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RESUMO

Cancer é um conjunto de doencas causadas por uma lesdo génica associada a uma
expanséao clonal com crescimento desproporcional. O melanoma é o cancer de pele
com menor perspectiva de sobrevida e com alta capacidade de metastase. O cancer
de mama é um dos mais abundantes entre as mulheres, com alta incidéncia de
morte. Estudos relatam que todas as células do corpo humano sdo capazes de
secretar microvesiculas e, que os tecidos tumorais secretam microparticulas com
mais abundancia. Essas micelas desempenham um papel importante na
comunicacdo celular. Assim, a comunicac¢ao entre as células tumorais possui uma
funcdo essencial para o desenvolvimento do cancer. Neste trabalho, as linhagens de
melanoma B16F10 e adenocarcinoma 4T1 foram cultivadas e submetidas ao
tratamento dos farmacos Dexametasona e tamoxifeno, bem como microvesiculas
extraidas dos sobrenadante de B16F10 tratado com dexametasona. Como
resultados, observamos reducdo da viabilidade celular de ambas as linhagens
ocasionada pelos trés tratamentos isolados, assim como pelos tratamentos
combinados do compostos utilizados. Os farmacos e as microvesiculas
desencadearam efeitos citotoxicos sobre as linhagens tumorais, mostrando-se
potenciais alternativas para tratamento.

Palavras chaves: Melanoma, Cancer de mama, Microvesiculas, Dexametasona,
Tamoxifeno.



ABSTRACT

Cancer is a set of diseases caused by a simple gene injury associated with a clonal
expansion with disproportionate growth. Melanoma is a skin cancer with a lower
survival prospect and high metastatic capacity. Breast cancer is one of the most
abundant among women, with a high incidence of death. Several studies report that
all human cells are able to secrete microvesicles, and that tumor tissues secrete
microparticles with high abundance. These micelles play an important role in cellular
communication. Thus, communication between tumor cells has an essential function
for the development of cancer. In this work, the B16F10 melanoma and 4T1
adenocarcinoma cell lines were cultured and treated with the drugs Dexamethasone
and tamoxifen, as well as microvesicles extracted from the B16F10 supernatant
treated with dexamethasone. The results shows a reduction in the cell viability of both
strains caused by the three isolated treatments, as well as by the combined
treatments of the compounds used. Drugs and microvesicles triggered cytotoxic
effects on tumor lines, showing potential treatment alternatives.

Key words: Melanoma, Breast cancer, Microvesicles, Dexamethasone, Tamoxifen.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER.

O céancer é um problema de saude publica, com alta predominancia exigindo
estratégias e investimentos. E previsto pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
que até 2030 sejam observados 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17
milnbes de mortes por céncer anualmente e 75 milhdes de pessoas vivas
convivendo com esta doenca (MORAIS et al, 2013).

Esta doenca pode ser diferenciada em fases denominadas de iniciacéo,
promocao e progressao. A primeira delas € marcada por mutacdes no DNA, as quais
a principio sdo reparadas enzimaticamente; a segunda é instalada, quando a
reparacao ja ndo € eficaz e as células mutadas passam a se multiplicar. Com a
multiplicacdo, as células normais sdo substituidas progressivamente por células
tumorais, as quais levam a perda funcional dos 6érgaos — fato este que, se nao
tratado a tempo, culmina com a morte do individuo, caracterizando a terceira e
ultima fase evolutiva (DE ALMEIDA et al, 2005).

Essas fases se aplicam ao cancer que ocorre nos melandcitos, denominado
de melanoma, e também no caso do cancer de mama, um tipo de tumor que ocorre
com alta frequéncia entre as mulheres. Os tratamentos para esses tipos de cancer
desencadeiam uma série de efeitos colaterais prejudiciais aos individuos. Sendo
assim, este trabalho voltou-se ao melanoma e ao cancer de mama, uma vez que se

faz necessario o desenvolvimento de novos métodos de tratamentos mais eficazes.

1.2 CANCER DE MAMA

O cancer de mama resulta de uma multiplicacdo desordenada de células do
tecido glandular, sendo um dos tipos de cancer com maior ocorréncia entre
mulheres, s6 no Brasil sdo esperados em média 57.960 casos novos. Quando ha o
desenvolvimento de um céncer no tecido mamario, emergem sinais bem
caracteristicos como a presenca de nédulos na regido em questdo, pele de
aparéncia modificada e até mesmo modificacdes no mamilo (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2018).

O tratamento para esse tipo de cancer engloba quatro vertentes, dentro das

quais, o tratamento endocrino se destaca com o uso do farmaco Tamoxifeno,



reduzindo taxas como recorréncia tumoral e morbidade por esse tipo de cancer
(ANJUM; RAZVI; MASOOD, 2017).

1.3 MELANOMA

O melanoma é cancer originado dos melandcitos tipos de células encontradas
na pele capazes de produzir "melanina”, proteina responsavel para proteger 0s
tecidos subjacentes contra os efeitos prejudiciais da radiagdo solar. Este tipo
também é conhecido como "melanoma maligno" ou "melanoma cutaneo”. Muitas
células do melanoma ainda sintetizam melanina, portanto, tumores de melanoma
apresentam coloracdo em tons de marrom ou preto. Quando ndo ha sintese da
melanina, 0s tumores apresentam o0s tons de coloracdo rosa, bronze ou branco
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

O melanoma, bem como diversos tipos de canceres, secretam microparticulas
provenientes da membrana plasmatica, denominadas de microvesiculas, as quais
desempenham um importante papel no desenvolvimento tumoral, uma vez que elas

possibilitam a comunicagéao celular (LIMA et al, 2008).

1.4 MICROVESICULAS

Microvesiculas (MVs) sao fragmentos liberados a partir da membrana
plasmatica de células submetidas a situacfes de estresse, incluindo processo de
apoptose ou morte celular, participando assim na remodelagem da membrana
celular. Atualmente sabe-se que as microvesiculas possuem um papel fundamental
no processo de comunicacdo entre as células, estimulando a sua proliferacéo,
podendo promover a ativacdo ou a degeneracao celular, sendo grandes vetores na
troca de informacdes bioldgicas, tudo isso sendo coordenado por diversos quadros
fisiolégicos nos quais as células se encontram (FREYSSINET, 2003). As
microvesiculas sdo desprendidas da superficie celular, sendo assim, durante a
fragmentacdo da membrana celular elas podem abranger componentes de
membrana e também conteudo citoplasmatico, podendo variar de tamanho e de
composicdo conforme o tipo de célula das quais elas se originaram (RATAJCZAK et
al., 2006).



1.5 DEXAMETASONA NO TRATAMENTO TUMORAL

A dexametasona (DEX) é um farmaco do tipo corticosterdide amplamente
utilizado clinicamente como antiinflamatorio e antialérgico. Seu efeito inibe vias de
sintese de citocinas e enzimas, afetando células que participam dos processos de
inflamacédo, o qual esta fortemente presente no ambiente tumoral. Sendo assim,
estudos tém mostrado resultados benéficos em relacdo ao uso da dexametasona em
tratamentos tumorais (COYNE &« NARAYANAN, 2016; FENG; FEI; HU, 2018).

Em relagdo ao carcinoma pulmonar de Lewis, esse farmaco demonstrou
uma capacidade de citotoxicidade sobre as células cancerigenas, além de ter efeitos
positivos sobre células advindas de linhagens leucémicas e de célon. Além disso,
esse tipo de corticosterdide permite um tratamento seletivo, através de ligacdes
covalentes que o mesmo pode desempenhar (COYNE s NARAYANAN, 2016;
FENG; FEI; HU, 2018).

1.6 TAMOXIFENO

Outro farmaco utilizado no tratamento tumoral € o Citrato de tamoxifeno, o
qual € um modulador seletivo do receptor de estrogénio (SERM), ele se liga de
forma competitiva aos receptores do hormonio estrogénio expressos na superficie
celular caracteristicos das células do tecido glandular mamario, devido a isso, 0 uso
dessa droga € empregado a muito tempo no tratamento endécrino contra o cancer
de mama (WEI-LAN YEH et al, 2014).

Apesar da sua eficacia na reducao dos tumores, ha relatos de resisténcia das
células tumorais em relacdo ao farmaco, sendo esse um problema notavel. Além
disso, também sdao relatados efeitos diretos e indiretos no metabolismo dos lipidios
desencadeados pelo tamoxifeno, sendo este capaz de reduzir a quantidade de
colesterol no sangue, e combater doencas cardiovasculares (HULTSCH et al, 2018).

Considerando tudo, € notavel, devido aos diversos efeitos colaterais
ocasionados nos individuos, ndo somente pelos quimioterapicos, mas também pelas
outras vertentes utilizadas para combater todos os tipos de canceres, que ainda se
faz necessaria a busca por novos métodos e compostos que possam atuar como

tratamentos mais eficazes, melhorando a qualidade de vida dos individuos.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo dos efeitos das microvesiculas derivadas do sobrenadante da
cultura de melanoma tratados com dexametasona sobre células de adenocarcinoma

de mama tratados com tamoxifeno.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Cultivo de Melanoma com dexametasona e avaliagdo da toxicidade do
farmaco.

- Encontrar a dose mais alta e menos toxica da dexametasona sobre o
melanoma para extragdo das microvesiculas.

- Extracdo de microvesiculas do sobrenadante da linhagem B16F10.

- Avaliacdo do potencial Zeta e tamanho das microvesiculas.

- Avaliar efeitos do farmaco dexametasona e das microvesiculas extraidas do

sobrenadante, sobre a linhagem 4T1 tratada com tamoxifeno.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 CANCER

E um conjunto de mais de 100 doencas, as quais sdo caracterizadas pelo
crescimento celular desordenado e descontrolado, gerando uma malignidade, a qual
pode invadir outros tecidos ou 6rgdos e espalhar-se para todo o corpo, causando
varias alteracdes e até mesmo a morte do individuo (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2017).

As causas, em maior numero, sdo relacionadas com os fatores ambientais,
entende-se por "ambiente” o meio em geral (agua, terra e ar), o ambiente
ocupacional (industrias quimicas -), o ambiente de consumo (alimentos,
medicamentos), o ambiente social e cultural (estilo e habitos de vida) e habitos
socioculturais. Entretanto h& também as causas internas, as quais estédo
relacionadas a fatores genéticos pré-determinados e a como o organismo responde
a fatores agressivos do ambiente (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2017).

Como exemplo de fator ambiental, h4 o cigarro, que esta altamente
correlacionado com o surgimento do cancer de pulmdo, também a exposicdo
excessiva 0 sol, a qual pode causar cancer de pele e 0s virus oncogénicos — sendo
tais fatores denominados de cancerigenos ou carcinégenos. Portanto, 0
aparecimento dessa doenca esta relacionado ao tempo e intensidade de exposi¢cao
das células aos fatores carcindgenos (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2017).

Ha também a origem hereditaria que incluem fatores familiares e étnicos,
porém com uma pequena parcela no surgimento dessa doenca, apesar do fator
genético exercer um importante papel na oncogénese. Um exemplo sdo o0s
individuos portadores de retinoblastoma que, em 10% dos casos, apresentam
historia familiar deste tumor. Alguns tipos de cancer de mama, estdmago e intestino
parecem ter um forte componente familiar, embora ndo se possa afastar a hipotese
de exposicdo dos membros da familia a uma causa comum. Determinados grupos
étnicos parecem estar protegidos de certos tipos de cancer, como exemplo, a
leucemia linfocitica que é rara em orientais e 0 sarcoma de Ewing sendo & muito
raro em negros (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2017).

Sendo assim, de forma sucinta, quando uma célula esta exposta a

situacbes, como as citadas, podem ocorrer alteracdes na estrutura do acido
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desoxirribonucleico (DNA), o qual € uma estrutura quimica que armazena as
informacdes de uma célula que sao utilizadas para construir e organizar moléculas e
organelas que compdem a mesma (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2017).

Uma célula normal pode sofrer alteracdbes no DNA,é o que chamamos
mutacdo genética. As células cujo material genético foi alterado passam a receber
instrucdes erradas para as suas atividades. As alteracbes podem ocorrer em genes
especiais, denominados protooncogenes, que a principio sdo inativos em células
normais. Quando ativados, os protooncogenes transformam-se em oncogenes,
responsaveis pela malignizacdo (cancerizacdo) das células normais. Essas células
diferentes s&o denominadas cancerosas (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2017).

O tratamento para o cancer possui, de modo geral, cinco vertentes, sendo
elas : Cirdrgica, quimioterapica, imunoterapica, radioterapica e terapia direcionada. A
terapia direcionada é baseada nas diferencas entre as linhagens cancerigenas,
sendo novidade, essa vertente consiste no uso de drogas que "conseguem"
distinguir as pequenas diferengas presentes entre células normais e células
tumorais, como mudancas nos genes do DNA. Portanto, essas drogas s&o
direcionadas para atingir somente as células tumorais, afetando sua biologia celular,
deixando de atingir as células normais. Esse mecanismo difere da outra vertente
nomeada como quimioterapia, onde tanto as células tumorais quanto as células
normais séo atingidas, causando diversos tipos de efeitos colaterais nos pacientes
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

A quimioterapia € amplamente utilizada no tratamento do cancer, ela
consiste na intervencdo do ciclo celular das células tumorais através de drogas
quimioterapicas isoladas ou aplicadas de forma combinadas para aumentar a
eficacia do tratamento. Entretanto, durante o tratamento, além das células tumorais
as células saudaveis também sdo afetadas, causando sérios efeitos colaterais em
pacientes. Sendo assim, deve-se fazer um balanco entre a morte das células
saudaveis e ceélulas tumorais, podendo aplicar as outras vertentes de tratamentos
citadas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).
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3.2 MELANOMA

Um tipo dos tipos de cancer que ocorrem na pele € o melanoma. Este ocorre
nos melandcitos que sdo responsaveis pela producdo de melanina, sendo assim,
pode se desenvolver em qualquer lugar do corpo onde ha a presenca de
melandcitos, sendo comum no tronco (peito e pesco¢o) em homens e nas pernas,
em mulheres. Pessoas com pele escura apresentam menor risco de desenvolver
esse tipo de cancer. Pode surgir, ainda que de forma menos comum, em genitalias,
boca, olhos e na regido anal (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

Melanoma € 0 menos comum em relacdo aos canceres que ocorrem nas
células escamosas e basais da pele, porém € mais agressivo, considerando que
possui mais facilidade para se espalhar pelo corpo se ndo for diagnosticado nos
estagios iniciais (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

Os primeiros sinais do aparecimento € a mudanca de forma, cor ou tamanho
de um sinal na pele ou verruga. Alguns aspectos podem ajudar a detectar essas
mudancas, como a assimetria, onde a metade da marca na pele n&o se parece com
a outra metade. E possivel, também, notar irregularidades na borda da marca da
pele. Cores desiguais presentes na marca da pele podem ser identificadas como
outra caracteristica que pode indicar o desenvolvimento de um melanoma. Além
disso, mudancas no diametro ou tamanho do sinal ou verruga, dentro de semanas
ou meses, pode ser indicio de melanoma que esta em fase de desenvolvimento
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2010).



14

FIGURA 1 - Foto mostrando um melanoma assimétrico com bordas irregulares
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FONTE: (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2010)
O melanoma pode variar em suas caracteristicas, sendo que aqueles que

estdo em estagio mais avancado podem expressar mudancas na textura da pele, ser
dolorosos, sensiveis e provocar prurido. Ha varios fatores de riscos, 0s quais elevam
as chances do desenvolvimento dessa doenca. Um dos principais é a exposicao
demasiada a radiacado ultravioleta (UV) (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2010).

Geralmente esse tipo de cancer esta correlacionado a exposicao a radiacao
UV, a qual pode ser dividida entre UVA, UVB e UVC. Esta ultima € barrada pela
camada de ozbnio da nossa atmosfera terrestre, j4 a radiacdo UVA compreende
entre 90-95% e a UVB 5-10% da radiacao. A radiacdo UVA penetra camadas mais
profundas da pele, jA a UVB é quase que completamente absorvida pela epiderme
(SEEBODE; LEHMANN; EMMERT, 2016).

Embora a radiacdo UVA seja a parcela majoritaria da radiacdo solar, ela
causa o foto envelhecimento da pele através da deterioracdo das fibras, sendo muito
menos cancerigena. Ja em relacdo a radiacdo UVB, que compdem uma pequena
porcentagem da radiacdo solar, pode ser significativamente muito mais cancerigena,
mesmo quando ha exposicdo em pequenas doses. Desta forma, a radiacdo UVB é

considerada a maior causadora de cancer de pele de forma direta, ainda que, em
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menor parcela e também de forma indireta, a radiacdo UVA possa contribuir para o
surgimento de um cancer de pele (SEEBODE; LEHMANN, EMMERT, 2016).

A radiacdo UVA, ndo é absorvida diretamente pelo DNA, porém a sua
penetracdo causa danos foto-oxidativos indiretos neste, além de contribuir para a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). O alvo da ERO em relacdo ao
DNA €é a guanina e a 8-oxo-7,8-dihydro-2-deoxyguanosine, que tem sido
considerada como a mais frequente lesdo oxidativa. Nao obstante, mais
recentemente tem sido observado que a radiacdo UVA induz danos a pirimidina, tipo
dimero, ao DNA, além de efeitos imunossupressores. Essa inibicdo da resposta ao
dano do DNA pode tornar os dimeros induzidos por UVA mais mutagénicos que o0s
dimeros induzidos por UVB (SEEBODE; LEHMANN; EMMERT, 2016).

A radiacdo UVB ja é absorvida diretamente pelo DNA levando a formacéo de
foto produtos como o ciclobutano dimeros de pirimidina (CDPs) e 6-pirimidina-4-
pirimidona fotoprodutos (PPs), os quais sdo 0s principais causadores do efeito
carcinébgeno da radiacdo UVB. Os CDPs sdo formados entre duas timinas
adjacentes ou duas citosinas formando um anel ciclobutano, considerando que 6-4
PPs sdo produzidos por uma unica ligacdo ndo ciclica entre o carbono 6 do 5
‘pirimidina e carbono 4 do 3' pirimidina. Os CDPs sdo formados numa proporcéo de
66% e 33% de PPs, e ambas lesbes causam um grande volume de distor¢cdo ao
DNA . Essas lesfes inibem a enzima polimerase durante a transcricdo ou a
replicacdo do DNA durante a divisdo celular. Quando ndo ha a reparacdo, essas
lesGes podem gerar uma mutacdo chamada de assinatura UV onde ha a mudanca
de base C para T e CC para TT em tandem (SEEBODE; LEHMANN; EMMERT,
2016).
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FIGURA 2 - llustracdo que identifica o mecanismo de acdo da radiacdo UV sobre as bases

nitrogenadas.

uv

Reactive double bonds

CPD

FONTE: (SEEBODE; LEHMANN; EMMERT, 2016).

3.3 Cancer de mama

O cancer de mama € o tipo de cancer mais comum entre as mulheres. No
Brasil sdo esperados em torno de 57.960 novos casos dessa doencga, a qual possui
varios tipos que variam entre um desenvolvimento rapido e mais lento (INSTITUTO

NACIONAL DO CANCER, 2018).

Esse tipo de cancer apresenta sinais bem caracteristicos que podem ser
observados pelo préprio individuo, estes sédo: presenca de nddulo (caroc¢o) na regiao
da glandula maméria ou em axilas e também podendo aparecer no pescoco, pele da
mama apresenta cor avermelhada podendo estar retraida se assemelhando a uma

casca de laranja, e também pode apresentar modificacbes no mamilo. Havendo
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algum sintoma dos citados, o individuo deve procurar um centro de diagndstico para
averiguar se ha um tumor ou néo, pois se for detectado em fase inicial, aumentam-
se as chances de tratamento e de cura (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,

2018).

Grande parte dos casos de descoberta de cancer de mama se deu pelas
proprias mulheres que observaram os sinais citados acima. Além disso, é
recomendado a realizacdo de um exame de rastreamento a cada dois anos,
denominado de mamografia, o qual detecta o cancer antes mesmo de aparecerem
0s sinais. O exame consiste em uma radiografia, realizada por um equipamento de
raios X denominado de mamadgrafo, este analisa alteragdes suspeitas nas glandulas
mamarias (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2018).

O modo de prevencao desse tipo de cancer é genérica para quase todos os
outros tipos, isso quer dizer: praticar atividades fisicas regularmente, ingerir
alimentos saudaveis com o intuito de manter o peso corporal adequado para cada
individuo, evitar o consumo de bebidas alcodlicas, e para as mulheres o que também
previne esse tipo de cancer é o ato de amamentar (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2018).

Ocupando o segundo lugar dos canceres gue mais causam mortes entre
mulheres, o cancer de mama possui as seguintes vertentes como terapia: cirargica,
radioativa, tratamento endocrino e quimioterapica. O tipo de tratamento que se é
aplicado depende do estagio no qual o cancer se encontra, sendo assim, para se
classificar o estagio do cancer sdo consideradas caracteristicas como tamanho do
tumor que pode variar entre 0os graus 1 até 4, envolvimento ou ndo de linfonodos
regionais e a existéncia e a distancia da metastase (ANJUM; RAZVI; MASOOD,
2017).

Umas das vertentes de tratamento citadas acima, tratamento enddcrino, utiliza
do tamoxifeno que € um modulador seletivo do receptor de estrogénio (SERM), cujo
0 qual se liga aos receptores de estrogénio efetuando caracteristicas agonistas e
antagonistas. O seu caminho de agdo se d&a pela acoplagem em receptores de

estrogénio, bloqueando a ligacdo entre o hormdnio naturalmente produzido pelas
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células desse tecido e como consequéncia inibindo a proliferacdo das células
tumorais. A dose padrdo € de 20mg, sendo comumente utilizada no tratamento de
cancer de mama, resultando na reducao de 50% de chances de recorréncia desse
tipo de cancer e de 28% nas taxas de morbidade pelo mesmo. Entretanto, tem se
relatado que tratamentos enddcrinos, como com o0 tamoxifeno, aumentam a
atividade agonista de xenoestrogénios em receptores transmutados de estrogénios,
0S quais estdo associados com a resisténcia a drogas (ANJUM; RAZVI; MASOOD,
2017).

3.4 Microvesiculas

As microparticulas celulares ou também conhecidas como microvesiculas
(MV) séo estruturas liberadas da superficie celular, podem ser liberadas quase que
espontaneamente, ou quando a célula passa por momentos de estresse como no
processo de apoptose (FREYSSINET, 2003).

Atualmente sabe-se que essas estruturas desempenham uma importante
funcdo na comunicacdo entre as células, transferindo sinais como ativacdo ou
degeneracéo celular refletindo em tecidos in vivo, conceituando-as como grandes
vetores de informacdes transcelulares, as quais transmitem informacdes bioldgicas
importantes de acordo com quadros fisiol6gicos, e também patol6gicos, nos quais as
células se encontram (FREYSSINET, 2003).

A comunicacdo entre as células por meio de fragmentos circulares de
membrana (microvesiculas), € uma habilidade extraordinaria que acompanha a
ativacdo e o crescimento celular, sendo assim em culturas celulares onde ha uma
proliferacdo de células que ocorre de forma mais rdpida ha maior secrecdo de
microvesiculas, e em culturas celulares onde a proliferacdo € mais lenta, é
observado uma menor secrecao dessas estruturas. A liberacdo dessas, se da por
diversos fatores e quadros fisiolégicos, como a ativacdo celular, presenca de
estresse oxidativo, quando ha exposi¢do a proteinas pertencentes a um complexo
cascata ativado e entre outros (RATAJCZAK et al., 2006).

As microvesiculas sdo compostas por diversos tipos de proteinas e lipidios,
muitos desses componentes sdo semelhantes ao das células das quais elas se
originaram, pois elas sédo desprendidas da superficie celular, sendo assim, durante

a fragmentagdo da membrana celular as microvesiculas podem abranger
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componentes de membrana, e como ha um dobramento, pode ocorrer também o
envolvimento de conteddo citoplasmatico onde podem estar presentes proteinas
derivadas do citoplasma e mRNA, além disso, podem ser englobadas particulas
infecciosas de virus e prions do citoplasma. Sendo assim, essas estruturas variam
de tamanho e de composicédo conforme o tipo de célula das quais elas se originaram
(RATAJCZAK et al., 2006).

Figura 1- Classificagdo das vesiculas extracelulares de acordo com o diametro

30—100nm 100 nm—1 pm

Agregado de
proteinas

OQ = N

Virus Bactérias

Exossomos Microvesiculas Cor
FONTE: GYORGY ET AL. (2011)

As habilidades totais das microvesiculas ainda ndo estdo totalmente
elucidadas, porém sabe-se que elas possuem papel importante no ambiente
intracelular e na modulacdo da comunicacdo de célula-célula através de diferentes
mecanismos, influenciando a biologia da célula-alvo (RATAJCZAK et al., 2006).

Um dos mecanismos é a estimulagdo da célula-alvo através de ligantes
expressos na superficie da membrana da mesma, onde a microvesicula atua como
um complexo sinalizador, pois elas carregam numerosas proteinas e lipidios
bioativos. Além disso, h4 a possibilidade de transferéncia de um receptor de
membrana externa de uma célula para outra, como a entrega de proteinas,
particulas infecciosas de virus, mRNAs e por fim a transferéncia de organelas
inteiras como mitocondrias (RATAJCZAK et al., 2006).

As culturas celulares apresentam pequenas estruturas no meio de cultivo, as
qguais sdo nominadas de "restos celulares ou fragmentos celulares”, os quais estao
presentes em cultivos com um crescimento celular saudavel. Em estudos de

microscopia eletronica foi revelado que esses "restos celulares” possuem grandes
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guantidades de microvesiculas, as quais também estdo presentes em culturas de
células tumorais, portanto € notavel que elas desempenham um importante efeito
biolégico no microambiente tumoral e consequentemente sdo importantes para o
tumor. Conclui-se isto, devido a observacdo de modelos de estudo de linhagens de
cancer de pulmdo humano e murino, que apresentaram como resposta ao
tratamento de doses ndo apoptéticas de quimioterapicos, a secrecdo de
microvesiculas em seu microambiente. Por fim, estudos tém demonstrado que as
microvesiculas também estimulam a expressao de fatores angiogénicos em diversas
linhagens tumorais humanas (RATAJCZAK et al., 2006).

Contudo, devido a grande quantidade de microvesiculas presentes em fluidos
corporais de individuos com cancer em estagios avancados e a menor quantidade
das mesmas em individuos saudaveis, muitos estudos tém sido voltados para
compreender a sua funcdo no progresso tumoral. Ha estudos demonstrando uma
interacdo entre as microvesiculas e as células que normalmente estdo presentes no
ambiente tumoral, como fibroblastos, células endoteliais, tipos diferenciados de
leucécitos e outros, 0s quais possuem suas atividades moduladas por essas
estruturas. Somando a isso, ha evidéncias cientificas cujas quais mostram uma
correlacdo entre a capacidade metastatica in vivo de canceres, devido a acédo
proteolitica desempenhada pelo contetdo das microvesiculas presentes (LIMA et al,
2008).

Entretanto, ainda ndo é totalmente esclarecido como ocorre 0 processo de
sintese dessas microvesiculas, o que se sabe é que ha um aumento intracelular de
calcio, o qual ativa a protease calpaina desestruturando a membrana plasmatica que
esta ligada ao citoesqueleto por meio de clivagem de proteinas como actina (LIMA et
al, 2008).

3.5 Dexametasona no tratamento tumoral

A dexametasona (DEX) €& um corticosteréide que possui efeitos
antiinflamatdrios e antialérgicos. Seus mecanismos de acdo incluem inibicdes de
diversas vias de sinteses bioquimicas de enzimas e citocinas, como a inibicdo da via
de sintese de NF-kB que resulta na reducdo de producdo do fator de necrose
tumoral a desencadeando consequéncias para as células. Considerando isso, essa
droga é amplamente utilizada em tratamentos clinicos, além disso, estudos tém

mostrado que esse farmaco possui efeitos benéficos em tratamentos tumorais. Ha
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dados demonstrando a capacidade da DEX em reduzir a invasdo e migracdo de
células tumorais de colon assim como a capacidade de induzir o processo de
apoptose em linhagens celulares leucémicas (COYNE & NARAYANAN, 2016;
FENG; FEI; HU, 2018).

Em outro estudo, relatou-se que em pacientes que possuiam cancer de
pulméo e foram pré-tratados com DEX, houve reducéo da toxicidade hematoldgica e
aumento da eficiéncia de quimioterapicos em tratamento. Somando a isso, foi
observado a eficiéncia da droga Dexametasona na inibicdo do crescimento do
carcinoma pulmonar de Lewis, tornando verdade o efeito antitumoral que esse
farmaco possui sobre esse tipo de cancer (FENG; FEI; HU, 2018).

Adicionalmente, sabe-se que um corticosteréide como a Dexametasona pode
se ligar covalentemente a uma imunoglobulina G (IgG) que possui propriedades de
ligacdo seletiva, sendo assim, esse complexo "DEX-1gG" pode atingir seletivamente
um tipo celular causando efeitos como: promover altas concentragdes citosélicas de
Dexametasona ou de um quimioterapico, e também ativar multiplas respostas
imunes do hospedeiro que podem desencadear uma citotoxicidade seletivamente
direcionada para o tipo celular (COYNE & NARAYANAN, 2016).

3.6 TAMOXIFENO

Como ja citado, o Citrato de tamoxifeno € um modulador seletivo do
receptor de estrogénio (SERM), o qual se liga de forma competitiva aos receptores
do horménio estrogénio expressos na superficie celular caracteristicos das células
do tecido glandular mamario, devido a isso, 0 uso dessa droga é empregado a muito
tempo no tratamento enddcrino contra o cancer de mama, tanto nos estagios iniciais
e avancados do tumor, quanto no periodo de pré e p6s menopausa em mulheres.
Entretanto, como a maioria dos tratamentos, o uso do tamoxifeno pode desencadear
efeitos colaterais indesejaveis, como fadiga, dores, mudangas de humor e entre
outros, 0os quais podem acarretar o a interrupcéo da terapia com o farmaco (WEI-LAN
YEH et al, 2014).

A eficacia do Citrato de tamoxifeno, contra o cancer de mama, foi
pioneiramente relatada em 1985 pelo estudo realizado por Cuzick e Baum, onde foi
observado a reducdo da incidéncia do tumor em individuos que incorporaram o
farmaco. Apés isso, outros estudos carrearam o tamoxifeno para ensaios clinicos

contra o cancer de mama, e seu uso na prevencdo do mesmo. Em estudos
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realizados pela National Surgical Adjuvant Breast and Bowel project (NSABP-P1), foi
observado que apdés o uso de 20 mg do Citrato de tamoxifeno em grupos de
mulheres, houve reducao da incidéncia em até 69% do tumor, além de mostrar que
houve a prevencdo desse tipo de cancer em grupos com pré-disposicdo de
desenvolvimento do tumor devido a mutacdes nos genes especificos causadores do
cancer de mama e também pela presenca de casos na familia (OLIVEIRA,
ALDRIGHI, RINALDI, 2006).

O tamoxifeno € utilizado no tratamento e na prevencgdo contra o cancer de
mama a muito tempo, porém, apesar da sua eficacia na reducdo dos tumores, ha
relatos de resisténcia das células tumorais em relacdo ao farmaco, sendo esse um
problema notavel. Os mecanismos de resisténcia contra o tamoxifeno envolvem
diversos fatores, como a alteracao do alvo do farmaco, ativacdo das vias alternativas
de sinalizacao intracelular e entre outros (HULTSCH et al, 2018).

Além dos efeitos antitumorais nas células do tecido mamario, o tamoxifeno é
conhecido por desencadear efeitos diretos e indiretos no metabolismo dos lipidios,
também sendo capaz de reduzir a quantidade de colesterol no sangue, e combater
doencas cardiovasculares. O farmaco é capaz de se associar ao sitio microssomal
de ligacdo de antiestrogénio, regulando o equilibrio de lipidios, mecanismo qual esta
associado com o metabolismo do colesterol. Tal mecanismo é relacionado com o
controle do crescimento, diferenciacdo e o processo de apoptose na presenca das
espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo esse, um outro método pelo qual o
tamoxifeno é capaz de induzir a citotoxicidade (HULTSCH et al, 2018).

Porém, como jA mencionado o farmaco citrato de tamoxifeno apresenta
diversos efeitos colaterais, além disso, também foi relatado o desenvolvimento de
esteatose hepatica em 43% dos individuos que realizaram o uso dessa droga.
Sendo assim, pelo fato do tamoxifeno ndo ser ideal, foram desenvolvidos outros
guimioterapicos hormonais utilizados como adjuvantes no tratamento contra o
cancer de mama (HULTSCH et al, 2018; XANTHOPOULOS, ROMANO, MAJUMDAR,
2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO DE CELULAS TUMORAIS

As linhagens B16F10 e 4T1 em estudo foram cultivadas em meio de cultura
RPMI, acrescido de 10% de soro fetal bovino complementado com 100 mg de
estreptomicina e 100 mg de penicilina por litro. Apés acondicionadas em garrafas
proprias de cultivo celular, sob atmosfera de 5% de CO2 a 37°C até o momento do

uso.

4.2 PREPARO DA SOLUCAO DE DEXAMETASONA

Foram feitas quatro solugbes mées de 1 ml contendo o farmaco fosfato
dissodico de dexametasona injetavel, com as concentracfes de 0,1 mM, 0,2 mM, 0,4
mM e 0,8 mM, completando com o meio de cultivo celular RPMI, suplementado com
10% de soro fetal bovino complementado com 100 mg de estreptomicina e 100 pg
de penicilina por litro. As solugdes foram prepadas no momento do tratamento dos
grupos. O farmaco foi estocado e armazenado em um recipiente estéril sob a

temperatura de 25°c

4.3 PREPARO DA SOLUCAO DE TAMOXIFENO

O comprimido de tamoxifeno 20mg foi macerado e pesado. 10mg do pé de
tamoxifeno foi dissolvido em 1ml de dimetilsulféxido (DMSO). A solucgéo inicial com a
concentracdo de 10mg/ml, foi armazenada a -20° C e protegida da luz, devido ao
fato da solucédo ser fotossensivel. Apos isso, completou-se 20 pl para 40 ml de meio
de cultivo celular RPMI suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 100 mg de
estreptomicina e 100 ug de penicilina por litro, obtendo uma solucdo de tratamento

com a concentracdo de 5 pg/ml do tamoxifeno e 0,1% de DMSO.

4.4 EXTRACAO DAS MICROVESICULAS

A cultura de B16F10 foi submetida a uma solucdo contendo meio de cultivo
celular RPMI, suplementado com 10% de soro fetal bovino complementado com 100
mg de estreptomicina e 100 pg de penicilina por litro e com adicdo do fosfato
dissddico de dexametasona injetavel, na concentracdo de 0,2 mM, em uma garrafa
de cultivo celular. A cultura foi submetida a uma atmosfera contendo 5% de CO:2 a

37°C, durante 48 horas. ApGs isso, 0 sobrenadante foi recolhido e submetido a
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centrifugacdo a 300g por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi retirado e o pellet
descartado. Posteriormente, o sobrenadante foi centrifugado novamente a 2000g por
10 min a 4°C. Sucedendo a isso, o sobrenadante da centrifugacdo anterior foi
recolhido e centrifugado novamente a 30000g por 10 min a 4°C, para retirada de
debri e restos celulares, o pellet foi descartado. Apos isso, foi realizada a
centrifugacéo a 100000g por 2 horas a 4°C, para retirada de proteinas descartando o
pellet, o sobrenadante foi recolhido e centrifugado novamente a 1000009 por 2 horas
a 4°C, o pellet foi ressuspendido em meio de cultivo celular RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino complementado com 100 mg de estreptomicina e 100 pg

de penicilina por litro

4.5 AVALIAC;AO DO TAMANHO E POTENCIAL ZETA DAS PARTICULAS

Como foi descrito no item "4.4 extracdo das microvesiculas”, apés a ultima
etapa de centrifugacdo do sobrenadante da cultura do melanoma, o pellet foi
ressuspendido em 2 ml de PBS, e levado para determina¢do do tamanho e potencial
Zeta das particulas da amostra no equipamento Zetasizer nano Series. O tamanho
meédio das particulas e o indice de polidisperséao (distribuicdo de tamanho) foram
medidos por espectroscopia de correlacdo de fétons, em temperatura ambiente.

O Potencial Zeta das suspensdes de nanoparticulas em agua foram
determinadas por anemometria laser Doppler. As amostras foram acondicionadas
em uma célula eletroforética a 25°C, onde um potencial de £150 mV foi estabelecido.

4.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR MTT COM DEXAMETASONA.

As células das linhagens B16F10 e 4T1 foram adicionadas em placas de 96
pocos com meio de cultura RPMI (7.000 células/poco). Apoés 24 horas foram
tratadas com a solucao contendo dexametasona, nas concentracdes de 0,1 mM, 0,2
mM, 0,4 mM e 0,8 mM, com RPMI suplementado com 10% de SFB e antibidtico, no
grupo controle foi adicionado somente meio de cultura RPMI suplementado com
10% de SFB e antibidtico.

Depois de 24 e 48 h o sobrenadante das células foi retirado e adicionado 70
pl de uma solucéo salina contendo 0,5 ug/mL de MTT. Apos a incubacgéo por 2 hr a
37°C em atmosfera de 5% CO: adicionou-se a solucéo eluente de alcool isopropilico
com HCI 0,1 M, para solubilizar os cristais de formazan formados, a leitura da cor

formada foi mensurada espectrofotometricamente em 570 nm.
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4.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR MTT COM TAMOXIFENO.

As células da linhagem 4T1 foram adicionadas em placas de 96 po¢cos com
meio de cultura RPMI (7.000 células/poco). Apos 24 horas foram tratadas com a
solugéo contendo tamoxifeno com a concentracdo de 5 pg/ml e 0,1% de DMSO, com
RPMI suplementado com 10% de SFB e antibiotico, no grupo controle foi adicionado
somente meio de cultura RPMI suplementado com 10% de SFB e antibidtico.

Depois de 24 e 48 h o sobrenadante das células foi retirado e adicionado 70
pl de uma solugéo salina contendo 0,5 ug/mL de MTT. Apds a incubacgéo por 2 hr a
37°C em atmosfera de 5% CO:2 adicionou-se a solucdo eluente de etanol com HCI
0,1 M, para solubilizar os cristais de formazan formados, a leitura da cor formada foi

mensurada espectrofotometricamente em 570 nm.

4.8 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR MTT COM MICROVESICULAS.

As células da linhagem 4T1 foram adicionadas em placas de 96 po¢cos com
meio de cultura RPMI (7.000 células/pocgo). ApoOs 24 horas foram tratadas com a
solucdo contendo microvesiculas (item 4.5) e meio RPMI suplementado com 10% de
SFB e antibiotico, no grupo controle foi adicionado somente meio de cultura RPMI
suplementado com 10% de SFB e antibiético.

Depois de 24 e 48 h o sobrenadante das células foi retirado e adicionado 70
pl de uma solugéo salina contendo 0,5 ug/mL de MTT. Apds a incubacgéo por 2 hr a
37°C em atmosfera de 5% CO: adicionou-se a solucao eluente de etanol com HCI
0,1 M, para solubilizar os cristais de formazan formados, a leitura da cor formada foi

mensurada espectrofotometricamente em 570 nm.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como meédia + erro padrdo da media
(S.E.M). Os dados apresentaram distribuicdo normal e varidncias homogéneas,
estas condi¢des foram verificadas pelos testes de D' Agostino & Pearson e Tukey,
respectivamente. O nivel de significancia aceito para os testes foi de P<0,05. Todos
os testes foram realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism (versao
5.01, San Diego, California, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR MTT DE DEXAMETASONA E B16F10

Apos a incubacdo das linhagens com os tratamentos de dexametasona,
tamoxifeno e microvesiculas, foi possivel observar o0s seguintes resultados
demonstrados pelos graficos abaixo. O grafico 1 demonstra os resultados obtidos
pelo ensaio de MTT com as células da linhagem B16F10 que foram tratadas com as
concentracbes de 0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM e 0,8 mM de dexametasona, onde
apenas a concentragcdo de 0,8 mM diminuiu, com significAncia estatistica, a
viabilidade das células em relagdo ao controle e em relacdo as outras
concentracdes, apods 24 horas de tratamento

Grafico 1 - Efeitos desencadeados pelas diferentes concentracbes do farmaco
dexametasona sobre a linhagem B16F10 apds 24 horas de tratamento, analisado pelo método
MTT. Foram testadas as concentracdes de 0,1 mM, 0,2 mM, 04mM e 0,8 mM do farmaco
dexametasona sobre a linhagem B16F10 durante 24 horas de incubagdo. Cada coluna representa o
resultado da absorbancia de 5 grupos de quadruplicata (controle e concentragfes). Andlise estatistica
foi feita utilizando ANOVA de uma via e pés teste de Tukey. **** P< 0,001 em rela¢do ao controle e em
relacdo as concentracdes de 0,1 0,2 e 0,4 mM.
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J& no grafico 2 estdo demonstrados os resultados obtidos pelo ensaio de MTT
com as células da linhagem B16F10 que foram tratadas com as concentracdes de
0,1 mM™M, 0,2 mM, 04 mM e 0,8 mM de dexametasona, apés 48 horas. As
concentracbes de 0,2 mM, 0,4mM e 0,8 mM reduziram a viabilidade celular com
significancia estatistica em relacdo ao controle. Também houve diferenca estatistica

entre as concentracdes dos grupos tratados.

Grafico 2 - Efeitos desencadeados pelas diferentes concentracbes do farmaco
dexametasona sobre a linhagem B16F10 ap6s 48 horas de tratamento, analisado pelo método
MTT. Foram testadas as concentracdes de 0,1 mM, 0,2 mM, 0,4mM e 0,8 mM do farmaco
dexametasona sobre a linhagem B16F10 durante 48 horas de incubacdo. Cada coluna representa o
resultado da absorbancia de 5 grupos de quadruplicata (controle e concentragfes). Andlise estatistica
foi feita utilizando ANOVA de uma via e pés teste de Tukey. ** P< 0,001 em relagcdo ao controle e a
concentracdo de 0,1 mM *** P< 0,001 em relacdo ao controle e a concentragdo de 0,1 e 0,2 mM ****
P< 0,001 em relacdo ao controle e a concentracdo de 0,1, 0,2 e 0,4 mM.
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5.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR MTT DE TAMOXIFENO E 4T1
Grafico 3 - Efeitos do farmaco tamoxifeno e microvesiculas sobre a linhagem 4T1 ap6s
24 horas de tratamento analisado pelo método MTT. Foi testado o farmaco tamoxifeno isolado,
microvesiculas isoladas e tamoxifeno combinado com microvesiculas sobre a linhagem 4T1 durante

24 horas de incubacgdo. Cada coluna representa o resultado da absorbancia de 4 grupos de

guadruplicata (controle e concentragdes). Andlise estatistica foi feita utilizando ANOVA de duas vias e
pos teste de Tukey.
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No grafico 3 estdo representados o resultados obtidos pelo método do MTT
com as células da linhagem 4T1, onde foram divididos quatro grupos de
quadruplicatas, um sendo o controle e outros trés tratados com tamoxifeno,
microvesiculas (MV) e tamoxifeno com microvesiculas. Apos 24 horas de tratamento,
nao houve reducao estatisticamente significativa da viabilidade celular em relacéo ao

controle e em relagao entre os grupos tratados.



29

Gréfico 4 - Efeitos do farmaco tamoxifeno e microvesiculas sobre alinhagem 4T1 apés
48 horas de tratamento analisado pelo método MTT. Foi testado o farmaco tamoxifeno isolado,
microvesiculas isoladas e tamoxifeno combinado com microvesiculas sobre a linhagem 4T1 durante
48 horas de incubacao. Cada coluna representa o resultado da absorbéncia de 4 grupos de
guadruplicata (controle e concentragfes). Andlise estatistica foi feita utilizando ANOVA de duas vias e
pos teste de Tukey. * P< 0,001 em relagdo ao controle.
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O grafico 4 mostra os resultados do método do MTT em relacdo aos
tratamentos com tamoxifeno, microvesiculas e tamoxifeno adjunto de
microvesiculas, sobre as células da linhagem 4T1. Ap6s 48 horas houve reducéo da
viabilidade celular, com significancia estatistica, nos trés grupos tratados quando
comparados com o controle, ndo havendo diferenca estatistica da viabilidade celular
entre 0os grupos tratados, demonstrando que os compostos utilizados nos grupos,

possuem um efeito de citotoxicidade sobre as células dessa linhagem.
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5.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR MTT DE DEXAMETASONAE 4T1

Gréfico 5 - Efeitos do farmaco dexametasona e microvesiculas sobre alinhagem 4T1
ap6s 24 horas de tratamento analisado pelo método MTT. Foi testado o farmaco dexametasona
0,8 mM isolado, microvesiculas isoladas e dexametasona 0,8mM combinado com microvesiculas
sobre a linhagem 4T1 durante 24 horas de incubacéo. Cada coluna representa o resultado da
absorbancia de 4 grupos de quadruplicata (controle e concentracdes). Analise estatistica foi feita
utilizando ANOVA de duas vias e p0s teste de Tukey. *** P< 0,001 em relagéo ao controle e aos
grupos tratados MV e Dexametasona.
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O gréfico 5 demonstra o0 ensaio de citotoxicidade por MTT, no qual foram
divididos quatro grupos de quadruplicatas, sendo um o controle e outros trés tendo
sido tratados com dexametasona, microvesiculas e dexametasona adjunta de
microvesiculas. Apdés 24 horas de tratamento houve redugdo na viabilidade celular
estatisticamente significativa no grupo tratado com dexametasona adjunto de
microvesiculas quando comparado com o controle, bem como diferenga estatistica
na viabilidade celular desse mesmo grupo quando comparado com 0S outros grupos
tratados. Isso demonstra que as microvesiculas adjuntas do corticoide

dexametasona desempenham um efeito citotéxico sobre a linhagem 4T1.
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Gréfico 6 - Efeitos do farmaco dexametasona e microvesiculas sobre a linhagem 4T1
apoOs 48 horas de tratamento analisado pelo método MTT. Foi testado o farmaco dexametasona
0,8 mM isolado, microvesiculas isoladas e dexametasona 0,8mM combinado com microvesoculas
sobre a linhagem 4T1 durante 48 horas de incubacdo. Cada coluna representa o resultado da
absorbancia de 4 grupos de quadruplicata (controle e concentragdes). Analise estatistica foi feita
utilizando ANOVA de duas vias e pés teste de Tukey. *P< 0,001 em relacdo ao controle.
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No grafico 6 estdo representados os resultados do ensaio de citotoxicidade
realizado pelo método do MTT, em relacdo as células da linhagem 4T1. Foram
divididos quatro grupos de gquadruplicatas, sendo um o controle e 0os outros trés
tendo sido tratados com dexametasona somente, microvesiculas e dexametasona
adjunto de microvesiculas. Apés 48 horas de tratamento, as células dos trés grupos
tratados tiveram sua viabilidade reduzida de forma estatisticamente significativa em
relacéo ao controle, demonstrando que os compostos utilizados desempenharam um

atividade citotoxica sobre a linhagem 4T1.

Como ja é sabido, a droga dexametasona possui efeitos antiinflamatorios,
sendo amplamente utilizada clinicamente. No entanto, estudos tém relatado que este
farmaco possui efeitos antitumorais sobre linhagens celulares, como descrito no
trabalho de XIAO-LING FENG, HUI-ZHI FEI & LING HU (2018), no qual foram
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analisados os efeitos da dexametasona sobre a linhagem celular A549 de
adenocarcinoma pulmonar aveolar basal humano. Neste trabalho foram
administradas doses da dexametasona com as concentra¢gdes de 0,1 mM, 1mM e 10
mM, procedendo as analises das amostras apos 12 horas, 24horas e 48 horas do

tratamento.

Segundo os autores do trabalho referido, a dexametasona reduziu a
proliferacédo celular e aumentou a taxa de apoptose das células dependendo da dose
e do tempo de tratamento, obtendo como resultados a reducéo da viabilidade celular
nas concentrages de 1 mM e 10 mM apds 24 e 48 horas de tratamento. No estudo,
ficou esclarecido pelos autores que a exposicdo das células da linhagem A549
perante a dexametasona desencadeou um acumulo de células apoptoticas, bem

como aumentou a quantidade da caspase-3 e a atividade da via TGF- 31/ Smad2.

Em relacdo a linhagem B16F10, foram padronizadas as concentracdes do
corticoide dexametasona, tendo como base o trabalho de XIAO-LING FENG,
HUI-ZHI FEI & LING HU (2018), sendo a concentragao inicial a de 0,1 mM seguindo
das concentra¢cdes de 0,2 mM, 0,4 mM e 0,8 mM. A citotoxicidade sobre as células
foi observada, ap6s 24 horas de tratamento, pela concentracdo de 0,8 mM,
indicando que a linhagem B16F10 é mais suscetivel ao farmaco em concentracdes
menores quando comparado com a linhagem A549 utilizada no trabalho realizado
por XIAO-LING FENG, HUI-ZHI FEI & LING HU (2018). Ja no tratamento isolado da
linhagem 4T1 com dexametasona, foi utilizada a concentracdo de 0,8 mM, sendo
esta a concentragdo maior estabelecida no ensaio de citotoxicidade com a linhagem
B16F10, podendo assim, comparar o efeito do farmaco sobre diferentes linhagens

tumorais.

Entretanto, o mecanismo pelo qual o farmaco dexametasona desencadeou a
reducdo na viabilidade celular, nas linhagens B16F10 e 4T1, ainda permanece
desconhecido, uma vez que o0 ensaio do MTT demonstra a atividade enzimatica
presente na mitocondria. Sendo assim, para uma melhor compreensao do processo
ocasionado pelo farmaco sobre as células, se faz necessario futuros estudos com
técnicas mais avancadas. O tamoxifeno € um quimioterapico usado no tratamento
contra o cancer de mama ha mais de vinte anos, devido ao seu potencial limitante

da proliferacéo celular nesse tipo de cancer, sua acao se deve a sua capacidade de
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se ligar aos receptores de estrogénio impedindo que o horménio estimule a

proliferacéo tumoral.

Entretando, o uso continuo do tamoxifeno pode estimular a progressédo do
tumor, tornando necessario a busca por novos métodos de tratamento, como novos
compostos e até mesmo a combinagdo do tamoxifeno com outros farmacos e
compostos. Muitos trabalhos tém abordado os efeitos da combinacdo dos métodos
de tratamento contra esse tipo de cancer, como o trabalho desenvolvido por
XANTHOPOULOS, ROMANO &. MAJUMDAR (2004), no qual foi analisado o

tratamento combinado do tamoxifeno com outro composto denominado anastrozol.

No trabalho referido foram comparados os efeitos individuais do tamoxifeno e
do anastrozol com os efeitos do tratamento adjunto dos compostos, sobre as células
da linhagem 4T1. Foram utilizadas as concentracdes de 5ug/ml de tamoxifeno e
50ug/ml do anastrozol de forma individual e combinada pelos periodos de 24, 48 e
72 horas de tratamento. Como resultado foi observado pelos autores que ambos os
tratamentos feitos com tamoxifeno e o combinado (tamoxifeno com anastrozol)
inibiram o crescimento celular da linhagem 4T1 em todos os periodos em relacdo ao
grupo controle, porém, quando comparados 0s tratamentos, o tratamento combinado
se mostrou mais efetivo em inibir o crescimento celular em relagdo ao tamoxifeno

isolado, 0 mesmo foi observado em relagéo ao anastrozol.

Outros farmacos sédo usados de modo combinatério para tratar o cancer de
mama, como 0S compostos platina, cisplatina e carboplatina, que podem ser
empregadas de modo isoladas ou combinadas, assim como as antraciclinas como a
doxorrubicina e epirrubicina que sdo amplamente utilizadas no regime de
combinacgdo. Apesar das toxicidades, a combinacdo de compostos tem se mostrado
muito eficaz no tratamento contra o cancer de mama (ANJUM; RAZVI; MASOOD,
2017).

As microvesiculas foram obtidas a partir da centrifugacdo do sobrenadante
da cultura de B16F10, a qual continha dexametasona na concentracdo de 0,2 mM,
sendo esta a concentracdo maxima ideal para a inducdo da producdo de
microvesiculas como resposta a exposicdo das células perante o farmaco, sem

desencadear o processo de apoptose nas células da cultura.
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Os grupos tratados com microvesiculas demonstraram efeito de
citotoxicidade sobra as células da linhagem 4T1 apds 48 horas de tratamento, com
significancia estatistica quando comparado com o controle. Como ja& mencionado,
as microvesiculas presentes no microambiente tumoral possuem diversas funcoes,
sendo como a principal a comunicacdo entre as células, podendo estimular a
proliferacdo celular ou, como demonstrado nos resultados obtidos, reduzindo a
viabilidade celular. No entanto, 0 mecanismo pelo qual as microvesiculas atuam
sobre essa linhagem 4T1 ainda ndo estd esclarecido, sendo necessario mais
estudos para melhor compreensdo do processo. Porém como descrito por
RATAJCZAK et al. (2006), um dos mecanismos desempenhados pelas
microvesiculas é a estimulacdo da célula-alvo através de ligantes presentes na
superficie da membrana celular, agindo como molécula sinalizadora estimulando a
célula-alvo. Além disso, outras moléculas como proteinas e lipidios sdo carreados
por elas, bem como fragmentos de RNAs e até mesmo organelas.

As amostras obtidas ap6s a realizacdo do protocolo de extracdo das
microvesiculas do sobrenadante da cultura celular da linhagem B16F10, foram
processadas no equipamento Zetasizer o qual demonstrou como resultado para
tamanho das microvesiculas de 0,1395 nm e potencial Zeta de -6,77 mV.

De modo geral, ha trés tipos de vesiculas extracelulares (VES)
fragmentadas e liberadas da membrana plasmética, sendo elas os corpusculos
apoptoéticos, liberados do processo de apopstose, exossomos liberados
caracteristicamente pelas células e as microvesiculas produzidas pelas células

submetidas a algum tipo de estresse celular (GYORGY et al, 2011).

Segundo GYOGY et al (2011), o tamanho dos exossomos podem variar entre
30 nm a 100 nm de diametro, as microvesiculas de 100 nm a 1 yum e o0s
corpusculos apoptéticos de 1 um a 5 pm. As informagdes relacionadas ao tamanho
das microvesiculas encontradas na literatura ndo corroboram com o tamanho das
amostras, resultante da leitura feita pelo equipamento Zetasizer, apesar de o
sobrenadante, da cultura da linhagem B16F10, ter sido submetido ao protocolo de

centrifugagéo para extracdo de microvesiculas.

Ja a carga negativa resultante no potencial Zeta, corrobora com o trabalho

realizado por NGUYENA et al. (2014), onde foram caracterizadas as microvesiculas
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liberadas por células vermelhas humanas. Os autores, mediram o potencial Zeta
das microvesiculas diluidas em diferentes solu¢cbes, obtendo como resultado uma
variagao de carga de potencial Zeta de -10 mV a -40 mV. Segundo os autores, a
carga negativa depende da concentracéo de ions e do pH das solu¢cbes nas quais

as microvesiculas foram submetidas.

Sendo assim, estudos com o0 uso de técnicas mais avancadas e especificas,
podem elucidar melhor o processo que estad ocorrendo em relagcdo aos farmacos

testados e as microvesiculas, correlacionados com as linhagens tumorais.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que:

e O farmaco Dexametasona apresentou efeito citotoxico sobre a linhagem
B16F10 nas concentracfes de 0,2 mM, 0,4 mM e 0,8mM e sobre a linhagem
4T1 na concentracao de 0,8 mM apos 48 horas do tratamento;

e O farmaco tamoxifeno reduziu a viabilidade celular da linhagem 4T1,

e O tratamento isolado das microvesiculas reduziu de forma significativa a
viabilidade celular da cultura 4T1

e Os tratamentos combinados dos farmacos, dexametasona e tamoxifeno, com
as microvesiculas reduziram a viabilidade celular de forma estatisticamente

significativa em relacéo a linhagem 4T1;

Concluindo, o trabalho contribui com uma nova abordagem nas possiveis
formas de tratamento para o cancer de mama, bem como no tratamento contra o
melanoma. Além disso, é plausivel o emprego desse trabalho como base para
estudos que envolvem ensaios in vivo para avaliar os efeitos dos tratamentos em um
sistema organico mais complexo, abrindo novos caminhos para se desenvolver
terapias mais eficazes contra o cancer de mama, melanoma e até mesmo outros
tipos de canceres, melhorando a qualidade de vida de individuos portadores dessa
doenca. Por fim, o desenvolvimento do mestrado contribuiu para a minha formacéo
profissional e pessoal, acrescentando conhecimento em minha area de formacéo e

senso de responsabilidade.
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