potência 

desses produtos químicos para induzir toxicidade é muito alta em relação a muitos outros 

xenobióticos. Os principais alvos desse contaminante são os sistemas reprodutivo, 

imunológico (MARANGHI et al., 2013) e endócrino, sendo que neste último o TCDD é 

reconhecido por afetar a função, fisiologia e  morfologia da tireoide, tanto em animais 

adultos quanto em humanos. No entanto, a toxicidade do TCDD tem grandes diferenças 

interespecíficas, onde depende diretamente de estruturas e funções de AhR das espécies 

(WANG et al., 2013; YOSHIOKA; PETERSON; TOHYAMA, 2011). 



Esse composto policlorado apresenta uma meia-vida longa em seres humanos, 

sendo associada a uma série de efeitos na saúde. Uma pesquisa transversal entre 245 ex-

funcionários de uma fábrica de pesticidas expostos ao TCDD na Nova Zelândia, detectou 

a contaminação por TCDD foi associada a um risco aumentado de diabetes e uma 

variedade de respostas subclínicas em sistemas múltiplos (sistema nervoso periférico, 

sistema imunológico, hormônios tireoidianos e metabolismo lipídico) (MANNETJE et 

al., 2018). Estudos experimentais com animais em laboratório (Mus musculus) expostos 

ao TCDD mostraram o grande potencial tóxico desse produto para os mamíferos, 

incluindo teratogenicidade, toxidade reprodutiva, disfunção immune, carcinogenicidade 

e transtornos neurocomportamentais (FUJISAWA et al., 2018). Esses dados mostram que 

as populações humanas estão expostas ao TCDD, o qual se mostra biodisponível e capaz 

de afetar a saúde humana com danos adversos e difíceis de serem mensurados, dada a 

complexidade tanto da exposição como dos efeitos. 

 O Brasil é um país com um parque industrial desenvolvido em algumas regiões e 

em desenvolvimento em outras, mas embora nos deparemos com uma legislação 

reconhecidamente forte, falta estrutura que a aplique e monitore adequadamente o manejo 

de resíduos industriais, urbanos e agrícolas. Isso é uma preocupação constante do ponto 

de vista ambiental e de saúde pública, visto que ainda faltam dados sobre o risco de 

exposição aos vários poluentes, bem como faltam estudos sobre o prognóstico desses 

compostos em células doenças como o câncer. 

 

2.3 O MELANOMA COMO MODELO DE ESTUDO 

 O fato do BDE-209 bem como do TCDD apresentarem uma distribuição 

ambiental diversificada e em concentrações relativamente altas, possibilita uma 

exposição diária e constante à população humana. Embora o potencial tóxico dessas 

moléculas seja já relativamente bem descrito, há poucos dados na literatura que 

relacionem essas substâncias com alterações fenotípicas em células tumorais, 

favorecendo sua malignidade pelo aumento da invasidade. Dessa forma, com base na 

literatura e resultados prévios do Grupo de Pesquisa em Toxicologia celular, esse estudo 

avaliou se a exposição in vitro ao BDE-209 e TCDD presentes no meio seria capaz de 

interferir com o desenvolvimento do melanoma, tornando suas células mais agressivas e, 

portanto, mais metastáticas. 



Câncer é um termo que abrange mais de 100 diferentes tipos de doenças malignas 

que têm em comum o crescimento desordenado de células, que podem invadir tecidos 

adjacentes ou órgãos a distância. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser 

muito agressivas e incontroláveis, determinando a formação de tumores, que podem 

espalhar-se para outras regiões do corpo em um processo conhecido como metástase. Os 

diversos tips de câncerres se diferenciam  pelo tipo celular que os origina, pela velocidade 

de multiplicação das células e a capacidade de invadir tecidos e órgãos vizinhos ou 

distantes. 

O melanoma cutâneo é um tumor melanocítico  cuja incidência e  mortalidade 

estão em ascensão em todo o mundo. É um dos cânceres mais comuns  em adultos jovens  

e  a  morte  ocorre  numa  idade  mais  precoce  do  que  por  qualquer  outra malignidade, 

representando um problema substancial de saúde pública. O prognóstico dos pacientes 

com melanoma depende do estadio do tumor à época do diagnóstico e é  normalmente  

baseado  no  microestadiamento  e  na  avaliação  clínico  -  radiológica para metástases 

(DADRAS et al., 2005).   

No presente estudo foi utilizado o modelo experimental de células de melanoma 

murino, nas linhasgens B16-F1 e B16-F10 (Figura 4) adquiridas no BCRJ (Banco de 

Células do Rio de Janeiro). Essas células são originadas de células epiteliais da espécie 

Mus musculus as quais apresentam características de células aderentes, fusiformes e 

também capazes de produzir melanina in vitro (BCRJ, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



FIGURA 4 - CÉLULAS B16F1 DE MELANOMA MURINO. 

 

LEGENDA: Células de B16F1, cultivadas por 48h, em meio DMEM, com confluência de 50%. 

FONTE: O autor (2018). 

 

Esta linhagem de melanócitos surgiu de um tumor atrás da orelha de camundongo 

C57BL em 1954 no laboratório Jackson nos EUA. Essas células foram isoladas e 

mantidas em cultivo e chamadas de B16-F0. As B16F0 foram então  injetadas em outros 

camundongos singênicos e metástases pulmonares deram origem as células B16-F1. Com 

novas injeções destas células B16-F1, sucessivas gerações foram criadas chegando até a 

linhagem B16-F10 (FIDLER et al., 1975; NAKAMURA et al., 2002). 

 A linhagem B16 é descrita como um bom modelo para estudos de melanoma 

humano, enquanto as células de melanócitos murinho da linhagem B16-F1 são 

amplamente empregadas nos estudos da doença de melanoma tanto in vitro como in vivo 

(OVERWIJK; RESTIFO, 2001; BRITO et al., 2020).  



A variante mais comumente utilizada é a B16-F10, que é altamente agressiva e 

com um poder de metástase de um local subcutâneo primário para os pulmões, além de 

colonizar preferencialmente os pulmões após injeção intravenosa caudal em estudos in 

vivo com Mus musculus. A linha parental é denominada B16-F1 mas existem outras 

variantes como a B16-F0 pouco metastática e a B16-F10 mais agressivas em relação as 

B16-F1 por apresentarem maior taxa de proliferação, e maior comportamento metastático 

mas, são geneticamente menos estáveis que as B16-F1. 

O Laboratório de Toxicologia Celular já possui os protocolos para o cultivo deste 

tipo celular, os quais vêm sendo empregados recentemente para o estudo de citotoxicidade 

de outras moléculas como pesticidas, herbicidas e nanopartículas metálicas, bem como 

seu papel na alteração da malignidade deste tipo celular. Nesse contexto, os 

contaminantes ambientais estudados neste trabalho, BDE-209 e TCDD, são interessantes 

do ponto de vista de toxicidade humana, visto que já foram detectados em estudos com 

essas populações em diferentes regiões do planeta. Constituem nesse estudo uma nova 

abordagem na avaliação toxicológica desse tipo de moléculas, trazendo de forma 

inovadora novos elementos para se discutir o risco de exposição aos poluentes orgânicos 

persistentes (POPs) em populações humanas. 

 

2.4 EXPRESSÃO GÊNICA E MELANOMA: GENES ESTUDADOS 

No presente estudo, com o intuito de conhecer a resposta celular após a exposição 

ao TCDD e ao BDE-209, foram escolhidos como alvos moleculares para avaliar 

alterações na expressão de oito genes relacionados a progressão tumoral (MMP2, MMP9, 

MMP14, PGK1, TIMP1, TIMP2, TIMP3 e RECK). Como controle endógeno a beta-

actina foi utilizada. 

As MMPs são endopeptidases contendo zinco com uma ampla gama de 

especificidades de substratos. Elas são responsáveis pela degradação de proteínas da 

matriz extracelular (ECM), como colágeno, fibronectina, elastina e proteoglicanos, 

desempenham um papel crucial na carcinogênese, regulando / afetando vários processos 

relacionados à progressão do tumor, incluindo a instituição do tumor, crescimento, 

angiogênese e metástase (PITTAYAPRUEK et al., 2016). 

Foram identificados 28 diferentes tipos de MMPs que desempenham papéis 

importantes em processos fisiológicos e patológicos como por exemplo, cicatrização de 

feridas, remodelamento esquelético, na inflamação, angiogênese e câncer. Além disso, as 



MMPs também atuam sobre substratos importantes como fatores de crescimento, 

citocinas e quimosinas, moléculas de adesão celular e muitos outros tipos de receptores e 

glicoproteínas residentes na superfície celular. Estas moléculas despertam nosso  

interesse pois, além dos processos fisiológicos aqui apresentados de manutenção e 

remodelamento do microambiente tecidual, estão envolvidas no crescimento e expansão 

de tumores benignos, metástases e diversos tipos de câncer, além de influenciarem na 

angiogênese (HOFMANN et al., 2000; SBARDELLA D., et al.,2012 YADAV et al., 

2014). 

Nesse estudo selecionamos três diferentes tipos de MMPs: duas gelatinases 

(MMP-2 e MMP-9) e uma MMP de membrana (MMP-14 ou MT-1MMP) que interagem 

entre si e influenciam seus comportamentos recíprocos. A invasão de células neoplásicas 

melanocíticas para o microambiente circundante, localmente e a uma distância do tumor 

primário, é facilitada pela expressão de proteases que degradam a matriz extracelular 

(FRANK et al., 2012). As MMP2 e MMP9 são classificadas como gelatinases, ambas 

degradam o colágeno tipo I e IV e na carcinogênese atuam tanto na invasão tumoral 

quanto na angiogênese. A MMP14 é uma metaloproteinases de membrana, tem como 

função a ativar a MMP2 e está intimamente relacionada com invasão do tumor no 

melanoma, bem como com a angiogênese (SBARDELLA et al., 2012). 

Existe um papel fundamental da MMP14 no crescimento e progressão do 

melanoma, que é promover a invasão e migração por meio da ativação de MMP2 e 

RAC1; inibir a proteína supressora de tumor SPRY4; promover o crescimento de células 

de melanoma por meio da clivagem e ativação de Notch1. Dada a multiplicidade de 

funções que o MMP14 modula no melanoma e o fato de estar localizado na membrana 

plasmática, pode ser um alvo ideal para intervenção terapêutica (MARUSAK et al., 

2016). 

A maioria das MMPs é convertida para atividade proteolítica por meio de vários 

processos regulatórios, que ocorrem a nível transcricional, traducional e pós traducional 

(HUNTLEY et al., 2012). A ativação enzimática requer a remoção do domínio pró-

peptídeo por meio da degradação por proteases, sua atividade pode ainda ser regulada por 

-macroglobulina, citocinas, 

hormônios, fatores de crescimento e por seus inibidores teciduais específicos (TIMPs - 

Tissue Inhibitors of Metalloproteinases). 



A atividade das Metaloproteinases é modulada por uma família de TIMPs que 

ocorrem fisiologicamente. Até o momento, quatro membros diferentes estruturalmente 

relacionados (TIMP-1 a TIMP-4) foram caracterizados e inibem MMPs ativos pela 

ligação ao seu domínio catalítico. TIMP-1 e a TIMP-2 regulam a ativação de alguns 

proMMPs pela ligação ao domínio semelhante à hemopexina terminal COOH. O TIMP-

1 inibe a ativação do proMMP-9, enquanto o TIMP-2 se liga e regula a ativação do 

proMMP-2. Em baixas concentrações, o TIMP-2 promove a formação de um complexo 

com proMMP-2 e MT1-MMP na superfície celular, levando à ativação de MMP-

2. Assim, baixas concentrações de TIMP-2 promovem o processamento de MMP-2 para 

sua forma proteoliticamente ativa, mas altas concentrações de TIMP-2 inibem a ativação 

de MMP-2.  Desta forma estas duas TIMPs impedem que os precursores de MMPs sejam 

ativados, inibindo os processos de progressão tumoral relacionados a estas 

metaloproteinases; quanto maior a expressão das TIMPs, menor a chance de metástases 

ocorrerem e portanto melhor o prognóstico do melanoma. O inverso também é 

verdadeiro: quanto menor o nível de TIMPs, maior a progressão metastática e pior o 

prognóstico dos melanomas. Desta forma o equilíbrio entre os níveis de MMP ativado e 

inibidores livres parece ser crítico para a atividade de MMP (HOFMANN et al., 2000). 

Os TIMPs exibem atividades anti-metastásicas ao inibir a angiogênese dependente 

de MMP. O TIMP3 afeta a angiogênese por meio da regulação direta da atividade do 

receptor-2 do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR2) e da inibição dos efeitos 

mitogênicos do VEGF-A, enquanto os efeitos do TIMP2 são mais complexos, pois inibe 

o crescimento das células endoteliais e a migração destas células. A migração das células 

endoteliais é realizada através da interação TIMP2 com o receptor 3  ou aumentando a 

expressão da proteína rica em cisteína indutora de reversão com motivo Kazal (RECK), 

que inibe várias biomoléculas a jusante, como MMP-2, MMP-9, MT1-MMP, ADAM10, 

sendo o efeito final a perda da migração celular (ZURAC  et al., 2016) 

A proteína PGK1 é uma enzima glicolítica relacionada com a glicólise e vias de 

metabolização dos açúcares. Em células neoplásicas é secretada para participar do 

processo de angiogênese, uma vez que reduz as ligações dissulfeto na protease da serina, 

a plasmina, que como consequência leva à liberação do inibidor dos vasos sanguíneos do 

tumor, a angiostatina. Sendo assim, é um dos marcadores de prognóstico do 

desenvolvimento do tumor (JUNG et al., 2009). PGK1 é superexpresso em muitos 

cânceres humanos e regulado por vários mecanismos por isso foi incluída em nossa 



pesquisa.  Essa proteína é secretada por células tumorais, favorecendo a angiogênese e 

consequentemente a disseminação metastática (YAJUAN et al., 2018). 

A progressão dos tumores é caracterizada pelo aumento da secreção e ativação das 

MMPs produzidas pelas próprias células do tumor ou por células estromais, tais como os 

fibroblastos e macrófagos. Existem dados mostrando uma associação direta entre o 

aumento da expressão de MMPs e invasividade tumoral, metástase, reincidência de 

tumores e diminuição do tempo de sobrevida do paciente. Células tumorais 

superexpressam proteases e/ou induzem a expressão dessas enzimas em células estromais 

adjacentes visando degradar a membrana basal e o tecido. No câncer, a regulação alterada 

da proteólise pelas MMPs favorece a degradação da MEC e consequentemente o processo 

de metástase (HOFMANN et al., 2000; LEE et al., 2003; ROY; YANG; MOSES, 2009; 

VALDIVIA et al., 2011). 

Estudos in vitro apontaram para relação de expressão de MT-MMP1 e TIMP-2 e 

a ativação de MMP-2 correlacionando com a progressão do tumor, tanto no modelo de 

xenoenxerto, como em lesões melanocíticas humanas, sugerindo que esses fatores são 

necessários para invasão e formação de metástases no melanoma. Foi visto também em 

estudos com pacientes, que a expressão elevada de MMP-2 está associada com o alto 

índice de Breslow (índice que mede em milímetros a espessura e profundidade do tumor 

primário, sendo um método anatomopatológico de prognóstico). O aumento da expressão 

de MMP-9 também já foi observado em pacientes com histórico familiar de melanoma e 

que tendem a queimadura solares devido a maior exposição e menor pigmentação da pele 

(COTIGNOLA et al., 2007; HOFMANN et al., 2000; REY; BONAMIGO; CARTELL, 

2011). 

A ação proteolítica das MMPs contribui para que ocorra o processo de metástase. 

O primeiro passo é a proteólise das proteínas de adesão célula-célula (E-caderinas e 

integrinas), começando então o processo de desprendimento de células da massa tumoral. 

Vale ressaltar que as junções entre células epiteliais são fudamentais para a manutenção 

da integridade e da homeostasia do órgão pele. Uma vez que as proteínas responsáveis 

por estas junções passam a serem degradadas, perde-se a integridade da barreira física da 

pele e também perde-se a homeostasia do órgão, dando início ao processo de 

disseminação metastática. O evento seguinte é a degradação dos componentes proteicos 

da matriz extracelular e da membrana basal. Dessa forma, existe um caminho facilitado 

pelas MMPs a ser seguido pelas células neoplásicas do tumor até a invasão dos vasos 



sanguíneos e/ou linfáticos. Além disso, existem dados sugerindo que as MMPs possuam 

atividade angiogênica, e, portanto, participam dos primeiros eventos da tumorigênese, 

crescimento do tumor primário até a formação de tumores secundários (RHIM et al., 

2012; ROY; YANG; MOSES, 2009). 

 

2.5 TRANSIÇÃO EPITÉLIO-MESENQUIMAL 

O processo no qual células epiteliais mudam sua configuração para mesenquimais 

é a Transição Epitélio Mesenquimal (TEM). A transição epitélio-mesenquimal (EMT, do 

inglês, epithelial-mesenchymal transition) é um processo biológico que permite que uma 

célula epitelial polarizada, que normalmente interage com a membrana basal por meio de 

sua superfície baso-lateral, sofra modificações bioquímicas, moleculares e morfológicas, 

as quais resultam na aquisição de um fenótipo de célula mesenquimal, cuja capacidade 

de migração, invasão, resistência a apoptose aumentam. Esse fenômeno quando ocorre 

pode promover desde resistência a terapia contra o câncer deixando a célula mais 

resistente aos quimioterápicos até a metástase, já que a célula também consegue alterar 

drasticamente o microambiente em que está inserida (GARCIA-MAYEA et al., 2019). 

 Alteração da expressão de proteínas relacionadas com adesão celular, caracteriza 

o processo de TEM onde células epiteliais imóveis e polarizadas começam a se tornar 

móveis, levando ao aumento da motilidade e invasão (CHAFFER et al., 2016). Uma das 

características da TEM é a diminuição da proteína e-caderina e aumento da expressão da 

proteína vimentina.  

E-caderina é uma proteína responsável pela adesão célula-célula dependente de cálcio 

com papel essenciais no comportamento da célula epitelial, formação de tecido e 

supressão do câncer. (VAN ROY; BERX, 2008). A redução ou ausência da expressão 

gênica ou proteica de  E-caderina é comumente verificada durante a evolução tumoral em 

várias neoplasias de origens epiteliais e essa redução tem sido relacionada com a 

disseminação metastática, uma vez que resulta em perda de adesão de células neoplásicas. 

Porém, muitas pesquisas comprovam que várias proteínas estruturais relacionadas com 

as junções aderentes podem também intervir nas funções de sinalização intracelular da e-

caderina. Com isso, a perda desta proteína pode proceder na ativação de uma cascata 

específica de sinalização, a qual atribui características às células tumorais que facilitam o 

término das fases posteriores da metástase (CLEVERS, 2006; ONDER et al. 2008). 



 A vimentina, também conhecida como filamento intermediário de fibroblasto, é o 

principal filamento intermediário encontrado em células não musculares (esses tipos de 

células incluem fibroblasto, células endoteliais, macrófagos, melanócitos, células de 

Schwann e linfócitos. In vivo, a vimentina geralmente não está presente em células 

epiteliais normais; no entanto, foi cultivado in vitro em células epiteliais e também pode 

mostrar expressão em células tumorais de origem epitelial (BERNICE; AARON,2006).  

Vários tipos de células apresentam vimentina, como os fibroblastos, linfócitos, células 

endoteliais, neutrófilos e macrófagos (EVANS, 1998). O citoesqueleto é remodelado, 

após perda da polaridade celular, resultando em mudança do filamento intermediário de 

citoqueratina para vimentina, a qual se torna um importante marcador de alteração da 

morfologia celular (THOMPSON et al. 2005; THIERY, 2002). A vimentina é o marcador 

mesenquimal mais comum ligado à TEM. O aumento acentuado na expressão desta 

proteína está relacionado à maior migração e invasividade das células neoplásicas e 

menor expressão dos marcadores epiteliais, como é esperado para a TEM (GILLES et al. 

2003; KORSCHING et al. 2005). Isso sugere que a vimentina deve desempenhar um 

papel importante na progressão do tumor e servir como um biomarcador potencial para a 

metástase. Ainda existem alguns estudos sobre a superexpressão aberrante de vimentina 

e sua relação com a metástase do melanoma (LI et al., 2010). 

A redução do marcador epitelial e-caderina, acompanhado por expressão 

aumentada de marcadores mesenquimais, como a vimentina, caracteriza a TEM (Figura 

5) que desempenha um papel crítico na invasão tumoral e na metástase (CRAENE; 

BERX, 2013; YILMAZ; CHRISTOFORI, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5  POTENCIAL DE PROGRESSÃO TUMORAL.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: Ilustração adaptada de CHAFFER et al., 2016, incluindo os pops BDE-209 e TCDD. 

 

  



3 JUSTIFICATIVA 

 

Dados anteriores e publicados pelo nosso grupo (Laboratório de Toxicologia 

Celular/UFPR) mostram que células de carcinoma hepático HepG2, quando expostas a 

concentrações de cilindrospermopsina, apresentaram aumento no seu metabolismo, nos 

níveis de espécies reativas de oxigênio e na proliferação celular (LIEBEL et al., 2015). A 

cilindrospermopsina é uma toxina produzida por cianobactérias, descrita na literatura 

como potente inibidor de síntese proteica e genotóxica, capaz de ativar diferentes 

isoformas da citocromo P450, bem como, em células de mamíferos provocar a redução 

da síntese de glutationa (FROSCIO et al., 2009; HUMPAGE et al., 2005; NEUMANN; 

BAIN; SHAW, 2007). 

Florações decorrentes de eutrofização de reservatórios de água como ocorre aqui 

no Brasil, fazem com que as cianobactérias produzam a cilindrospermopsina e a liberem 

na água (LIEBEL et al., 2015). Esse é um exemplo de elemento presente no meio, 

influenciando um tipo celular específico, o que nos levou a pensar no BDE-209 e TCDD 

poderiam agir de forma semelhante em células B16-F1 alterando o fenótipo dessas 

células. 

Fundamentado nas informações acima, optamos por investigar as alterações 

moleculares no fenótipo dessas células após exposição ao BDE-209 e ao TCDD, com 

base na expressão e atividade de genes alvos específicos. Nossa intenção é entender se 

existe uma relação ente a exposição ao BDE-209 e ao TCDD  e a progressão de 

neoplasias, bem como entender os possíveis mecanismos moleculares envolvidos nesta 

progressão.  

Face ao exposto, avaliamos se os poluentes polibromados e/ou policlorados 

considerados interferem aumentando a malignidade das células, potencializando sua 

atividade metastática. Esse tipo de abordagem é totalmente original e inovadora, sendo 

que  os únicos estudos nessa direção foram publicados pelo Grupo de Toxicologia Celular 

(SALGADO et al., 2018; BRITO et al., 2020, 2021). Esta possibilidade se demonstrada 

e confirmada, abre um extenso campo de investigação, trazendo novas informações para 

a discussão novas considerações para as políticas de saúde pública.     

 

  



4 HIPÓTESE 

A hipótese nula deste trabalho é de que o BDE-109 e o TCDD não alteram o 

fenótipo de células neoplásicas de melanoma e não interferem na progressão tumoral.  A 

hipótese alternativa a ser comprovadas ou refutadas é de que a exposição ao BDE-209 e 

ao TCDD provocam mudanças nas células tumorais B16-F1, tornando-as mais agressivas 

e aumentando o sue potencial metastático. Ou seja, uma célula B16-F1 após a exposição 

a estes compostos, pode apresentar alterações fenotípicas tornando-a semelhante a uma 

linhagem conhecidamente mais agressiva  (B16-F10). Portanto, ao expor as células 

tumorais a estes contaminantes, essas se tornarão mais agressivas e metastáticas o que 

será detectado através de diferentes ensaios de viabilidade celular e da expressão 

diferencial de genes e proteínas aqui estudados. 

 

  



5 OBJETIVO GERAL  

 

Investigar se a exposição aos contaminantes ambientais BDE-209 e TCDD 

modula uma condição celular favorável à progressão metastática in vitro, tornando células 

B16-F1 fenotipicamente semelhantes à células B16F10.. 

 

5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

I. Avaliar a ultraestrutura das células B16-F1 após exposição ao contaminante BDE-

209; 

II. Investigar in vitro a proliferação celular das células B16-F1 e B16-F10 quando 

expostas em diferentes tempos e concentrações de BDE-209 e TCDD; 

III. Avaliar in vitro a viabilidade das células B16-F1 e B16-F10 após exposição 

aguda de 24h e crônica de 15 dias em diferentes concentrações de BDE-209 e 

TCDD e se estes poluentes exibem efeitos citotóxicos sobre as mesmas; 

IV. Avaliar in vitro a mudança no perfil de expressão de proteínas relacionadas a 

transição epitélio-mesenquimal, vimentina e e-caderina, das células B16-F1 e B16-

F10 quando expostas em diferentes tempos e concentrações de BDE-209 e TCDD; 

V. Avaliar in vitro a expressão de genes relacionados com a progressão da 

malignidade, MMP9, MMP2, MMP14, PGK1, TIMP1, TIMP2, TIMP3 e RECK, 

em células B16-F1 e B16-F10 quando expostas em diferentes tempos e 

concentrações de BDE-209 e TCDD 

 

  



6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 CULTIVO DAS CÉLULAS DAS LINHAGENS B16-F1 E B16-F10 

As células de melanoma murino, obtidas do banco de células do Rio de Janeiro,  

foram cultivadas em meio DMEM, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e 

5% de CO2. Após 24 horas da adesão as células foram expostas aos contaminantes. 

 

6.2 CONCENTRAÇÕES DE POLUENTES E PREPARO DOS GRUPOS 

EXPERIMENTAIS 

 A escolha das concentrações de ambos poluentes foram baseadas em dados 

encontrados na literatura. Para a concetração de  BDE-209, nossas referências foram os 

valores no plasma materno e cordão umbilical detectáveis nos trabalhos de Frederiksen e 

colaboradores (2010)  e de Van den Berg e colaboradores (2017) respectivamente, com  

concentrações entre 1  10 ng/g. Para a concentração de TCDD utilizamos os os valores 

apresentados Collins et al. (2006)  que relatam uma concentração média de 6ppt no soro 

de trabalhadores expostos. Ajustamos esses valores para que pudessem ser utilizados em 

cultivo e acrescentamos para cada contaminante 10 vezes o valor para mais e para menos. 

Desta forma obtivemos as concentrações para nossa análise de BDE-209 e TCDD  de 

0,01; 0,1 e 1,0 nM. Ressaltamos que selecionamos concentrações próximas aos valores 

reais para ambos os poluentes, possibilitando assim comparar o papel de cada um deles 

isoladamente na progressão metastática.  

As soluções-estoque dos contaminantes foram preparadas em DMSO e mantidas 

em frascos de vidro âmbar estéreis, a -20°C. A concentração final de DMSO no grupo 

controle e nos grupos expostos ao TCDD (Sigma-Aldrich) e BDE-209 (Sigma-Aldrich) 

foi de 0,1%. Para ambos os tempos de exposição foram mantidos dois grupos controles 

em paralelo, o grupo controle (células sem exposição) e o controle veículo (DMSO), com 

a concentração utilizada para solubilizar os contaminantes. 

Para esse estudo as células foram expostas durante dois tempos diferentes, de 24 

horas (exposição aguda) e 15 dias (exposição crônica).  Para os ensaios de 24 horas de 

exposição, foram plaqueadas 6 x 103 células/poço (dependendo do tipo de ensaio), em 

24 horas para a adesão das células, foi realizada a exposição aos contaminantes BDE-209 



ou TCDD, nas concentrações 0,01; 0,1 e 1,0 nM/mL por 24 horas. Após o período de 

exposição os diferentes ensaios, como descritos a seguir, foram processados. 

Para os ensaios de 15 dias de exposição foram plaqueadas 1 x 105 células em 

garrafas médias, com 10mL de meio DMEM, com os contaminantes BDE-209 ou TCDD 

nas concentrações de 0,01; 0,1 e 1,0 nM/mL. As trocas de meio foram realizadas a cada 

3 dias, mantendo os devidos contaminantes nas concentrações estabelecidas. Foram 

realizados de 3 a 4 subcultivos durante a exposição de 15 dias. No 15º dia de exposição, 

as células foram soltas das garrafas com tripsina e plaqueadas 6 x 103 células/poço (de 

acordo com o ti

DMEM suplementado com 10% de SFB.  

Nos ensaios crônicos, esperava-se 24 horas para adesão das células na placa de 96 

poços e então executavam-se os protocolos dos diferentes experimentos. Os experimentos 

foram realizados com no mínimo triplicatas provenientes de três experimentos 

independentes cada triplicata. 

 

6.3 ULTRAESTRUTURA CELULAR 

Para investigação da ultraestrutura celular, as células B16-F1 foram cultivadas e 

expostas BDE-209, na concentração de 1 nM, em frascos de 75 cm2 por 24 horas, 

removidas mecanicamente e centrifugadas em frascos de 2ml para formar um pellet 

celuar. O pellet foi preservado quimicamente em solução fixadora (glutaraldeído 2,5%, 

paraformaldeído 4% em tampão de ácido cacodílico de sódio - CaCo 0,1M, pH 7,2 - 7,4) 

por 1 hora em temperatura ambiente.  

Depois de lavados com tampão de CaCo 0,1 M, os pellets foram pós fixados em 

tetróxido de ósmio a 1% (Electron Microscopy Science®) em solução tampão de CaCo 

0,1 M (pH 7,2 - 7,4) por 1 h, lavados e CaCo 0,1M e desidratado em uma série crescente 

de etanol (Merck® ) (40, 50, 60, 70, 80, 90 e 3X 100%), óxido de propileno (Electron 

Microscopy Science®) e incluído em resina PoliEmbed 812 DER736 (Electron 

Microscopy Science®).  

As secções ultrafinas (70 nm) foram obtidas em ultramicrotomo e contrastadas 

com acetato de uranila (5%) (Electron Microscopy Science®) por 20 minutos e citrato de 

chumbo (Electron Microscopy Science®) por cinco minutos, e observadas em 

microscópio eletrônico de transmissão (JEOL TEM 1200 EXII - Centro de Microscopia 

Eletrônica da Universidade Federal do Paraná).  

 



6.4 ENSAIO MTT 

As células cultivadas conforme descritos nos itens 6.1 e 6.2 foram utilizadas para 

os ensaios: MTT, vermelho neuro, cristal violeta e para a avaliação da expressão de e-

caderia e viemntina por western blotting, bem como para a análise da expressão gênica 

por PCR em tempo real.  

O método de MTT é um dos ensaios utilizados para avaliar a citotoxicidade, que 

baseia-se na capacidade de células viáveis reduzirem o 3 - [4,5-dimetil-2-il] -2, brometo 

de 5-difenil tetrazólio (MTT), através das desidrogenases encontradas nas mitocôndrias, 

formando assim os cristais de formazan que possuem cor roxa característica ao serem 

dissolvidos em DMSO, possibilitando quantificação por espectrofotometria (REILLY et 

al., 1998). 

de  solução de MTT, a qual foi incubada por 3 horas a 5% de CO2 e 37ºC. O MTT foi 

removido dos poços e estes foram  lavados com PBS; os cristais intracelulares foram 

550nm (BORENFREUND; BABICH; MARTIN-ALGUACIL, 1988; MOSMANN, 

1983). 

 

6.5 ENSAIO VERMELHO NEUTRO 

O ensaio de vermelho neutro avalia a captação e posterior acúmulo do corante 

pelos endossomos e lisossomos. O ensaio baseia-se na ligação do vermelho neutro, um 

corante supravital fracamente catiônico, à matriz lisossômica de células viáveis após sua 

incubação com agentes tóxicos (BABICH; BORENFREUND, 1990). 

 Após o período de exposição aos contaminantes, o meio DMEM foi retirado e 

lavadas com formol 0,5% e cálcio 0,1% em água ultrapura. Posteriormente foi adicionado 

uma solução de ácido acético 1% em etanol 50%. As células ficaram em repouso por 15 

minutos e na sequência o conteúdo dos poços foi homogeneizado , aguardado-se mais 5 

minutos. Em seguida foi realizado a leitura da absorbância a 540nm em espectrofotômetro 

(BORENFREUND; BABICH; MARTIN-ALGUACIL, 1988; FOTAKIS; TIMBRELL, 

2006; THITIMETHAROCH et al., 2011). 

 



6.6 ENSAIO CRISTAL VIOLETA 

O cloreto de pararosanilina é um corante básico também conhecido como violeta 

de Genciana, que cora o núcleo das células, de forma que a taxa de crescimento 

celular/quantidade de células aderidas é refletida pela determinação colorimétrica das 

células coradas (GILLIES; DIDIER; DENTON, 1986). O ensaio de coloração nuclear 

que permite a determinação da taxa de crescimento e proliferação celular é denominados 

cristal violeta.  

Após o período de tratamento as células plaqueadas foram lavadas com PBS, 

fixadas com metanol por 30 minutos em temperatura de -

solução de cristal violeta (0,25 mg/ml) em água Miliq durante 15 minutos, a temperatura 

ambiente, e em seguida lavadas com água Miliq. Fez-se a eluição do corante utilizando 

uma solução de ácido acético 33%, sob agitação constante, por 30 minutos; a leitura  da 

absorbância foi realizada em 570nm em espectrofotômetro (GILLIES; DIDIER; 

DENTON, 1986).  

 

6.7 WESTERNBLOTTING 

 Apenas as células provenientes do experimento crônico foram utilizadas para o 

ensaio de wester blot, visto que este ensaio avalia a expressão proteíca e este é um 

processo lento pois depende de transcrição e tradução. Extratos de células provenientes 

da exposição a ambos poluentes  foram fracionados em tampão redutor e tiveram suas 

proteínas totais quantificadas por Bradford (1976). Na sequências os extratos foram 

submetidos a eletroforese por SDS-PAGE (8% para e-caderina e 10% para vimentina e 

actina), seguida de transferência para  membrana de difluoreto de polivinilideno 

utilizando um aparelho de transferência de acordo com os protocolos do fabricante (Bio-

Rad). A membrana foi então incubada com de leite desnatado 5% em TBST (10 mM Tris, 

pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,5% Tween 20) por 60 min e lavada uma vez com TBST, Na 

sequência a membrana foi incubada com anticorpos anti-actina (1: 5000), anti-ecaderina 

ou anti-vimentina  durante 12h. As membranas foram lavadas três vezes de 10 min cada 

com TBST para remoção de anticorpos não ligados e então incubadas com anticorpos 

secundários anti-IgG murina (1:3000) ou anticorpos anti-IgG de coelho (1:3000), ambos 

acoplados a peroxidase, durante 2h. As membranas foram novamente lavadas 3x de 10 

min cada com TBST, para remoção de anticorpos secundários não ligados. A reação foi 

evidenciada utilizando-se sistema de revelação ECL (Amersham Biosciences) de acordo 

com os protocolos do fabricante.  



6.8 DESENHO DOS PRIMERS PARA ANÁLISE DE QPCR 

 Os genes de interesse, os números de acesso no GenBank e os primers 

desenhados no Primer3web versão 4.1.0 tendo suas sequencias confirmadas no BLAST 

estão na Tabela 1.  

 

TABELA 1 - SEQUÊNCIA DOS PRIMERS DESENHADOS PARA AVALIAÇÃO DA 

EXPRESSÃO DOS GENES DE INTERESSE. 

 

Gene GenBank Primers 
Amplicon em 

pb 

MMP9 NM_013599 
F - 5´ TGACAAGAAGTGGGGTTTCTG 3´ 

R - 5´ GGCACGCTGGAATGATCTA 3´ 
101 

MMP2 NM_008610 
F - 5´ TGACCGGGATAAGAAGTATGG 3´ 

R - 5´ ACTTGTTGCCCAGGAAAGTG 3´ 
110 

MMP14 NM_008608 
F - 5´ TATGGGCCCAACATCTGTG 3´ 

R - 5´ TCCATCACTTGGTTATTCCTCA 3´ 
113 

PGK1 NM_008828 
F - 5´ GTGCCAAATGGAACACAGAG 3´ 

R - 5´ AACATTGCTGAGAGCATCCA 3´ 
113 

TIMP1 NM_001044384 
F - 5´ GCGTACTCTGAGCCCTGCT 3´ 

R - 5´ TCACTCTCCAGTTTGCAAGG 3´ 
111 

TIMP2 NM_011594 
F - 5´ AACAGGCGTTTTGCAATG 3´ 

R - 5´ GAATCCTCTTGATGGGGTTG 3´ 
105 

TIMP3 NM_011595 
F - 5´ ACCTCACCTCCTTCCCATC 3´ 

R - 5´ CCAGTGCTAAATTTGCAAGAAA 3´ 
100 

RECK NM_016678 
F - 5´ ATAGGCTGCAAACCCATCAT 3´ 

R - 5´ TGTCACCTTAGCAATAGTGTCCA 3´ 
108 

BETA ACTINA NM_007393.5 
F - 5´ CCACCATGTACCCAGGCATT 3´ 

R - 5´ GAGTACTTGCGCTCAGGAGG 3´ 
106 

FONTE: O autor (2021) 

 

 A PCR convencional foi realizada para avaliar os primers sintetizados, 

qualidade dos amplicons, e se estavam de acordo ao tamanho em pares de base de cada 

amplicon previsto nos testes in silico (GeneRunner versão 6.5.52). Por fim, foi realizado 

o desempenho em reação de qPCR com SYBRgreen. A concentração ideal de 6 picomol 

de primers e concentração do cDNA (5µM) foram utilizadas. Para escolha dos genes 

endógenos de referência foram testados o GAPDH e beta-2-microglobulina, porém se 



mostraram instáveis após exposição aos contaminantes comprometendo a possibilidade 

de comparação, sendo o mais estável a Beta-Actina. 

  

6.9 EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL E CONVERSÃO PARA CDNA 

A extração do RNA total das amostras foi efetuada através do Purelink RNA mini 

Kit (Applied Biosystems  Thermo Fisher) utilizando protocolo recomendado pelo 

fabricante. O resultado apresentou RNA total de ótima qualidade, confirmado pela 

quantificação em espectrofotômetro através da razão da absorbância A260/A280, na qual, 

a razão mostrou um valor médio de 1,628, o que classifica o material como puro quanto 

ao conteúdo de RNA. Em seguida o material foi convertido em cDNA total utilizando o 

kit Superscript IV (Applied Biosystems  Thermo Fisher). Os procedimentos moleculares, 

foram realizados no Laboratório de Parasitologia Molecular do Departamento de 

Patologia Básica da UFPR 

 

6.10 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA  QPCR 

A análise da expressão gênica foi realizada por PCR em tempo real (qPCR) 

utilizando como gene endógeno a beta-actina murina como descrito em literatura, 

estabelecendo assim comparações nos níveis de expressão entre diferentes amostras antes 

e após a exposição aos contaminantes testados nesse estudo. As reações foram realizadas 

em termociclador Step one fast system (Applied Biosystems), utilizando o SYBRgreen 

PCR Master Mix para cada reação. Termociclagem de acordo com o recomendado pelo 

fabricante para o kit utilizado (40 ciclos  94ºC para desnaturar seguida da temperatura 

de ligação dos primers a 60ºC). 

 

6.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para os ensaios in vitro, foram realizados três experimentos independentes para 

cada ensaio, com pelo menos três replicatas por grupo. Os dados representam as médias 

das pseudoréplicas de cada grupo experimental, num total de 3 valores por grupo 

experimental (equivalente aos 3 experimentos independentes) foram analisados através 

do teste não paramétrico de Kruskall-Wallis seguidos pelo pós-teste de Dunns, quando 

aplicável para comparação dos grupos expostos versus controle (veículo DMSO).  

 A análise por qPCR apresenta seu resultado de comparação dos níveis de mRNA 

 pelo teste não 



paramétrico de Kruskall-Wallis e pós-teste de Dunns quando aplicável, para comparação 

dos níveis de mRNA dos grupos expostos versus controle (veículo DMSO). Nos gráficos 

os controles são equivalentes ao valor de 1, sendo que, são observadas as diferenças 

relativas em relação ao controle, porém, no texto foram mencionados os valores em 

porcentagem, para facilitar o entendimento do leitor. 

 

  



7 RESULTADOS 

 

7.1 VIABILIDADE CELULAR APÓS EXPOSIÇÃO AGUDA E CRÔNICA AOS 

CONTAMINANTES 

 Após a expansão das células e congelamento, foram realizadas tréplicas do 

experimento, sendo cada uma destas, proveniente de um tubo diferente de células 

descongeladas. Com objetivo de avaliar a condição do cultivo, foram realizados ensaios 

de cristal violeta após a exposição aguda (24h) e crônica (15 dias). 

As passagens para cada um dos tipos celulares variaram entre 7 a 12. Durante os 

ensaios de 24hrs nenhum evento fora do planejado ocorreu que pudesse comprometer o 

trabalho. As células mostraram o nível de adesão esperado, um aumento de confluência 

e morfologia normais. Portanto, em termos visuais, pela microscopia de luz, nenhuma 

alteração foi verificada. As mudanças só puderam ser observadas mediante os resultados 

dos ensaios de viabilidade. 

Alguns tratamentos apresentaram resultados idênticos aos do grupo controle e 

outros um aumento considerado inexpressível estatisticamente (variando de 1%, a 5%). 

Consideramos resultados biologicamente relevantes aqueles com aumento ou decréscimo 

superiores a 10% em relação ao controle. 

Nossos resultados mostram, que a exposição aos contaminantes BDE-209 e 

TCDD não afetaram a viabilidade celular avaliada pelos ensaios de violeta de cristal, 

vermelho neutro e MTT na linhagem celular B16F1 em todas as doses e tempos de 

exposição (Figura 6 ). A exceção de deu para o ensaio do cristal violeta para a maior 

concentração de BDE-209 (1,0 nM) em 24 horas de exposição e o concentração 

intermediária de TCDD (0,1 nM) em 15 dias de exposição (Figura 6A-B). Em ambos os 

casos, o número de células coradas, determinado por ensaio de cristal violeta, aumentou 

(BDE-209: 25%, TCDD: 215%, fig. 6A-B). 

 

 

 

 

 



FIGURA 6 - ENSAIOS COM CÉLULAS B16F1 POR 24 HORAS (A, C e E) E 15 DIAS 

(B, D e F) 

 

FONTE: O autor (2021). 

LEGENDA: Três experimentos independentes foram realizados para todos os grupos. A análise estatística 

foi a ANOVA, pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de Dunns quando 

aplicável. Um valor de p<0,05 foi assumido como estatisticamente significativo. 

 

 Para as células B16-F10, a exposição de 24 horas aos contaminantes estudados, 

também não afetou a viabilidade celular (fig. 7A, C, E), mas os efeitos foram observados 

aos 15 dias de exposição. O número de células aderidas (ensaio do cristal violeta) 

aumentou após a exposição a BDE-209 (48%) e TCDD (41%), em concentração 



intermediária (0,1 nM), bem como a conversão metabólica dependente de desidrogenase 

de MTT em formazan (ensaio do MTT) para a concentração mais alta de BDE-209 (1 

nM, 85%) e a concentração intermediária de TCDD (0,1 nM, 60%). Nenhuma diferença 

estatística foi observada para a exposição de 15 dias no ensaio do vermelho neutro. 

 

FIGURA 7 - ENSAIOS COM CÉLULAS B16F10 POR 24 HORAS (A, C e E) E 15 

DIAS (B, D e F).  

 

FONTE:  O autor (2021). 

LEGENDA: Três experimentos independentes foram realizados para todos os grupos. A análise estatística 

foi a ANOVA, pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de Dunns quando 

aplicável. Um valor de p<0,05 foi assumido como estatisticamente significativo. 



 

7.2 WESTERNBLOTTING 

Como resultados dos ensaios de westernblotting, pudemos observar um aumento 

da expressão de vimentina e diminuição de e-caderina em ambas linhagens de forma não 

dose-dependente, após 15 dias de exposição. O controle de actina mostrou-se constante 

ao em todos os grupos. A Figura 8 mostra os géis das células B16-F1 expostas ao BDE-

209 e ao TCDD e a Figura 9 o resultado das células B16-F10. 

 

FIGURA 8 - WESTERNBLOTTING PARA DETECÇÃO E COMPARAÇÃO DA 

EXPRESSÃO DE E-CADERINA E VIMENTINA EM CÉLULAS B16-F1 APÓS 

EXPOSIÇÃO CRÔNICA A DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE BDE-209 E 

TCDD. 

 

FONTE: O autor (2021). 

LEGENDA: Em todos os resultados foi utilizado a actina como normalizador da quantificação e 

comparação entre os grupos. Em A, células B16-F1 expostas ao TCDD em diferentes concentrações; B 

células B16F1 expostas ao BDE-209 em diferentes concentrações. 

 

 

 

 

 

FIGURA 9 - WESTERNBLOTTING PARA DETECÇÃO E COMPARAÇÃO DA 

EXPRESSÃO DE E-CADERINA E VIMENTINA EM CÉLULAS B16-F10 APÓS 



EXPOSIÇÃO CRÔNICA A DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE BDE-209 E 

TCDD. 

 

 

FONTE: O autor (2021). 

LEGENDA: Em todos os resultados foi utilizado a actina como normalizador da quantificação e 

comparação entre os grupos. Em A, células B16F1 expostas ao TCDD em diferentes concentrações; B 

células B16F1 expostas ao BDE-209 em diferentes concentrações. 

 

7.3 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA DE METALOPROTEINASES E SEUS 

INIBIDORES 

Para efeito de comparação foi realizada a análise da expressão gênica de células 

B16-F1 sem nenhuma exposição, desta forma podemos comparar com os perfis de 

expressão entre células que foram expostas aos diferentes tratamentos com o perfil das 

controle observando o aumento ou a diminuição dos níveis de expressão entre os 

tratamentos. A expressão dos genes nos diferentes tratamentos é apresentada na Figura 

10. 

 

 

 

FIGURA 10 - NÍVEIS DE QUANTIFICAÇÃO RELATIVA DA EXPRESSÃO 

GÊNICA DE CÉLULAS B16-F1. 



 

FONTE: O autor (2021). 

LEGENDA: Os perfis de expressão de cada gene para células controle e as de cada tratamento são 

apresentados. A expressão relativa (genes em relação ao endógeno Beta-Actina) após análise de 3 

repetições independentes com duração de 15 dias (exposição crônica). 

 

 Os perfis gerados nos mostram que a exposição ao BDE-209 provoca uma 

mudança no perfil de expressão dos genes. A mudança mais evidente é a diminuição da 

expressão do gene TIMP2 após a exposição ao BDE-209 1 nM. De acordo com os 

resultados aparenta ser uma redução  dose-dependente; quanto maior a concentração, 

menos expresso ele é.  Há também um pequeno auto de expressão dos genes MMP14 e 

MMP2 em 1nM. Os genes MMP9 e PGK1 não sofreram nenhuma mudança em qualquer 

uma das concentrações e os demais pequenas oscilações em valores próximos ao do grupo 

controle. 

 Quando as células foram expostas ao TCDD verificamos que há um perfil de 

expressão que persiste de acordo com o aumento da concentração. Na figura 11 vemos os 

perfis de expressão dos genes MMP2, MMP14 e PGK1 apresentando um aumento e os 

genes TIMP1, TIMP2, TIMP3 e RECK uma diminuição. Não há uma diminuição tão 

significativa de TIMP2 como a observada na exposição de BDE-209 1nM, mas é 

perceptível a diminuição em relação ao controle. 

O perfil de expressão dos mesmos genes é diferente entre células B16-F1 e B16-

F10 pois, a linhagem B16-F10 é mais metastática que as F1, logo era esperado observar 



níveis de expressão dos inibidores menores que as metaloproteínases e PGK1, mas não 

sabíamos como era o perfil, que é o que está sendo apresentado na Figura 11. 

 

FIGURA 11 - NÍVEIS DE QUANTIFICAÇÃO RELATIVA DA EXPRESSÃO 

GÊNICA DE CÉLULAS B16-F10. 

 

FONTE: O autor (2021). 

LEGENDA: Os perfis de expressão de cada gene para células controle e as de cada tratamento são 

apresentados. A expressão relativa (genes em relação ao endógeno Beta-Actina) após análise de 3 

repetições independentes com duração de 15 dias (exposição crônica). 

 

 As células B16-F10 quando expostas as 3 concentrações aqui estudadas de BDE-

209 não apresentaram grandes mudanças no padrão de expressão dos genes estudados. 

Mas há uma clara configuração em que os genes MMP9, MMP2, MMP14 e PGK1 

apresentam uma expressão maior que os genes TIMP1, TIMP2, TIMP3 e RECK. 

Independente da concentração a diferença de expressão entre os grupos é muito pequena. 

 As células que foram expostas as 3 concentrações de TCDD apresentam um perfil 

de expressão para os genes estudados muito parecido com o perfil observado para BDE-

209, a diferença é que o TCDD diminui um pouco mais que o BDE-209 a expressão dos 

genes TIMP1, TIMP2, TIMP3 e RECK.  



 

7.4 ULTRAESTRUTURA CELULAR DE B16-F1 EXPOSTA A 0,1 NM DE BDE-209 

POR 24H. 

Quando observadas ultraetruturalmente as células B16-F1 controle, em 24hs de 

cultivo, mostram uma população heterogênea com características morfológicas e com 

eletrondensidades distintas. Em geral algumas células encontram-se com um citoplasma 

mais eletrodenso, outras menos e um grupo de células apresentam um citoplasma pouco 

contrastado (Figura 12A). Em geral o núcleo é de aspecto arredondado, mas não é 

incomum a ocorrência de células com núcleos de formas diversificadas (Figuras 12A, C, 

D e E). É característico nessas células uma predominância de eucromatina e nucléolo 

destacado, podendo ser essa estrutura encontrada multiplicada (Figuras 12D, E e G). O 

núcleo também se caracteriza por apresentar uma organização peculiar da cromatina, com 

pequenas concentrações de heterocromatina distribuídas aleatoriamente, e não 

apresentam o arranjo comum de heterocromatina próximo ao envoltório nuclear (Figuras 

12B e F). O citoplasma pode se encontrar, dependendo da célula, pobre em componentes 

citoplasmático ou organelas (Figuras 12B, C, D e E), como pode também se apresentar 

com uma grande quantidade de mitocôndrias (Figura 12I), complexo de Golgi 

desenvolvido (Figura 12H), bastante retículo endoplasmático liso (Figura 12J) ou com 

depósitos de glicogênio evidentes (Figura 12K). No entanto, curiosamente, o retículo 

endoplasmático granular não é abundante em praticamente todas as células (Figura 12B). 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 12 - ULTRAESTRUTURA DE CÉLULAS DE MELANOMA MURINO (B16-

F1) APÓS CULTURA DE 24H.  



FONTE: O autor (2021). 

LEGENDA: A. Observe os diferentes tipos de células (setas) com eletrondensidades distintas. B. 

Características dos núcleos (n) com heterocromatina e citoplasma dispersos (c com poucas diversidades de 

organelas. C, D e E mostram três células distintas. Observe as diferenças entre os núcleos (n) e o contraste 

do citoplasma. As setas indicam o nucléolo. F

a deposição típica no entorno do envelope nuclear. G. Observe a presença de múltiplos nucléolos. H. 

Observe a morfologia nuclear atípica (n), heterocromatina (seta preta) e um aparelho de Golgi desenvolvido 

(setas brancas). As setas em I indicam a mitocôndria, em J a presença de retículo liso e em K o acúmulo de 

glicogênio. 

 



Após a exposição ao BDE-209 0,1 nM por 24h, são encontradas algumas células 

com os aspectos morfológicos descritos anteriormente enquanto outras demosntram um 

aspecto diferenciado (Figuras 13A e B): o núcleo tornou-se mais irregular, mas o padrão 

de distribuição da cromatina é o mesmo descrito antes da exposição, com uma 

predominância da eucromatina e nucléolos evidentes (Figuras 13A, B e D). Um aspecto 

morfológico evidente e não observado nas células controle é a ocorrência de 

microvesículas externas ou também denominadas de exossomas dependendo do tamanho 

que possuem, em grande quantidade ao redor das células que apresentam um citoplasma 

mais eletrodenso (Figuras 13A, B, C e D). A Figura 13A mostra uma célula em fase final 

de divisão, e mesmo assim essas vesículas encontram-se em grande quantidade. Essas 

microvesículas apresentam formas e tamanhos diversificados (Figura 13C), mas no geral 

são esféricas. Uma observação mais minuciosa sugere que essas estruturas são liberadas 

das células com citoplasma mais eletrodenso, como comentado acima, o que pode ser 

observado na Figura 13E, denominadas aqui de células doadoras. Essas micro ou 

nanovesículas, emergem dessas células e se dispersam pelo meio (Figura 13C), podendo 

entrar em contato com outras células e com elas se fundirem através da membrana 

plasmática (Figura 13F). A fusão das microvesículas ocorre com as células de citoplasma 

menos eletrodenso, denominadas aqui como células alvo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



FIGURA 13 - ULTRAESTRUTURA DE CÉLULAS DE MELANOMA MURINO (B16-

F1) APÓS EXPOSIÇÃO A BDE-209 POR 24H. 

 

FONTE: O autor (2021) 

LEGENDA: A. As setas indicam duas células distintas. B. Observe a presença de microvesículas ao redor 

das células (setas). C. As microvesículas fora das células estão relacionadas com as células escuras (seta), 

observe no detalhe as microvesículas (seta) (scala = 0,5 µm). D. Novamente, uma diversidade grande de 

vesículas é observada ao redor das células. E. As setas mostram as vesículas emergentes da célula doadora, 



observe na seta branca o momento da exclusão da vesícula da célula. F. Observe a fusão de microvesículas 

com uma célula-alvo. 

 

  



8 DISCUSSÃO 

O  modo de  vida  da  sociedade  moderna coloca o ser humano frente a uma situação 

paradoxal: se de um lado a cada dia temos mais tecnologia que gera mais conforto e 

qualidade de vida, de outro lado as substâncias utilizadas parar gerar tal conforto e 

qualidade de vida deixam  a  população  humana cada vez mais  vulnerável e exposta a 

substâncias potencialmente tóxicas.   

A presente discussão dos dados gerados sucita questões que muitas vezes superam a 

compreensão atual que temos de certos mecanismos celulares, uma vez que nossa 

abordagem é totalmente inovadora no campo da saúde, fazendo com que a explicação 

para os fatos relatados aqui seja ainda incipiente. Mesmo assim, observamos que ambos 

os poluentes selecionados para a continuidade desse tipo de abordagem toxicológica, 

surpreendentemente deixam evidências de que a exposição química pode ter um papel 

importante no surgimento, progressão e prognóstico de doenças como o câncer, que não 

deveriam ser negligenciadas. Liebel et al., (2015) já levantou essa questão quando 

observou que a exposição de células de carcinoma hepáticas a uma cianotoxina 

(cilindrospermopsina) apresentaram aumento nos parâmetros de viabilidade celular, sem 

demonstrar citotoxicidade como observado em células normais. 

Os seres humanos estão constantemente expostos a uma imensa gama de poluentes, mas 

nem tudo a que estamos expostos é de fato absrovido e têm potencial tóxico para o 

organismo. Para que a exposição seja efetiva, o poluente deve ser capaz de se absorvido 

pelo organismo. Isto se dá por tres vias principais: dérmica, inalatória e oral. As vias 

inalatórias e orais são de grande relevância para estudos populacionais, dado que são as 

vias mais comuns de exposição e pelas quais a entrada de poluentes é mais expressiva, 

devido aos processos de bioacumulação e biomagnificação. No entanto, para o presente 

estudo, a via dérmica é a mais relevante, dado que está é praticamente a única forma pela 

qual as células epiteliais estão expostas, já que o tecido epitelial é avascular e portanto 

irrisoriamente afetado pelas substâcias presentes na circulação sistêmica. O INCA em sua 

ultima edição do boletim de Vigilância Epidemiológica para exposição ocupacional, 

menciona diversos fatores de risco para o desenvolvimento de câncer de pele, entre eles 

a exposição ocupacional. Neste relatório fica claro que a exposição dérmica a certos 

poluentes é facilitada em trabalhadores dado o grande número de horas que passam em 

contato com tais substâncias. Agentes como arsênio, alcatrão, creosoto, fuligem, luz solar, 

hidrocarbonetos policíclicos, óleo mineral, ortoarsenicais, radiação ultravioleta, 



quimioterápicos antineoplásicos, radiação ionizante, óleo de xisto e bifenilas policloradas 

foram amplamente descritas e discutidas como causadoras de câncer de pele. Profissões 

como  mineiro, canteiro, pedreiro, soldador, trabalhador rural, salva-vidas, agentes de 

saúde, pescador, guarda de trânsito, farmacêutico, químico, instalador telefone/telégrafo, 

piloto de avião foram relatadas como as de maior risco de exposição dérmica. Isto 

demonstra a ampla gama de produtos e possibilidade de exposição via dérmica, aumento 

ainda mais a relevância social do presente trabalho. 

 

8.1  BAIXAS CONCENTRAÇÕES DE BDE-209 E TCDD NÃO COMPROMETEM A 

VIABILIDADE CELULAR DE B16-F1 E B16-F10 

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados com a intenção de verificar o 

surgimento de mudanças, nos tempos de exposição aguda e na crônica, como por 

exemplo, no número de células (ensaio do cristal violeta), atividade de desidrogenases 

celulares (ensaio MTT) e na integridade do sistema endolisossomal (ensaio do vermelho 

neutro). Desse modo, esses ensaios em conjunto fornecem dados a respeito da viabilidade 

celular,. Não observamos alterações morfológicas, quali e quantitativas pela microscopia 

de luz, nas diferentes concentrações e tempos quando comparamos expostos e controles. 

As diferenças na viabilidade só puderam ser avaliadas mediante os resultados dos ensaios 

realizados para este fim. 

O ensaio do cristal violeta (cloreto de pararosanilina) é um corante básico também 

conhecido como violeta de Genciana, que cora o núcleo das células, de forma que a taxa 

de crescimento celular/quantidade de células aderidas é refletida pela determinação 

colorimétrica das células coradas (GILLIES; DIDIER; DENTON, 1986). O ensaio de 

vermelho neutro avalia a captação e posterior acúmulo do corante nos endossomos e 

lisossomos, indicando a integridade do sistema endolisossomal. Este ensaio baseia-se na 

ligação do vermelho neutro, um corante supravital fracamente catiônico, à matriz 

lisossômica de células viáveis após sua incubação com agentes tóxicos (BABICH; 

BORENFREUND, 1990). O MTT é um dos ensaios usados para avaliar a citotoxicidade 

e baseia-se na capacidade de células viáveis reduzirem o MTT (3 - [4,5-dimetil-2-il] -2, 

brometo de 5-difenil tetrazólio),  através das desidrogenases formando cristais de 

formazan que possuem cor roxa característica ao serem dissolvidos em DMSO, 

possibilitando quantificação por espectrofotometria (REILLY et al., 1998). 



Em relação ao grupo controle a exposição aguda ao BDE-209 tanto para as células 

B16-F1 e B16-F10 apresentam aumento muito discreto na proliferação avaliada pelo 

ensaio de cristal violeta na concentração 1,0nM e 0,1 nM de BDE-209 respectivamente;  

o TCDD não apresentou nenhuma alteração importante em ambas linhagens e todas as 

doses estudadas. Na exposição crônica de B16F1 a 0,1nM de TCDD e de B16F10 a 0,1 

nM de BDE e 1,0 nM de TCDD observou-se uma aumento da proliferação pelo ensaio 

do cristal violeta.   Nossas concentrações estão de acordo com o que foi detectado in vivo 

por outros pesquisadores em humanos (Frederiksen et al., 2010; Van den Berg et al., 

2017) e não apresentaram respostas significativas quanto a proliferação celular. Zhi e 

colaboradores (2012), usaram concentrações de BDE-209 até 100 vezes maiors que as 

usadas no nosso estudo (5, 15, 25, 50 e 100 nM) por 24h e neste caso, observaram 

aumento dos parâmetros proliferativos em células Hela, MCF-7/ADR, OVCAR-3 e CHO. 

É importante ressaltar que cada linhagem celular possui características próprias, tornado 

a comparação entre tipos celulares distintos mais complexa. Zhi et al (2012) utilizou 

células neoplasicas de útero, adrenal e ovário, sendo que em todas os mecanismos 

celulares são dependentes de hormônios esteróis. Já os melanomas, por serem céuluas 

epidérmicas, sofrem pouca ou nenhuma influência hormonal, o que torna o mecanismo 

de respostas deste tipo celular distinto dos avaliados pelo supracitado autor, dificultando 

a comparação dos resultados.   Segundo Gao e colaboradores (2016) um aumento da 

capacidade de proliferação celular foi observado em células epiteliais expostas ao TCDD. 

Os autores revelam que ocorre um aumento no avanço da fase G1 para S, em células 

epiteliais fetais do palato humano (hFPECs) expostas ao TCDD nas concentrações de 

0.01, 0.1, 0.5 or 1 nM por até 5 dias, bem como um aumento de volume celular quando 

estas células iniciam a fase G2/M. As concentrações utilizadas por Gao e colaboradores 

(2016) são similare a utilizadas neste estudo e o tipo celular possui características e 

origem embrionária semelhantes, facilitando a comparação. Em seu estudo, Gao e 

colaboradores demosntraram um aumento da proliferção celular epitelial após a 

exposição ao TCDD de forma dose dependente; além disso observaram que esta 

proliferação estava relacionada ao aumento das proteínas e-caderina, vimentina e 

fibronectina, porém sem causar aumento na migração celular. Células epiteliais não 

neoplásicas não possuem características migratórias, diferentes de células epitelias de 

melanoma, que possuem alto podem migratório e de invasão tecidual. Já De Marchi 

(2019) valiando células de B16F1 expostas às mesas doses de DBE-209 e TCDD por 24h 

não  identificou alterações  na proliferação  e/ou  adesão  celular,  no entanto,  quando 



expostas às diferentes concentrações  de  TCDD  foi  observado  um  aumento  

significativo  na proliferação/adesão celular (~23%)  para todas as concentrações testadas.  

De Marchi (2019) teve resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho: em ambos 

trabalhos,  nos ensaios  crônicos, foi  observado  nas  células  expostas  à  concentração  

0,01  de  BDE-209  um  aumento dos  níveis  de  proliferação/adesão  celular, enquanto  

houve uma  redução desses  mesmos níveis  nas  células expostas à  concentração de 

TCDD 0,1. É interessante ressaltar que tanto o presente trabalho, quanto o trabalho de De 

Marchi (2019) encontraram resultados congruentes para a dose de 0,1 nM de TCDD, mas 

que a mesma alteração não pode ser observada para a maior dose. Isso pode ser explicado 

em parte pelo fenômeno de hormese. Diferente dos fênomenos dose-dependentes, em que 

o aumento da dose aumenta a toxicidade, no fenômeno de hormese a resposta é dita 

bifásica: em certas doses pode haver um efeito protetor/ estimulador que desaparece ou 

se torna tóxico com o aumento da dose   (COOK; CALABRESE, 2017) 

O teste do vermelho neutro para linhagem B16-F1 não evidenciou aumento no 

acúmulo do corante nas células, nem na exposição aguda nem na crônica de forma 

significativa para ambos poluentes testados. O que chama atenção é que na exposição por 

24 h, nas concentrações de BDE-209 0,1 nM, há uma tendência adiminuição no acúmulo 

deste corante, evidenciando uma diminuição da integridade do sistema endolisossomal. 

De Marchi (2019) verificou  um  aumento  significativo  na atividade do  sistema 

endossoma  lisossoma de células B16F1 expostas por 24h, na  concentração  de  BDE-

209  0,01  nM/mL (~20%) e  nas  concentrações  do  TCDD  0,1  e  1,0  nM/mL; a autora 

ainda evidenciou que para  a  exposição  crônica  de  15  dias  houve  uma  redução da  

retenção  do  corante  pelo  sistema  após  as  exposições  ao  BDE-209  e ao TCDD.  As 

células B16-F10 não respondem aumentando a captação do corante de forma significativa 

tanto na exposição aguda e crônica para ambos os compostos. O TCDD é uma molécula 

conhecidamente tóxica para a célula, no entanto, nenhuma alteração estatisticamente 

significativa foi observada no sistema endolisossomal após exposição crônica e aguda de 

ambas linhagens aqui estudadas.  

A exposição ao BDE-209 também não apresenta para as células B16-F1 um 

aumento da atividade de redução do MTT durante a exposição aguda e crônica. As B16-

F10 apresentam o mesmo comportamento não respondendo a exposição se assemelhando 

ao grupo controle, exceto para a exposição crônica a 1 nM de BDE-209. Jin e 



colaboradores (2010) expuseram células RTG-2 a doses variadas de BDE-209 (1 a 100 

uM) e também não observaram alteraçãoes na viabilidade celulr através do esaio de MTT. 

Foram realizadas exposições de curta duração (24h) e longa duração (15 dias) para 

simular células expostas aguda e cronicamente aos contaminantes estudados  e não há em 

nossos dados, algo que mostre que houve uma ação citotóxica significativa, para ambas 

linhagens, tempos de exposição e poluentes. Na literatura, no entanto, são  encotrados 

alguns resultados divergentes aos que foram observados nesse estudo para as células B16. 

Por exemplo, em células SH-SY5Y de neuroblastoma humano foram expostas ao BDE-

209 

de citotoxicidade como a diminuição da viabilidade afetando o teste de MTT (WEIHONG 

et al., 2008); neste exemplo a ressalva fica por conta da comparação entre tipos celulares 

tão distintos quanto melanomas e neuroblastomas. Apesar de ambas serem linhagens 

tumorais e possuirem origem ectodérmica, são células morfologica, fisiologica e 

bioquimicamente completametne distintas. Shiwei e colaboradores (2010) também 

realizaram exposição de células RTG-2 ao BDE-209 por 72 h nas concentrações de 1

resultados de MTT. Este segundo exemplo demonstra o potencial citotóxico do BDE-209 

em células gonadais de peixes. Aqui a ressalva fica por conta novamente do tipo ceular, 

cujo metabolismo é hormônio dependente o que pode influenciar drasticamente no padrão 

de resposta celular. Expondo células HepG2 por 24h e 48h ao BDE-209 na concentração 

Pereira e colaboradores (2017), mostraram que houve diminuição da 

viabilidade das células, observando a presença de apoptose e disfunção mitocondrial, 

aumento dos níveis das espécies reativas de oxigênio e fragmentação do DNA. A 

linhagem PC-12 (glândula adrenal de Ratus novergicus) exposta ao BDE-209 por Liu e 

colaboradores (2017) em diferentes concentrações por 48h também apresentavam 

estresse oxidativo o que leva a comprometimento celular e consequentemente a 

viabilidade observada in vitro diminui. Esse comprometimento da viabilidade não foi 

observado em B16-F1 e B16-F10 após exposição ao BDE-209, apesar de neste estudo 

não terem sido avaliados os danos relacionados ao estresse oxidativo. Isto demosntra a 

necessidade de ampliar a linha de pesquisa e realizar mais estudos futuros a fim de 

corroborar os dados aqui apresentados bem como elucidar os possíveis mecanismos 

moleculares associados. 



Após a análise dos nossos resultados sobre viabilidade, acreditamos que as 

concentrações usadas em nosso trabalho não são capazes de afetar as células, mantendo-

as ativas e multiplicando-se, respondendo a exposição do BDE-209, de outras formas não 

perceptíveis pelos ensaios de viabilidade.  

Para o ensaio do MTT, o TCDD apresentou um aumento das enzimas de 

metabolização na exposição crônica, dose de 0,1 nM, para a linhagem B16F10. Kim e 

colaboradores (2009) observaram  um aumento na atividade das enzimas que reduzem o 

MTT em céulas de insulinoma de ratos quando expostas ao TCDD por apenas 6 h numa 

concentração de 100 nM. Corroborando com a idéia da concentração, o trabalho de Zhou 

e colaboradores (2017) mostra uma atenuação dessa atividade após exposição ao TCDD 

em concentrações de 0,01 nM, 1 nM, 5 nM e 10 nM, por 24 h. Devido aos cuidados 

necessários para manutenção do experimento por 15 dias e pelos tempos encontrados, 

acreditamos que a exposição crônica não é o motivo destes resultados apresentarem 

poucas variações em testes de viabilidade, e sim, que o BDE-209 e o TCDD não são 

citotóxicos a ponto de comprometer as células B16-F1 e B16-F10.  

De forma similar o TCDD não afetou as células com as concentrações usadas aqui 

neste trabalho. Comparando nossos resultados com outros dados na literatura, existe uma 

forte evidência de que essas concentrações não são tóxicas as células melanocíticas B16. 

O mais importante é que essas concentrações, tanto de BDE-209 e de TCDD são 

encontradas em amostras humanas, o que levanta a preocupação, pois elas não são 

citotóxicas e ainda podem potencializar as características neoplásicas das células como 

será apresentado nos próximos resultados aqui discutidos. 

 

8.2 EXPOSIÇÃO AO BDE-209 E TCDD PROMOVE EM CÉLULAS B16 AUMENTO 

DE VIMENTINA E DIMINUIÇÃO DE E-CADERINA CARACTERIZANDO 

TRANSIÇÃO EPITELIO-MESENQUIMAL ESPECIALMENTE EM B16-F1 

Uma das características da EMT é a diminuição da proteína e-caderina e aumento 

da expressão da proteína vimentina. E-caderina é uma proteína responsável pela adesão 

célula-célula dependente de cálcio com papel essenciais no comportamento da célula 

epitelial, formação de tecido e supressão do câncer (VAN ROY; BERX, 2008). A 

vimentina, também conhecida como filamento intermediário de fibroblasto, é o principal 

filamento intermediário encontrado em células não musculares. Esses tipos de células 



incluem fibroblasto, células endoteliais, macrófagos, melanócitos, células de Schwann e 

linfócitos.  In vivo a vimentina geralmente não está presente em células epiteliais 

normais, no entanto, foi observada in vitro em células epiteliais e também pode mostrar 

expressão em células tumorais de origem epitelial (ROBINSON-BENNETT; HAN, 

2006). 

Os resultados observados para a expressão destas duas moléculas tem a ver com 

a transição epitélio-mesenquimal (EMT), processo no qual células epiteliais mudam sua 

configuração para mesenquimais. Esse fenômeno quando ocorre pode promover desde 

resistência a terapia contra o câncer deixando a célula mais resistente até a metástase já 

que a célula também consegue alterar drasticamente o microambiente ao seu redor 

(GARCIA-MAYEA et al., 2019). 

Por se tratarem de células neoplásicas, era esperado encontrar naturalmente uma 

maior expressão,da vimentina e uma diminuição da e-caderina. Nossos resultados 

corroboram o esperado e demonstraram uma diminuição acentuada da e-caderina e um 

aumento da vimentina em células expostas ao BDE-209, especialmente as B16-F1 nas 

seguintes concentrações 0,1nM e 1nM. A redução da e-caderina indica que as céulas estão 

menos aderidas umas as outras. A perda da adesão célula-células é o primeiro passo para 

o início do processo metastático, dado que é necessário o desprendimento de céulas do 

tumor primário para então invadir a circulação sanguínea ou linfática. Já o aumento da 

vimentina indica uma mudança fenotípicas das células, que deixam de exibir 

características de céulas epiteliais e passam a exibir características de céulas de tecido 

conjuntivo, mais especificamente fibroblastos. A expressão de marcadores mesenquimais 

como a fibronectica e a vimentina indicam que estas células possuem um maior potencial 

migratório. (CRAENE; BERX, 2013).  

Gae e colaboradores (2016) expuseram células epiteleiais de palato embrionário 

ao TCDD  e demonstraram um aumento da proliferação celular e do proceso de EMT. 

Neste estudo, assim como no nosso, foi evidenciado um aumento da e-caderina. Estudos  

realizados por Imura et al (2010) demonstraram que a exposição a TCDD em 

camundongos levou à formação de  fenda palatina em uma taxa elevada sendo que a 

etiologia envolveu a hiperproliferação  e a hipermigração desordenada de células 

epiteliais. Desta forma, fica evidente a capacidade do TCDD em reduzir a adesão célular 

e induzir a proliferação e migração em células epiteliais, com um enorme potencial 

promotor de metastases.  



No nosso estudo os efeitos do BDE-209 sobre a expressão da vimentina e da e-

caderina foram similares. Song et al (2014), estudando células progenitoras de sistema 

nervoso expostas ao BDE-209 observaram uma redução da expressão da vimentina. Neste 

caso a redução da expressão do marcador mesenquimal se deveu a toxicidade do poluente 

para células do sistema nervoso. Em nosso estudo não observamos tal toxicidade, mesmo 

tendo utilizado doses similares, o que nos leva a concluir que diferentes tipos célulares 

tem diferents sensibilidades a uma mesma dose do poluente. Qu et al (2015) expondo 

células neoplásicas de câncer de pulmão ao BDE-47, observou redução de e-caderina e 

aumento da vimentina, corroborando nosso achados mesmo que para outro poluente da 

classe dos PBDEs. 

Foi observado que a redução do marcador epitelial e-caderina, acompanhado por 

expressão aumentada de vimentina, característico da EMT, está ocorrendo de forma 

acentuada nos tratamentos quando comparados as células controle, evidenciados uma 

perda da adesão celular acompanhada de uma modificação fenotípica que favorece a 

migração. Ambas alterações observadas permitem concluir que exposição ao TCDD e ao 

BDE-209 aumenta o potencial metastáticodos melanomas por reduzir marcadores de 

adesão celular e aumentar a expressão de marcadores mesenquimais. A TEM está bem 

documentada para desempenhar um papel crítico na invasão tumoral e na metástase  

(CRAENE; BERX, 2013).  

Esses dados mostram que as células não apresentam diminuição por exemplo, 

como demonstrado em nossos resultados, de suas capacidades de proliferação e de 

atividades bioquímicas baseadas nos ensaios de viabilidade. Porém, fenotipicamente 

mudam a quantidade de proteínas que estão sendo expressas, sendo essas proteínas chave 

para o comportamento delas no microambiente favorecendo a dispersão e invasão das 

células para o ambiente adjacente. 

Se as células estão apresentando uma mudança de expressão de proteínas 

relacionada ao aumento da metástase, os resultados dos genes analisados neste trabalho 

permite indagar, se a exposição aos contaminantes está deixando as células mais 

metastáticas e ainda permite sucitar a seguinte questão: Podem as células B16-F1 após a 

exposição adquirirem um perfil de uma célula mais agressiva como a B16-F10? 



8.3 EXPOSIÇÃO AO BDE-209 E AO TCDD AUMENTAM A EXPRESSÃO DE 

GENES RELACIONADOS A PROGRESSÃO TUMORAL. 

Estudo preliminares do nosso grupo de pesquisa demosntraram que no ensaio 

clonogênico, ambas linhagens aqui estudadas quando expostas ao TCDD e ao BDE-209, 

não apresentaram crescimento ou aumento das colônias dos grupos em relação ao 

controle. Esses resultados demonstram que, apesar dos contaminantes, nestas 

concentrações, não interferirem com a proliferação celular (ensaio do Cristal violeta), 

geraram algum tipo de mudança a ponto de visualmente percebermos uma mudança de 

ocupação no poço. As células não formavam mais colônias elas estavam mais dispersas 

em pequenos grupos. Se os testes de viabilidade não apresentavam mudanças 

significativas, nossos resultados de expressão gênica mostram uma mudança do padrão 

de expressão após as exposições. 

A configuração apresentada pela expressão dos genes das células controle de B16-

F1 e B16-F10 era esperada. Células tumorais com capacidade metastática caracterizam-

se além de outros parâmetros bioquímicos pela secreção e ativação das MMPs produzidas 

pelas próprias células do tumor ou por células estromais, tais como fibroblastos e 

macrófagos. Isto porque o grande papel das metaloproteinases é a degradação da matriz 

extra celular, favorecendo e facilitando o processo de migração celular essencial para que 

ocorram as metastáses. Há uma associação entre o aumento da expressão de MMPs e 

invasividade tumoral e o processo de metástase, já que seus inibidores (TIMPs) estão 

diminuídos. Células tumorais superexpressam proteases, sendo esta regulação alterada o 

que favorece a degradação da Matriz extracelular (MEC) (HOFMANN et al., 2000; LEE 

et al., 2003; ROY; YANG; MOSES, 2009; VALDIVIA et al., 2011). 

A invasão de células neoplásicas melanocíticas para o microambiente circundante, 

localmente e a uma distância do tumor primário, é facilitada pela expressão de proteases 

que degradam a matriz extracelular (FRANK et al., 2012). Após as exposições, 

observamos que essas características de expressão aumentaram, apresentando um perfil 

de expressão bem definido com aumento das MMPs e PGK1 e diminuição dos seus 

inibidores e RECK. 

A diminuição da expressão do gene TIMP2 após a exposição aos contaminantes, 

principalmente após a exposição ao BDE-209 é um dado significativo, pois representa 

em nossos resultados a maior diminuição em B16-F1. É um dado que merece atenção 

pois, de acordo com Neidhart colaboradoress  (2016), TIMP2 é um inibidor 



das metaloproteinases da matriz (incluindo MMP2) e reduz o potencial invasivo dessas 

células tumorais. Curiosamente, em nossos resultados de exposição das células B16-F1 

ao BDE-209, não só diminuíram TIMP2 como aumentaram MMP2.  

Ainda observando a mudança de expressão em B16-F1, a concentração de 1 nM 

de BDE-209, promove um aumento em MMP14. A atividade catalítica de MMP14 é 

necessária para promover metástases e que possivelmente seus inibidores podem ser 

eficazes na prevenção da disseminação do melanoma. Shaverdashvili e colaboradores 

(2014), usaram um modelo de melanoma murino ortotópico onde mostraram que a 

MMP14 é necessária para metástase e que na ausência desta MMP não ocorria tal 

processo. Também descrito neste trabalho, onde a MMP-2 é ativada por MMP14. A 

atividade catalítica de MMP14 é necessária para promover metástases e que 

possivelmente seus inibidores podem ser eficazes na prevenção da disseminação do 

melanoma. 

Essa relação é observada em todas as exposições em que proporcionalmente 

MMP2 e MMP14 aumentam na mesma proporção nos tratamentos em relação ao controle 

nas duas linhagens de células utilizadas. 

Tanto o BDE-209 quanto o TCDD, de acordo com os resultados, aumentam a 

expressão de MMP2 e MMP9, diferente do que foi apresentado por Shi e colaboradores 

(2015), que utilizaram o modelo murino de melanoma intraocular apresentando como 

resultado a inibição do crescimento do tumor no grupo de ratos tratados com b-elemene, 

demosntrando que diferentes poluentes são capazes de sucitar diferentes respostas 

moleculares. Shi et al, observaram que a expressão de MMP-2 e MMP-9 foi mais baixa 

em relação ao grupo controle o que claramente configura como uma ação de inibição do 

processo metastático, justamente o que eles queriam mostrar. Esse dado apenas corrobora 

com a ideia de que BDE-209 e TCDD estimulam a progressão metastática. 

A proteína expressa pelo gene RECK está envolvida na modulação de MMP2, 

MMP9 e MMP14 (DONG et al., 2010). Esse gene sofre grande mudança (down 

regulation) quando exposto ao BDE-209 em células B16-F1, no entanto, as mudanças 

observadas em B16-F10 são menores. Isso porque a linhagem B16F10 já possui 

características altamente metastáticas quando comparada a linhagem B16F1. Desta 

forma, nosso resultados quanto a expressão de MMP2, MMP9 e MMP14 nos levam a 

hipotetizar que a exposição ao BDE-209 principlamente, altera o padrão de expressão 



gênica de células tumorais  melanocíticas, tornando-as mais agressivas e com maior 

potencial metastático.  

A exposição ao TCDD não provoca em células B16F1 mudanças tão significativas 

como as observadas após exposição ao BDE-209, porém observa-se a diminuição dos 

TIMPs e RECK, aumentando a diferença de expressão entre metaloproteinases e seus 

inibidores. Olhando rapidamente vemos que os resultados mostram uma influência maior 

do BDE-209 nas células B16F1 em relação a exposição do TCDD. 

As células B16-F10 são consideradas mais agressivas em relação às B16-F1 por 

apresentarem maior taxa de proliferação e maior comportamento metastático mas são 

geneticamente menos estáveis que as B16-F1(OVERWIJK; RESTIFO, 2001). Por isso 

mesmo o seu perfil de expressão dos genes aqui estudados mostra uma maior e mais 

definida expressão dos genes das MMPs e PGK1 em relação aos inibidores. Após a 

exposição aos contaminantes as células B16-F10 apresentam variações similares as B16-

F1, mas não tão marcantes, pois ja possuiam elevado potencial agressivo e metastático 

antes mesmo da exposição ao xenobióticos. As B16-F1, especialmente nos grupos 

expostos a BDE-209 1nM, TCDD 0,1 nM e 1 nM,  adquirem um perfil de expressão que 

se assemelha a B16-F10, sugerindo um avanço em seu poder metastático. 

Acompanhando o observado nos testes de viabilidade einvestigamos se realmente 

estava ocorrendo uma potencialização da capacidade metastática através da expressão de 

proteínas relacionadas a este comportamento a e-caderina e a vimentina. O aumento da 

expressão da vimentina e a redução da expressão da e-caderina corroboram estes 

resultados, demosntrando uma perda da adesão celular e um incremnto da expresão de 

marcadores mesenquimais, favorecendo o processo de transição epitelio mesenquimal.  

 

8.4 EXPOSIÇÃO AO BDE-209 E TCDD LEVA CÉLULAS B16-F1 A UMA 

CONFIGURAÇÃO COMPATÍVEL A DE CÉLULAS MAIS AGRESSIVAS COMO 

B16-F10 

A Figura 14 reúne dados apresentados anteriormente nos permite comparar os 

perfis de expressão de células B16-F1 expostas ao BDE-209 e ao TCDD com o perfil de 

célula B16-F10 muito mais agressiva indicando que a mudança de perfil corroborando 

como nossa hipótese que é a de que a exposição ao BDE-209 e ao TCDD nestas 



concentrações aqui estudadas, podem mudar o fenótipo de uma célula B16-F1 tornando-

a mais agressiva como uma B16-F10. 

 

FIGURA 14. NÍVEIS DE QUANTIFICAÇÃO RELATIVA DA EXPRESSÃO GÊNICA 

DE CÉLULAS B16-F1 E B16-F10 MOSTRANDO OS PERFIS DE EXPRESSÃO DE 

CADA GENE PARA CÉLULAS CONTROLE E AS DE CADA TRATAMENTO. 

 

FONTE: O autor (2021). 

LEGENDA:  A expressão relativa (genes em relação ao endógeno Beta-Actina) após análise de 3 repetições 

independentes com duração de 15 dias (exposição crônica). Em destaque os níveis de expressão de B16-F1 

com alterações mais significativas quando comparadas as expressões de B16-F10. 

 

 Nossos resultados corroboram com os apresentados pelo nosso grupo de pesquisa, 

e publicados por Brito e colaboradores (2020) recentemente. Neste trabalho foram 

realizadas exposição de camundongos C57BL via oral de BDE-209 na concentrações de 

(0.08; 0.8; 8 g kg 1 utilizando óleo de milho como veículo) por 45 dias e dois grupos 

controle um com o óleo de milho e o outro sem nenhum tratamento. Após o período de 

exposição, foram inoculadas células B16-F10 via caudal nos camundongos 

C57BL/6. Após a a inoculação inicial, os indivíduos dos cinco grupos previamente 

expostos ao BDE-209 receberam quatro doses adicionais de BDE-209 a cada cinco dias 

até o final do experimento (20 dias) para posterior coleta de órgãos para observar 

existência de metástases. 



Brito e colaboradores (2020) demonstraram que a exposição ao BDE-209 pode 

aumentar a incidência de metástases no cérebro, fígado, rim e gônadas de camundongos, 

pois o esperado eram apenas metástases pulmonares, resultado comum neste tipo de 

experimento. Observaram que a exposição ao BDE-209 aumentava drasticamente a 

disseminação de metástases na periferia e dentro do cérebro além de, fígado, rim e 

gônadas. Diferente dos que encontramos na literatura em trabalhos que mostram outros 

tipos celulares, utilizando concentrações superiores as nossas, e células tendo sua 

viabilidade afetada de forma negativa, nossas concentrações mostram que as células 

tornam-se mais metastáticas. Esse trabalho aqui citado, utiliza concentrações compatíveis 

as nossas, não observando inviabilidade celular, pelo contrário, as metástases 

aumentaram e atingiram pontos não esperados. 

Se nós estamos aqui mostrando a mudança de expressão de E-caderina e 

Vimentina e o aumentos de genes de Metaloproteínases e a diminuição da expressão de 

seus inibidores, este trabalho é a prova de que nestas concentrações há a possibilidade do 

aumento da disseminação de células neoplásicas in vivo devido a exposição aos 

contaminantes. Da mesma forma que, nosso trabalho consegue explicar o que porquê da 

observação do aumento de metástases no experimento de Brito e colaboradores (2020).  

 

8.5 ANÁLISE DE IMAGENS DA ULTRAESTRUTURA APÓS EXPOSIÇÃO AO 

BDE-209 0,1NM POR 24HR 

Células  secretam  uma  variedade  de  pequenas  vesículas  muitas  vezes  

denominadas  como exossomos, microvesículas, micropartículas ou nanovesículas.  As 

microvesículas ou nanovesículas são conhecidas também por exossomas, apresentam 

forma esférica e tamanho variado podendo chegar a 1000 nm de diâmetro: quando o 

diâmetro está entre 40 e 100 nm, são denominadas nanovesículas; para diâmetros de 100 

a 200 nm recebem a denominação de microvesúculas ou exossomas (PANT; HILTON; 

BURCZYNSKI, 2011).  

Exossomos são vesículas membranosas que possuem em torno de 40 a 100 nm de 

diâmetro de origem endocítica, liberadas por uma variedade de células para o espaço 

extracelular (SIMPSON; JENSEN; LIM, 2008). Como estas estruturas são derivadas de  

compartimento  endossomal  celular  presume-se  que  o  conteúdo  dos  exossomos  seja  

de origem citoplasmática (PANT; HILTON; BURCZYNSKI, 2011).  Independente da 



classificação de acordo com o tamamnho, essas estruturas apresentam uma diversidade 

grande quanto a sua origem, podendo ser diretamente da célula de origem ou mesmo de 

outras microvesículas. Apresentam também uma membrana de composição lipoproteíca  

e podem conter ácidos nucleicos no seu interior (mRNA, miRNA, RNAs não codificados 

ou mesmo DNA) (KOSAKA et al., 2016). Apresentam em suas membranas, proteínas 

transmembranas ou ancoradas, responsáveis pela fusão de membranas entre a vesícula da 

célula doadora e a membrana plásmática da célula rceptora; além da fusão entre 

membranas, os exossomas podem ainda serem fagocitadas pela célula receptora 

(WEIDLE et al., 2017). Os exossomas podem transferir seu conteúdo para células 

vizinhas ou distantes com a preservação das suas funções moleculares (LEE et al., 2012).    

Segundo Tkach e Théry (2016) as vesículas extracelulares, como as denominam, 

são um forte mecanismo de comunicação celular a curta e longa distância. A classificação 

em geral deve-se à sua origem e a nomenclatura de exossomos segundo esses autores, é 

aplicada às vesículas acima de 200 nm de diâmetro. Segundo os mesmos autores, a fusão 

com a célula alvo se dá via receptores de ligação com a membrana plasmática podendo 

ser endocitada ou liberar seu conteúdo no citosol da célula alvo. Observa-se portanto, o 

essencial papel destas vesículas em processo de comunicação intercelular. 

A  comunicação  intercelular  consiste  em  uma  característica  essencial  de  

organismos multicelulares e pode ser mediada pelo contato direto célula-célula ou através 

da transferência de  moléculas  secretadas diretamente ou entregues por meio de vesículas, 

os exossomos. Estas vesículas de secreção são  estruturas  complexas  compostas  por  

uma  bicamada  lipídica  que  contém  proteínas transmembranares e engloba 

componentes hidrofílicos solúveis derivados do citoplasma  da célula doadora. As 

moléculas contidas no interior destas vesículas têm sido apontadas como capazes de afetar 

a fisiologia das células receptoras  vizinhas  de  diversas  maneiras,  a  partir  da  indução  

da  sinalização  intracelular  desencadeada  após  sua  ligação  com  receptores,  para  

conferir  novas  propriedades  celulares adquiridas  com  a  aquisição  de  outros  

receptores,  enzimas  ou  mesmo  material  genético  das VEs (THÉRY; OSTROWSKI; 

SEGURA, 2009).  

De  modo  geral, exossomos  exercem  os  seus  variados efeitos biológicos 

ativando  diretamente  receptores  de  superfície  celular, através  de  proteínas  e  ligantes  

lipídicos  bioativos,  fundindo  seus  conteúdos  na  membrana plasmática  da  célula  

receptora  e  entregando  efetores  às  mesmas,  que  incluem  fatores  de transcrição,  



oncogenes,  pequenos  e  grandes  RNAs  reguladores  não  codificantes  (tais  como 

miRNAs), RNAm e partículas infecciosas (RATAJCZAK et al., 2006; EL 

ANDALOUSSI et al., 2013; LEE et al., 2013). As moléculas sinalizadoras transferidas 

por meio de vesículas participam de eventos fisiológicos normais, promovendo  a  

manutenção  e  plasticidade  de  células  tronco,  reparação  tecidual,  ativação imunológica  

e  coagulação  sanguínea,  além  de  atuarem  como  complexos  de  sinalização 

multifuncionais no controle das funções celulares e biológicas essenciais (RATAJCZAK 

et al., 2006; GATTI et al., 2011; EL ANDALOUSSI et al., 2013).   No entanto, devido a 

ampla gama de moléculas transportadas, não  é  de  se  surpreender  que  os exossomas  

desempenhem  também  um  papel  fundamental  na patogênese  de  determinadas  

doenças entre elas o câncer  (EL  ANDALOUSSI  et  al.,  2013).  

Recentemente, diversos autores têm demosntrado a transmissão de moléculas por 

meio de exossomos de células neoplásicas, para células não neoplásicas (KAHLERT; 

KALLURI,  2013;  WEBBER;  YEUNG;  CLAYTON,  2015). A transmissão de 

exossomos secretados por células cancerosas  para  outros  tipos  celulares  representa  

uma  sofisticada  e  recíproca  forma  de comunicação  intercelular,  através  da  qual  são  

entregues  cargas  de composição complexa  (KAHLERT; KALLURI,  2013;  WEBBER;  

YEUNG;  CLAYTON,  2015).  Deste modo, cada vez mais evidências indicam que os  

exossomos  derivados  de  células  neoplásicas  desempenham  funções  pleiotrópicas  no 

microambiente  tumoral  ao  atuarem  como  mensageiros  eficientes  na  comunicação  

entre  as células  tumorais  e  estromais,  promovendo  o  recrutamento  de  células  

inflamatórias, angiogênese e a degradação da matriz extracelular (MEC) (GUO; GUO, 

2015). A  descrição  exossomas  no  melanoma  iniciou-se  com  Sloane  et  al  (1986), 

que  associou  a  liberação  de  fragmentos  da  membrana  plasmática  com  o aumento  

da  capacidade  metastática  de  células  das  linhagens  B16  de melanoma  murino  

[Sloane  BF  et  al,  1986].  Contudo,  os  estudos  sobre  a atuação dessas vesículas na 

progressão do tumor ainda são pouco explorados. Conforme demosntrado pelo nosso 

trabalho, células de baixo potencial metastático como as B16F1, passam a exibir um 

fenótipo mais metastático conforme evidenciado pela expressão da e-caderina, vimentina 

e dos genes relacionados às MMPs e Às TIMPs. Além disso, evidenciamos a secreção de 

exossomos entre células B16F1, corroborando a hipótese de que moléculas secretas por 

uma célula podem estar inteferindo no desenvolvimento e progressão tumoral, por meio 

da comunicação intercelular.  



Os exossomas são secretados em grandes quantidades pelas células cancerosas em 

comparação com células normais. São envolvidos com a iniciação, crescimento, 

progressão e resistência dos tumores ao tratamento quimioterápico, pela alteração do 

microambiente como a transferência de proteínas oncogênicas e ácidos nucleicos. O papel 

dos exossomos na metástase é muito amplo e vai desde a intermediação das células 

tumorais com fibroblastos, células edoteliais, astrócitos e adipócitos até fatores 

relacionados com a imunossupressão e organotropismo. Segundo Tkach and Théry 

(2016), os exossomos de tumores podem diretamente modificar intrinsicamente a 

capacidade de mobilidade e invasividade das células do próprio tumor. Esse pode ser o 

mecanismo que explique talvez a alteração observada na expressão dos genes 

metastáticos no presente estudo que fizeram com que as células alterassem o seu fenótipo 

pela exposição ao BDE-209.   

A comunicação célula-célula é essencial para a regulação de vários fenômenos 

biológicos em organismos multicelulares, incluindo o desenvolvimento e a homeostase. 

A desregulação dessas interações leva à comunicação célula-célula inadequada, 

resultando no desenvolvimento de doenças. As células cancerosas se comunicam 

intimamente com as células em seu microambiente, e esta comunicação promove 

malignidade por meio de crescimento anormal, invasão, resistência aos medicamentos e 

metástases. Assim compreender as interações célula-célula no câncer é essencial para o 

desenvolvimento de novos agentes anticâncer ou o papel dos poluentes no prognóstico 

dessa doença. Como resultado, investigar as ferramentas de comunicação utilizadas pelas 

células cancerosas parece ser um caminho sem volta para a compreensão dessas 

interações e o próprio desenvolvimento e tratamento do câncer.  

Nesse trabalho, o papel dos exossomos  na compressão dos efeitos de poluentes 

como BDE-209 e o TCDD no desenvolvimento do câncer são incipientes, porém 

promissores, abrindo uma nova possibilidade de investigação para estudos futuros. No 

entanto, é sabido que vários aspectos relacionados ao câncer são mediados por 

exossomos,  sendo assim propomos que focar estudos nessas informações pode 

representar uma nova estratégia de estudo para avaliação dos efeitos de poluentes em 

populações humanas. 

Esses são eventos altamente complexos e baseados na interação entre uma célula 

tumoral e outros tipos celulares e nossos resultados, apesar de promissores, são apenas o 

passo inicial parao desenvolvimento de uma nova linha de pesquisa futura. No entanto, o 



fato do BDE-209 induzir uma grande quantidade de exossomas nas células B16-F1 não 

deve ser negligenciada, e com base no exposto anteriormente, é um resultado que 

corrobora uma série de outros dados obtidos nesse estudo e em outros trabalhos in vitro 

e in vivo, recentes do nosso grupo de pesquisa. Foi observado nesse trabalho que as células 

menos agressivas (B16-F1) apresentam um fenótipo modulado pela presença do BDE-

209 se aproximando de um comportamento de células mais agressivas como as B16-F10. 

Não bastasse isso, os resultados in vivo do trabalho de Brito et al., (2020 e 2021), 

mostraram que o tratamento com BDE-209 leva a uma maior dispersão de nódulos 

tumorais em camundongos, bem com aumenta a resistência quimioterápica ao 

medicamento dacarbazina. É possível portanto, que a grande quantidade de exossomas 

liberados pelas células B16-F1 possam ser uma das explicações possíveis para entender 

o efeito do BDE-209 em promover aumento de metástases nos estudos in vivo. 

  



9 COMENTÁRIOS FINAIS 

Os cuidados e o rigor que foram tomados durante os experimentos com a 

manutenção do cultivo, a continuidade da exposição até os 15 dias para simular uma 

população de células mais homogênea, estudos em triplicata e com três experimentos 

independentes, estamos certos que após sucessivas exposições nas concentrações 

testadas, não há interferência experimental que nos leve a questionar a acurácia dos 

resultados apresentados. Foram realizadas nesse estudo analises in vitro de exposição de 

células B16-F1 e B16-F10 aos contaminantes BDE-209 e TCDD. O TCDD é descrito na 

literatura como um conhecido carcinogênico enquanto para o BDE-209 existem ainda 

muitas dúvidas quanto ao seu papel na modificação do fenótipo celular. Após analisar os 

nossos resultados, foi muito interessante percerber que o BDE-209 apresenta uma maior 

capacidade de modular as células tumorais da linhagem do melanoma, influenciando e 

potencializando seu potencial metastático conforme demosntrado pela expressão de genes 

relacionados à invasividade e proteínas relacionadas à transição epitélio-mesenquimal, 

quando comparado ao TCDD. Isso foi possível porque foram testadas as mesmas 

concentrações, tempos e condições experimentais para os dois poluentes. Além disso, as 

concentrações testadas (0,01 nM, 0,1 nM e 1 nM) não se apresentaram citotóxicas a ponto 

de comprometer a viabilidade das células de melanoma, o que confere robustez aos nossos 

resultados de mudança de fenótipo, pois são concentrações realísticas com base na 

detecção no plasma, leite materno de populações humanas e no alimento.  

Após análise dos nossos dados e comparando com resultados já apresentados pelo 

grupo de Toxicologia Celular especialmente o trabalho de Brito  e colaboradores (2020), 

fica evidente que o BDE-209 modula a mudança de fenótipo em células de melanoma 

murino favorecendo um maior capacidade metastática dessas células, não observado com 

a mesma evidência para o TCDD. Esse é um dado importante do ponto de vista 

toxicológico, pois demonstra que apesar do TCDD apresentar efeitos genotóxicos 

conhecidos, não apresenta o mesmo potencial de modulação neoplásica que o BDE-209 . 

Foi observado que a exposição ao BDE-209 na concentração de 1 nM levou a uma 

alteração no perfil de expressão de moléculas promotoras e inibidoras de progressão 

tumoral em células B16-F1, modulando o perfil de expressão de genes relacionados à 

capacidade invasiva, potencialmente favorecendo uma mudança de comportamento 

celular de uma células menos agressiv e de menor potencial metastático para uma céula 

mais agressiva e de maior potencial metastático. Isso se deu por dois motivos: primeiro 



pela utilização das mesmas concentratações teste em ambas as linhagens e segundo 

porque as células B16-F10 são naturalmente mais agressivas, funcionando nesse estudo 

 

Tais resultados são um forte indício de que células do melanoma quando expostas 

ao BDE-209 não sofrem nenhum efeito  citotóxico, no entanto, após a exposição adquirem 

um perfil de expressão gênica e de proteínas que as deixam com um maior potencial 

metastático. O TCDD, apesar de apresentar características similares às descritas para o 

BDE-209, apresentou alterações rmenos acentuadas. Sendo assim, essa mudança singular 

aqui observada onde uma célula menos agressiva ganha características de uma mais 

agressiva nos leva a pensar que a exposição prolongada aos poluentes estudados, pode 

levar a uma progressão do melanoma, acentuando o estado da doença no caso de uma 

exposição de pacientes, bem como interferindo negativamente com o seu tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 15. APÓS A EXPOSIÇÃO AOS CONTAMINANTES ESTUDADOS 

OCORRE UM AUMENTO DA AGRESSIVIDADE DE CÉLULAS B16-F1 E DAS 

B16-F10, ESPECIALMENTE APÓS A EXPOSIÇÃO AO BDE-209. 

 



 

FONTE: O autor (2021). 

 

  



10 CONCLUSÕES 

 

- A exposição aguda e crônica aos contaminantes BDE-209 e TCDD nas concentrações 

de 0,01 nM, 0,1 nM e 1 nM não comprometem a viabilidade das células da linhagem do 

melanoma murino B16-F1 e B16-F10; 

-  A exposição ao BDE-209 induz a liberação de exossomos em células B16-F1 depois 

de 24 h de exposição. 

-  Após a exposição aos contaminantes BDE-209 e ao TCDD nas concentrações 

estudadas, a expressão das proteinas relacionadas à transição epitélio-mesenquimal é 

potencializada fazendo com que a E-caderina diminua muito sua expressão e a Vimentina 

aumente; 

-  Após a exposição aos contaminantes BDE-209 e ao TCDD nas concentrações 

estudadas, a expressão dos genes MMP2, MMP9, MMP14, PGK1, TIMP1, TIMP2, 

TIMP3 e RECK é alterada, principalmente nas células B16-F1. A alteração observada em 

células B16-F10 é muito pequena quando comparada as B16-F1. 

- Células B16-F1 quando expostas ao TCDD nas concentrações estudadas apresentam 

uma mudança de expressão dos genes menor quando comparada a exposição ao BDE-

209. 

-  Células B16-F1 quando expostas ao BDE-209 na concentração de 0,1 nM apresentam 

uma mudança de perfil de expressão especialmente nos genes MMP2, MMP9, MMP14 e 

PGK1 que aumentam sua expressão e TIMP2, TIMP3 e RECK que diminuem sua 

expressão criando um perfil muito similar aos das células B16-F10. 

-   A concentração de 0,1 nM de BDE-209 apresenta o maior poder de mudança de 

expressão de proteínas, genes e não diminui parâmetros de viabilidade dando a células 

B16-F1 características de que se tornaram mais metastáticas. 
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