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RESUMO

Estudos recentes tém explorado a reutilizacdo da fluoxetina, um conhecido
antidepressivo inibidor seletivo da recaptacao de serotonina (ISRS), por seu potencial
como agente anticancerigeno. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
fluoxetina em dosagens que variaram de 0,0025 a 0,025 mg/mL no crescimento de
culturas de células de melanoma (B16F10) e adenocarcinoma mamario (4T1).
Culturas de células de melanoma B16F10 e adenocarcinoma mamario 4T1 foram
tratadas com fluoxetina em diferentes concentragées (0,0025, 0,005, 0,01 e 0,025
mg/mL). A viabilidade celular foi avaliada por meio de ensaios padréo, incluindo MTT
e exclusdo de azul de trypan, ao longo de um periodo de 72 horas. Os resultados
indicaram que a fluoxetina apresentou um efeito inibitério dose-dependente no
crescimento celular em ambas as linhagens celulares, B16F10 e 4T1. Na maior
concentragao testada (0,025 mg/mL), foi observada uma leve, mas estatisticamente
significativa, redugdo na viabilidade celular em comparagdo com os controles n&o
tratados. Especificamente, as células de melanoma B16F10 apresentaram uma
reducdo na viabilidade de aproximadamente 10%, enquanto as células de
adenocarcinoma mamario 4T1 demonstraram uma reducdo de cerca de 12%.
Concentragdes mais baixas de fluoxetina (0,0025 mg/mL) tiveram impacto minimo no
crescimento celular, sugerindo um efeito limiar. A fluoxetina, nas concentragdes
testadas, exibiu um efeito inibitério modesto na proliferagcao de células de melanoma
e adenocarcinoma mamario in vitro. Esses resultados preliminares apoiam o potencial

da fluoxetina como adjuvante na terapia contra o cancer.

Palavras-chave: Fluoxetina, Melanoma, Adenocarcinoma Mamario, Cultura de

Células, Terapia contra o cancer, Viabilidade celular.



ABSTRACT

Recent studies have explored the repurposing of fluoxetine, a well-known selective
serotonin reuptake inhibitor (SSRI), for its potential anticancer properties. This
investigation aimed to evaluate the effects of fluoxetine at dosages ranging from
0.0025 to 0.025 mg/mL on the growth of melanoma (B16F10) and breast
adenocarcinoma (4T1) cell cultures. Cultures of B16F10 melanoma cells and 4T1
breast adenocarcinoma cells were treated with fluoxetine at various concentrations
(0.0025, 0.005, 0.01, and 0.025 mg/mL). The cell viability was assessed using standard
assays, including MTT and trypan blue exclusion, over a 72-hour period. The findings
indicated that fluoxetine exhibited a dose-dependent inhibitory effect on cell growth in
both B16F10 and 4T1 cell lines. At the highest concentration tested (0.025 mg/mL), a
slight but statistically significant reduction in cell viability was observed in comparison
to untreated controls. Specifically, B16F10 melanoma cells showed a reduction in
viability by approximately 10%, while 4T1 breast adenocarcinoma cells demonstrated
a reduction of about 12%. Lower concentrations of fluoxetine (0.0025 mg/mL) resulted
in minimal impact on cell growth, suggesting a threshold effect. Fluoxetine, at the
tested concentrations, displayed a modest inhibitory effect on the proliferation of
melanoma and breast adenocarcinoma cells in vitro. These preliminary results support

the potential of fluoxetine as an adjuvant in cancer therapy.

Keywords: Fluoxetine, Melanoma, Breast Adenocarcinoma, Cell Culture, Cancer

Therapy, Cell Viability.
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1 INTRODUGAO

O céncer € uma das principais causas de morbimortalidade global,
caracterizado por um crescimento celular descontrolado e pela capacidade de invasao
de tecidos adjacentes e distantes, o que frequentemente resulta em complicagdes
graves e alta letalidade (Siegel et al., 2023). O manejo do cancer exige estratégias
terapéuticas multimodais, que incluem quimioterapia, radioterapia e imunoterapia,
frequentemente acompanhadas de efeitos colaterais debilitantes, como dor crénica,
depressdo e ansiedade. Nesse contexto, medicamentos psicotropicos, como 0s
inibidores seletivos da recaptagcao de serotonina (ISRS), tém sido amplamente
utilizados para mitigar os sintomas emocionais e psicolégicos associados ao
diagnostico e ao tratamento oncologico, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes (Bortolato et al., 2016; Boursi et al., 2018).

Além de suas aplicagdes tradicionais no manejo de disturbios psiquiatricos, ha
um crescente interesse no potencial de medicamentos psicotropicos como agentes
moduladores do microambiente tumoral. Substancias como a fluoxetina, um ISRS
amplamente prescrito, possuem atividades anti-inflamatorias e antiproliferativas em
diferentes modelos experimentais (Stark et al., 2020). Essas propriedades sao
atribuidas a capacidade dos psicotropicos de interferir em vias metabdlicas e
sinalizagdes celulares essenciais para a sobrevivéncia e proliferacdo de células
tumorais, incluindo a regulagcédo de processos como o estresse oxidativo, a apoptose
e a inflamagao crénica, os quais estdo intimamente relacionados a progressdo do
cancer (Liao et al., 2022).

Embora estudos in vitro e in vivo tenham demonstrado efeitos promissores, o
conhecimento acerca dos mecanismos pelos quais os psicotropicos modulam o
crescimento e a viabilidade celular em linhagens tumorais ainda é incipiente. Isso
destaca a necessidade de investigagdes experimentais que avaliem de maneira
sistematica as concentragdes e condicdes ideais para que esses compostos exibam
atividades antitumorais, bem como a especificidade de suas a¢des em diferentes tipos
de cancer (Gwynne et al., 2017).

Dessa forma, o presente estudo justifica-se pela relevancia de explorar os
efeitos citotdxicos e antiproliferativos de psicotropicos em culturas de células tumorais,
ampliando o entendimento sobre as potenciais aplicagdes adjuvantes desses

farmacos na oncologia. Ao investigar a fluoxetina como modelo, busca-se fornecer



uma base cientifica para futuros estudos translacionais, que possam contribuir para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes e menos toxicas para pacientes

oncologicos.



2 OBJETIVOS

Obijetivo Geral

Avaliar os efeitos de medicamentos psicotrépicos, com énfase na fluoxetina,

sobre o crescimento e a viabilidade celular em culturas de células tumorais de

melanoma (B16F10) e adenocarcinoma mamario (4T1).

Objetivos Especificos:

e Determinar o impacto da fluoxetina em diferentes concentragdées (0,0025,
0,005, 0,01 e 0,025 mg/mL) na viabilidade celular de linhagens tumorais
B16F10 e 4T1.

e Avaliar a relacdo dose-dependente dos efeitos da fluoxetina sobre a
proliferagao celular ao longo de um periodo de 72 horas, utilizando ensaios de
MTT e exclusao de azul de trypan.

e Comparar a resposta ao tratamento com fluoxetina entre as linhagens celulares
de melanoma e adenocarcinoma mamario, identificando possiveis diferengas

na sensibilidade ao farmaco.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O cancer é uma das principais causas de morte em todo o mundo. Em 2023,
estimou-se que mais de 19 milhdes de novos casos de cancer foram diagnosticados
globalmente, com cerca de 10 milhées de mortes atribuidas a doenga (Siegel et al.,
2023). Entre os tipos mais prevalentes, destacam-se o cancer de pulmao, mama,
colon e proéstata, que juntos correspondem a mais de 40% dos diagndsticos (WHO,
2022). No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou aproximadamente 704
mil novos casos de cancer para o triénio 2023-2025, com destaque para os canceres
de pele ndo melanoma, mama e prostata como os mais comuns (INCA, 2023).

O diagnostico de cancer € um evento altamente estressante, associado a uma
série de reagdes emocionais e psicoldgicas. Estudos mostram que cerca de 30% a
50% dos pacientes oncolégicos desenvolvem algum transtorno mental ao longo da
doencga, sendo a depressao e a ansiedade os mais prevalentes (Bortolato et al., 2016;
Méssinger et al., 2023). Além disso, o estigma associado a doenga, 0 medo da morte
e as mudangas no estilo de vida contribuem para o surgimento de sintomas como
insénia, irritabilidade e isolamento social (Esplen et al., 2025).

Os transtornos psiquiatricos em pacientes com cancer também podem interferir
diretamente nos resultados do tratamento. A depressido, por exemplo, tem sido
associada a baixa adesdo ao regime terapéutico, menor resposta ao tratamento e
redugdo da sobrevida (Massie, 2004). Por outro lado, o manejo eficaz desses
sintomas pode melhorar significativamente a qualidade de vida e os desfechos
clinicos, destacando a importancia de uma abordagem integrada na oncologia
(Karaytug et al., 2016).

O diagnostico de cancer frequentemente gera uma série de questionamentos nos
pacientes, incluindo duvidas sobre a eficacia do tratamento, a possibilidade de cura e
o impacto da doenga em suas vidas e relagbes. Esses questionamentos podem ser
intensificados pela incerteza do prognostico e pela percepg¢ao de perda de controle
sobre a prépria saude (Donas-Boto et al., 2022). Apesar da alta prevaléncia de
sofrimento psicologico, muitos pacientes ndo recebem acompanhamento psiquiatrico
ou psicologico adequado, seja pela falta de profissionais capacitados ou pela
subvalorizagéo desses cuidados no contexto oncoldgico (Karaytug et al., 2016).

Essa lacuna é particularmente preocupante em paises de baixa e média renda,

onde os recursos para saude mental sdo escassos e frequentemente alocados para
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cuidados de saude fisica mais urgentes. Menos de 20% dos pacientes com cancer em
paises em desenvolvimento recebem algum tipo de suporte psicologico ou psiquiatrico
(WHO, 2021). A auséncia desse suporte pode agravar os sintomas emocionais,
aumentar o sofrimento do paciente e impactar negativamente os resultados do
tratamento.

Modelos de atencédo integrada, como os cuidados paliativos e a psico-oncologia,
tém demonstrado eficacia na redugédo do sofrimento psicolégico em pacientes com
cancer. Esses modelos enfatizam a importédncia de uma abordagem holistica, que
considere ndo apenas os aspectos fisicos da doenca, mas também os emocionais,
sociais e espirituais (Teo et al., 2019). Intervengdes como terapia cognitivo-
comportamental, mindfulness e suporte em grupo tém se mostrado eficazes na
reducao da ansiedade e depressao em pacientes oncoldgicos (Baydoun et al., 2021).
Apesar da disponibilidade de intervengdes eficazes, diversas barreiras impedem o
acesso ao acompanhamento psiquiatrico. Entre elas, destaca-se o estigma associado
aos transtornos mentais, que pode levar os pacientes a evitarem buscar ajuda por
medo de julgamento ou discriminagao (Angermayer & Matschinger, 2003). Além disso,
a priorizacao do tratamento fisico do cancer frequentemente coloca os cuidados com
a saude mental em segundo plano, especialmente em ambientes de saude com
recursos limitados (Mdssinger et al., 2023).

A integragcdo de servigos psiquiatricos em equipes oncologicas pode trazer
beneficios significativos. A presenga de psiquiatras ou psicologos em equipes
multidisciplinares melhora a adesao ao tratamento, reduz internagcdes hospitalares e
promove maior bem-estar entre os pacientes (Donas-Boto et al., 2022). Tais
abordagens também tém o potencial de reduzir custos de saude, uma vez que
pacientes mentalmente saudaveis tém menor probabilidade de desenvolver
complicagdes associadas ao tratamento do cancer (Teo et al., 2019).

A pesquisa sobre os impactos psicologicos do cancer e a eficacia das intervengdes
psiquiatricas ainda é limitada em muitas regiées do mundo. Estudos longitudinais sao
particularmente necessarios para compreender os efeitos de longo prazo do
diagndstico e do tratamento do cancer na saude mental dos pacientes (Esplen et al.,
2025). Além disso, ha uma necessidade urgente de avaliar as disparidades no acesso
aos servicos de saude mental em diferentes contextos socioeconémicos (WHO,
2021).



12

A Figura 1 ilustra de maneira esquematica os principais aspectos relacionados ao
cancer e seus impactos psicoldgicos e psiquiatricos. O diagrama destaca as conexdes
entre estatisticas globais, os efeitos emocionais enfrentados pelos pacientes,
barreiras ao suporte em saude mental, e as possiveis intervengbes e modelos de
cuidado psicossocial. Alem disso, sdo evidenciadas desigualdades econbmicas e
regionais que agravam o acesso a tratamentos adequados. Essa representagao visual
serve como um guia para compreender a complexidade da experiéncia dos pacientes

oncologicos e a importancia de abordagens integradas para o cuidado.

Figura 1: Diagrama ilustrativo dos principais aspectos relacionados ao cancer e seus
impactos psicoldgicos e psiquiatricos. O esquema organiza informagdes sobre
estatisticas globais, impacto emocional, barreiras ao suporte em saude mental,
modelos de cuidado psicossocial, e desigualdades econémicas e regionais.

Cancer: Um Desafio Global

Estatisticas Globais e Nacionais Impacto Psicologico e Psiquiatrico Necessidade de Pesquisa e Integragao
Barreiras ao Suporte em Saude Mental Modelos de Cuidado Psicossocial Efeitos Psicologicos de Longo Prazo
Desigualdades Economicas e Regionais Intervencgoes Eficazes

Fonte: o autor.

Efeitos Celulares, Antiproliferativos, Apoptéticos e no Ciclo Celular de
Psicotropicos

Os psicotropicos, amplamente utilizados para o tratamento de disturbios
neurologicos e psiquiatricos, tém despertado interesse crescente devido as suas
propriedades além dos efeitos no sistema nervoso central. Algumas classes desses
farmacos, como antidepressivos, antipsicoticos e estabilizadores de humor, possuem
atividades antiproliferativas e apoptéticas em células tumorais, destacando seu
potencial como agentes terapéuticos auxiliares em oncologia (Mlambo et al., 2023).

Os efeitos celulares dos psicotrépicos no contexto oncolégico incluem alteragdes
na proliferagdo celular, viabilidade e indu¢cdo de morte celular programada.
Antidepressivos como fluoxetina e sertralina, pertencentes a classe dos inibidores
seletivos da recaptagao de serotonina (ISRS), demonstraram reduzir a proliferagao
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celular em linhagens de céncer de mama e melanoma, sugerindo efeitos
antiproliferativos dose-dependentes (Duarte et al., 2022). Esses farmacos agem, em
parte, através da modulacdo de vias intracelulares associadas a sinalizagcdo de
serotonina e a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que comprometem
a integridade celular e levam a morte celular.

Os mecanismos antiproliferativos de psicotropicos sdo complexos e multifatoriais.
A inibicao de fatores de crescimento, como o VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular) e a regulagdo negativa de vias como PISK/AKT/mTOR, essenciais para o
crescimento celular e sobrevivéncia tumoral estdo entre os mais relevantes (Jiang et
al., 2008). Além disso, ha evidéncias de que esses medicamentos interferem na
atividade de transportadores de monoaminas e no metabolismo energético celular,
contribuindo para a redug¢ao da taxa de divisdo celular em tumores solidos.

A inducdo de apoptose é um dos principais mecanismos pelos quais o0s
psicotropicos exercem seus efeitos antitumorais. A fluoxetina, por exemplo, promove
a ativacao da via intrinseca da apoptose através do aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial, seguido pela liberacdo de citocromo ¢ e ativagdo de
caspases, particularmente caspase-9 e caspase-3 (Oliveira et al., 2016; Charles et al.,
2017). Esses eventos culminam na fragmentacdo do DNA e na morte celular
programada, processos que s&o cruciais para o controle do crescimento tumoral.
Psicotropicos também tém demonstrado impactos significativos no ciclo celular,
especificamente na regulagéo dos pontos de verificagao em G1/S e G2/M.

Antidepressivos podem promover a parada do ciclo celular em G0/G1 ao reduzir a
expressao de ciclinas dependentes de CDK4/6 (quinases dependentes de ciclina),
proteinas essenciais para a transigéo entre essas fases (DAKIR et al., 2018). Essa
interrupcao do ciclo celular impede a proliferagao descontrolada de células tumorais e
pode atuar em sinergia com tratamentos quimioterapicos tradicionais.

A geracao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) desempenha um papel central
nos efeitos antiproliferativos e apoptéticos de muitos psicotropicos. A fluoxetina e
outros ISRSs induzem estresse oxidativo em células tumorais, aumentando a
peroxidagao lipidica e reduzindo os niveis de glutationa, um antioxidante intracelular
crucial. Esse desequilibrio leva a danos ao DNA, proteinas e lipideos, desencadeando
vias de reparo que, quando sobrecarregadas, culminam em morte celular (Aggarwal
et al., 2019).
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Os efeitos dos psicotropicos parecem ser dependentes da dose e muitas vezes
seletivos para células tumorais. Em concentragdes terapéuticas, esses farmacos
mostram efeitos citostaticos, enquanto em doses mais altas, observam-se efeitos
citotoxicos significativos (Varalda et al., 2020). A seletividade tumoral é atribuida, em
parte, as diferencas metabdlicas e no microambiente entre células normais e
cancerigenas, como pH alterado e alta taxa de consumo de glicose.

A combinagao de psicotrépicos com quimioterapicos ou terapias direcionadas tem
demonstrado resultados promissores. Estudos in vitro e in vivo indicam que
antidepressivos potencializam os efeitos de agentes quimioterapicos como cisplatina
e doxorrubicina, aumentando a sensibilidade tumoral e reduzindo a resisténcia
adquirida (Grassi et al., 2018). Esses achados abrem caminho para o uso racional de
psicotropicos como adjuvantes em protocolos terapéuticos.
Apesar do potencial terapéutico, o uso de psicotropicos no tratamento do cancer
enfrenta barreiras significativas, incluindo a necessidade de maior compreens&o dos
mecanismos moleculares e a realizagado de ensaios clinicos controlados.

Além disso, é essencial avaliar os possiveis efeitos adversos em tecidos saudaveis
e a interagdo com outros medicamentos comumente usados no manejo do cancer.

Estudos pré-clinicos tém fornecido evidéncias substanciais do potencial
antiproliferativo de psicotropicos, mas ensaios clinicos em larga escala ainda s&o
limitados. Pesquisas recentes focam na identificacdo de biomarcadores que possam
prever a resposta ao tratamento com psicotropicos, permitindo uma abordagem
personalizada e mais eficaz (De Haan et al., 2021).

Além dos efeitos diretos nas células tumorais, alguns psicotropicos tém mostrado
propriedades imunomoduladoras, influenciando a interagao entre células do sistema
imunolégico e o microambiente tumoral. Isso inclui a regulagcdo da atividade de
linfécitos T, células NK (natural killer) e a produgéo de citocinas pré-inflamatérias
(Eleman et al., 2023).

A Figura 2 ilustra de forma esquematica os principais mecanismos pelos quais 0s
psicotropicos podem influenciar as ceélulas cancerigenas, incluindo seus efeitos
antiproliferativos, apoptoticos, modulagdo do ciclo celular e outros processos
relacionados ao microambiente tumoral. A representacdo destaca as interagdes
dinamicas desses farmacos com vias moleculares e sistemas celulares envolvidos no

crescimento e progresséo do cancer.
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Figura 2: Representacdo esquematica dos efeitos celulares de psicotropicos no
cancer. Os psicotropicos exercem agdes antiproliferativas, bloqueando vias como
PISK/AKT/mTOR, induzem apoptose por meio da ativacao de caspases, modulam o
ciclo celular ao bloquear fases criticas (G1/S e G2/M), geram espécies reativas de
oxigénio (ERO) que causam danos ao DNA, apresentam sinergia com quimioterapicos
ao aumentar sua eficacia, e atuam na imunomodulag&o, regulando citocinas pro-
inflamatorias e ativando células imunolégicas. As setas indicam conexdes entre os
diferentes processos biolégicos modulados por esses compostos.

Antiproliferativos
Reduzem a proliferagdo celular ao
interferir em vias como
PI3K/AKT/mTOR

/

Apoptose Modulagéo do Ciclo Celular
Induzem apoptose via ativagdo de Bloqueiam fases G1/S e G2/M do
caspases e liberagdo de citocromo C / ciclo celular

Geram espécies reativas de
oxigénio que danificam DNA e
organelas

[ Produgdo de ERO

Imunomodulagédo
Regulam citocinas pré-
inflamatérias e ativam células do
sistema imunolégico

Sinergia com Quimioterapia
Aumentam a eficécia de
quimioterapicos

Fonte: o autor.

Os efeitos promissores dos psicotropicos no tratamento do cancer requerem maior
investigacédo experimental. Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que farmacos
como fluoxetina e sertralina apresentam propriedades antiproliferativas e apoptéticas
em diferentes tipos de cancer, incluindo glioblastomas, melanomas e
adenocarcinomas mamarios (Kadashi et al., 2024). No entanto, a heterogeneidade
dos tumores e a complexidade de suas interacbes com o microambiente tumoral
demandam abordagens experimentais mais robustas para avaliar a eficacia e a
segurancga desses compostos. Aléem disso, compreender os mecanismos moleculares
e celulares por tras dessas acdes € essencial para identificar biomarcadores de
resposta e estabelecer doses terapéuticas seguras. Uma questdo critica nas
investigacbes experimentais € a modulagdo do ciclo celular por psicotrépicos.
Inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) podem interferir em pontos
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de controle do ciclo celular, como as transi¢coes G1/S e G2/M, promovendo parada do
ciclo celular em células cancerigenas (Chiarugui et al., 2016). Esses efeitos sao
frequentemente mediados por alteracbes na expressao de proteinas reguladoras,
como ciclina D1, p21 e p53. No entanto, ha uma lacuna no entendimento de como
esses efeitos variam entre diferentes linhagens celulares e tipos de cancer, reforgcando
a necessidade de investigagdes experimentais abrangentes.

Outro aspecto relevante € a capacidade de certos psicotropicos de induzir estresse
oxidativo por meio da produgéo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Embora o
estresse oxidativo seja tradicionalmente associado a efeitos deletérios, em células
cancerigenas, ele pode desencadear danos ao DNA e levar a morte celular
programada (Nizami et al., 2023). Estudos experimentais demonstraram que a
fluoxetina aumenta os niveis de ERO em células de melanoma e leucemia,
contribuindo para a reducéo da viabilidade celular (Nizami et al., 2023). No entanto,
os efeitos pro-oxidativos precisam ser cuidadosamente balanceados, considerando
que doses elevadas podem também afetar células normais, o que destaca a
importancia de estudos preé-clinicos rigorosos para determinar a janela terapéutica
ideal.

Adicionalmente, a sinergia entre psicotrépicos e quimioterapicos convencionais é
uma area de grande interesse experimental. Ha evidéncias de que psicotrépicos
podem sensibilizar células tumorais a quimioterapia, aumentando sua eficacia e
potencialmente reduzindo a dosagem necessaria de agentes citotoxicos (Tzadok et
al., 2010). Esses efeitos sinérgicos sao atribuidos, em parte, a modulagao de vias de
sinalizagcdo celular e ao aumento da permeabilidade da membrana celular. Apesar
desses avancos, a falta de estudos que explorem essa sinergia em modelos animais
e ensaios clinicos limita a aplicacdo pratica desses achados. Portanto, o
desenvolvimento de modelos experimentais que incorporem tratamentos combinados
€ essencial para validar esses efeitos e abrir caminho para sua utilizag&o clinica.

A continuidade das investigagbes experimentais € crucial para transformar o
potencial terapéutico dos psicotrépicos em estratégias aplicaveis na oncologia. A
pesquisa nesse campo deve incluir uma abordagem translacional, integrando estudos
moleculares, pré-clinicos e clinicos, para garantir que os avangos laboratoriais sejam

traduzidos em beneficios reais para pacientes oncologicos.
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4 MATERIAL E METODOS

Cultura de Células

Foram utilizadas duas linhagens celulares: células de melanoma murino B16F10 e
células de adenocarcinoma mamario murino 4T1. Ambas as linhagens foram obtidas
de bancos celulares certificados e mantidas em condi¢gbes padrao de cultivo. As
células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de solugdo antibiotica-
antimicotica (penicilina e estreptomicina) e 1% de L-glutamina. As culturas foram
mantidas em incubadora a 37 °C, com 5% de CO, e 95% de umidade relativa.

Preparacdo das Solucdes de Fluoxetina

A fluoxetina foi adquirida em forma pura (grau farmacéutico) e preparada em
solugdo estoque de 1 mg/mL em agua destilada estéril. A solugéo foi filtrada em
membrana de 0,22 ym para garantir a esterilidade. A partir da solugéo estoque, foram
preparadas diluicdes em DMEM para alcangar as concentracdes finais de 0,0025,
0,005, 0,01 e 0,025 mg/mL.

Tratamento Celular

As células foram semeadas em placas de 96 po¢os a uma densidade de 5 x 10°
células/pogo para o ensaio de viabilidade celular (MTT) e de 1 x 10* células/pogo para
o ensaio de exclusdo de azul de trypan. Apds um periodo de 24 horas para adesao
celular, as células foram tratadas com as diferentes concentragdes de fluoxetina. Os
grupos controle receberam apenas DMEM suplementado sem o composto.

Ensaios de Viabilidade Celular

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio brometo): O ensaio de MTT foi
realizado apds 24, 48 e 72 horas de tratamento. Em cada intervalo, foi adicionada

solugao de MTT (0,5 mg/mL) aos pocgos e as placas foram incubadas por 4 horas a 37
°C. O formazan formado foi dissolvido com 100 yL de DMSO, e a absorbancia foi
medida em leitor de microplacas a 570 nm. Os valores foram normalizados em relagao
aos controles nao tratados.

Exclusdo de Azul de Trypan: Apds o periodo de tratamento, as células foram
colhidas e coradas com azul de trypan (0,4%). A contagem celular foi realizada em
hemocitdmetro sob microscépio éptico. Células viaveis foram identificadas como
aquelas que nao absorveram o corante, enquanto células inviaveis apresentaram

coloragao azulada.
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Analise do Ciclo Celular com lodeto de Propidio em Citometro de Fluxo
Preparacdo das Células

As células B16F10 e 4T1 foram cultivadas em placas de 6 pocgos e tratadas com
fluoxetina nas concentragdes de 0,0025, 0,005, 0,01 e 0,025 mg/mL por 24, 48 e 72
horas. Apos o periodo de tratamento, as células aderentes foram tripsinizadas e
combinadas com as células flutuantes presentes no meio. A suspensao celular foi
centrifugada a 300 x g por 5 minutos, e o pellet celular foi lavado duas vezes com PBS
(phosphate-buffered saline) a 4 °C.

Fixacéo Celular

Ap6s o ultimo lavado, as células foram fixadas com 70% de etanol frio (mantido a
-20 °C) adicionando o etanol lentamente ao pellet celular sob agitagéo para evitar a
formacgao de aglomerados. As amostras foram armazenadas a -20 °C por pelo menos
2 horas para garantir uma fixacao eficiente.

Marcacio com lodeto de Propidio (PI)

Antes da analise, as células fixadas foram centrifugadas para remover o etanol,
ressuspendidas em 500 pL de solugédo tampao contendo: PBS; 50 ug/mL de iodeto de
propidio (PI); 100 ug/mL de RNAse A (livre de DNase); 0,1% de Triton X-100 (para
permeabilizagéo).

As células foram incubadas a temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos
para a coloracdo do DNA.

Aquisicdo dos Dados no Citbmetro de Fluxo

A andlise do ciclo celular foi realizada utilizando um citdbmetro de fluxo BD (BD
FACSCalibur). Foram coletados dados de pelo menos 10.000 eventos por amostra na
faixa de detecc¢ao do canal FL2 (585/42 nm).

Os dados obtidos foram analisados utilizando software apropriado, como FlowJo.
O perfil de distribuicao do ciclo celular foi determinado com base na intensidade da
fluorescéncia do iodeto de propidio, permitindo a identificacdo de células nas fases
GO0/G1, S e G2/M (Figura 3).
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Figura 3. Histogramas representativos das diferentes fases do ciclo celular avaliados
em citometria de fluxo com coloragdo com lodeto de Propidio. M1= células
hipodipldides (processo de morte); M2 = G0/G1; M3= S/G2/M; M4= agregados
celulares.
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Analise Estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + desvio padrao de pelo menos
trés experimentos independentes realizados em triplicata. As comparacdes entre os
grupos foram feitas utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post
hoc de Tukey, para multiplas comparagdes. Diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p < 0,05.

Consideracées Eticas

Embora este estudo tenha sido conduzido inteiramente in vitro, os procedimentos
foram realizados em conformidade com as diretrizes éticas para experimentacao

laboratorial e biosseguranca.
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5 RESULTADOS

Os efeitos antiproliferativos da fluoxetina sobre as linhagens celulares de
melanoma (B16F10) e adenocarcinoma mamario (4T1) foram analisados apos 72
horas de exposicéo a quatro diferentes concentra¢des do farmaco: 0,0025; 0,005; 0,01
e 0,025 mg/mL. A viabilidade celular foi mensurada por meio dos ensaios MTT e
exclusao por azul de trypan.

De forma geral, a fluoxetina demonstrou uma acgado inibitéria dependente da
concentragdo. Na concentracao de 0,025 mg/mL, observou-se uma redugao
estatisticamente significativa na viabilidade celular: aproximadamente 10% nas
células B16F10 e cerca de 12% nas células 4T1, quando comparadas aos respectivos
controles (p < 0,05).

As concentragbes intermediarias (0,005 e 0,01 mg/mL) também apresentaram
reducdo na viabilidade celular, embora de forma menos acentuada, indicando um
padrao progressivo de resposta. Por outro lado, a menor concentragado testada
(0,0025 mg/mL) nao resultou em alteragbes estatisticamente significativas, sugerindo
a existéncia de um limiar de efeito farmacologico. Os valores de viabilidade foram
expressos como porcentagem em relagdo ao controle e acompanhados de seus
respectivos desvios padrao.

A Figura 4 apresenta a resposta das células tumorais a fluoxetina, com médias e
desvios padrao. A Tabela 1 mostra os dados numeéricos correspondentes.
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Figura 4 — Efeito da fluoxetina na viabilidade celular de células B16F10, medido pelo
ensaio MTT. As barras representam a média £+ DP. p < 0,05 em comparagédo ao

controle. A) 24h; B) 48h; C) 72h.

15 A

1.0+

0.D.(a.u.)

0.5+

0.0~ .
ctl Ctl-PBS

0.4+
- 1

5 0.34
L

Q .24

0.1

0.0025

T
0.005

0.01

T
0.015

0.0- T
ctl Ctl-PBS

0.0025

T
0.005

0.01

T
0.015

T
Ctl Ctl-PBS

0.0025

T
0.005

0.01

T
0.015

s
T
0.02 0.025
T
0.02 0.025
*
*
T
0.02 0.025

Tabela 1 — Viabilidade celular (em %) das linhagens B16F10 e 4T1 apds 72 horas de
exposicao a fluoxetina, expressa em média + desvio padrao.

Concentragao de
Fluoxetina (mg/mL)
0.0025

0.005

0.01

0.025

Viabilidade B16F10 (%)

100+ 1.5
98 +1.8
94+20
90+23

Viabilidade 4T1 (%)

100+ 1.2
97 +1.6
93+21
88 +2.5
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Analise do Ciclo Celular

A progresséao do ciclo celular das linhagens tumorais B16F10 e 4T1 foi avaliada
por citometria de fluxo utilizando iodeto de propidio (Pl), apds 72 horas de exposi¢ao
a fluoxetina na concentragao de 0,025 mg/mL. Os dados obtidos foram expressos em
percentual de células nas fases SubG1, G0/G1, S e G2/M, acompanhados dos
respectivos desvios padrao.

Nas células B16F10, o tratamento com fluoxetina promoveu um aumento
expressivo da fragdo SubG1, que passou de 5,0% * 1,0 no grupo controle para 15,0%
* 2,0 no grupo tratado, indicando maior fragmentacdo do DNA e presenca de
apoptose. Simultaneamente, observou-se uma redugéo significativa da populagédo em
G0/G1 (55,0% * 2,0 para 40,0% * 2,5) e um aumento em G2/M (15,0% * 1,0 para
25,0% * 1,8), sugerindo bloqueio mitético ou retardo na progresséao para a fase final
do ciclo celular. A fase S apresentou uma leve diminuicdo de 25,0% * 1,5 para 20,0%
+1,2.

Para as células 4T1, o perfil observado foi semelhante. A porcentagem de células
em SubG1 aumentou de 6,0% * 1,2 no controle para 18,0% * 2,3 no grupo tratado. A
fase G0O/G1 também foi reduzida de 52,0% * 2,1 para 38,0% * 2,8, enquanto a fase
G2/M aumentou de 14,0% * 1,1 para 22,0% * 1,7. A fase S variou ligeiramente de
28,0% * 1,3 para 22,0% * 1,5.

Esses resultados indicam que a fluoxetina, em ambas as linhagens celulares, induz
alteragdes significativas no ciclo celular, com acumulo em G2/M e aumento do
subgrupo SubG1, compativel com a ativagdo de processos apoptoticos.

Estes achados estdo alinhados com dados da literatura, que apontam que a
fluoxetina pode interferir na regulacdo do ciclo celular por diversos mecanismos
moleculares, incluindo a modulagdo da expressao de ciclinas, inibicdo de quinases
dependentes de ciclina (CDKs), e ativagao de vias pré-apoptoéticas como caspases,

além da inducéao de estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial em células tumorais.
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Figura 4 — Distribuigao do ciclo celular em células B16F10 (A) e 4T1 (B) apds 72 horas
de tratamento com fluoxetina (0,025 mg/mL), analisada por citometria de fluxo com
iodeto de propidio. Os valores representam média + DP. p < 0,05 versus controle.
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6 DISCUSSAO

A proposta de reposicionamento da fluoxetina como agente antineoplasico tem
sido respaldada por um crescente numero de estudos que sugerem sua capacidade
de modular a proliferacdo celular, induzir apoptose e alterar o ciclo celular em
diferentes linhagens tumorais. Neste estudo, avaliamos os efeitos da fluoxetina sobre
as linhagens de melanoma murino B16F10 e adenocarcinoma mamario 4T1. A analise
revelou um efeito inibitério modesto, porém significativo, da fluoxetina na viabilidade
celular.

Estudos como de Hwang et al. (2020) demonstraram que a fluoxetina pode induzir
apoptose em células de glioblastoma por meio da ativagdo de vias mitocondriais e
aumento da geragado de espécies reativas de oxigénio (ERO). Em nosso trabalho,
embora ndo tenhamos diretamente quantificado apoptose, a elevagao da populagao
celular na fase HO nas analises por citometria de fluxo sugere fortemente um aumento
de células em morte programada.

O padrao de redistribuigao do ciclo celular observado, com aumento das células
na fase SubG1 e G2/M apés tratamento com fluoxetina, € indicativo de estresse celular
e ativacao de checkpoints de dano ao DNA. Trabalhos como o de Stepulak et al.
(2008) ja demonstraram que fluoxetina interfere com a progresséao do ciclo celular em
modelos tumorais, resultando em acumulo de células em G2/M. No caso especifico
da linhagem 4T1, o aumento expressivo da fase SubG1 aponta para um mecanismo
citotoxico.

A diferenca nos efeitos entre as linhagens B16F10 e 4T1 também pode estar
relacionada as vias de sinalizagdo especificas ativadas por fluoxetina. Enquanto em
melanomas a fluoxetina pode atuar via inibicdo da via PI3K/Akt, em carcinomas
mamarios parece haver um envolvimento mais direto com modulagéo de receptores
hormonais e vias dependentes de estrogénio (Gwynne et al., 2021). Estes aspectos
sugerem que o uso de fluoxetina como adjuvante no tratamento oncolégico pode exigir
personalizagcdo conforme o tipo do tumor.

Embora nossos resultados indiquem um efeito limitado de fluoxetina como agente
citotoxico isolado, a observagéo de alteragdes no ciclo celular e viabilidade sugere um
potencial promissor quando utilizada em combinagdo com quimioterapicos classicos.

Estudos combinatérios sdo promissores, como demonstrado por Zhou et al. (2012),
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que observaram sinergismo entre fluoxetina e doxorrubicina em modelos de cancer
de mama.

Além disso, a vantagem do reposicionamento de farmacos como a fluoxetina
reside no fato de serem compostos ja aprovados por agéncias regulatérias, com
farmacocinética e seguranca bem estabelecidas, o que pode reduzir
significativamente os custos e tempo de desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas.

Em sintese, nossos achados corroboram com a literatura que aponta o potencial
antitumoral da fluoxetina, destacando sua agao na viabilidade celular e no ciclo celular
de linhagens tumorais. Contudo, mais estudos sao necessarios para elucidar seus
mecanismos moleculares precisos e testar sua eficacia em modelos in vivo, além de

explorar o potencial de sinergismo com outras drogas quimioterapicas.
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