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Objetivos

O cancer de mama é o que apresenta maior
incidéncia na populacdo feminina, excluindo o
cancer de pele ndo melanoma. Varios
compostos com atividade endo6crina séo
encontrados em efluentes! e ndo séo inativados
pelos métodos de tratamento de agua
convencionais. Assim, o metilparabeno, seus
derivados e produtos de degradacéo? foram
estudados em modelos celulares de cancer de
mama responsiva ao estrégeno (MCF-7) ou
independente (MDA-MB-231). Essas
substancias foram testadas com o objetivo de
caracterizar a bioatividade de poluentes
aquaticos estrogénicos a partir de ensaios
usando diferentes linhagens de células de
cancer de mama.

Métodos e Procedimentos

As células foram cultivadas em frascos de
cultura com os respectivos meios a 37°C, 90%
de umidade e 5% de CO,. Ap6s atingirem 80%
de confluéncia, as mesmas foram contadas na
camara de Neubauer, a concentracdo ajustada
e adicionadas em placas de 96 pocos. Foram
utilizadas 4 placas para cada linhagem, havendo
posterior replicacdo dos ensaios. Nessa etapa,
utilizou-se meio de cultura tratado para ambas

as células. Para este meio de cultura tratado, o
soro de feto bovino (FBS) foi submetido a um
processo de purificagdo com carvao ativado e
dextran para remover hormonios endégenos.
Além disso, nao foi adicionado vermelho fenol.
No segundo dia, foram adicionados os controles
e 0s compostos. Os controles utilizados na placa
consistiram em: negativo (meio de cultura
tratado com 0,5% de alcool) e positivo (meio de
cultura tratado com 0,5% de &lcool e 10 nM de
estradiol), além do “branco” que consistiu em
somente meio de cultura tratado. No
experimento, foram testadas diferentes
concentracdes (1000, 500, 200, 100 e 50 ng/L)
de trés compostos resultantes da degradacao
do metilparabeno, identificados como Inicial,
Visivel e UV. Para a linhagem MCF7 utilizou-se
meio RPMI com FBS tratado sem vermelho
fenol, para a linhagem MDA-MB-231 utilizou-se
meio DMEM com FBS tratado sem vermelho
fenol. Os ensaios foram feitos em triplicatas e
cada um deles contou com 4 placas, para cada
linhagem celular, sendo que as leituras das
placas foram feitas em 2, 4, 6 e 8 dias (uma
placa para cada dia de incubacéo), justamente
para analisar como as células reagem de acordo
com cada amostra em um intervalo de tempo
progressivo. Foi avaliado o crescimento e a
viabilidade celular exposto a cada concentragcédo
de cada composto, sendo que 1 placa de cada
cultura foi submetida a leitura a cada 48h,
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fazendo a troca do meio de cultura das
restantes, e repetindo-se 0 processo,
totalizando em 10 dias de ensaio. Os ensaios
utilizaram o método colorimétrico de MTT (1,0
mg/ml), um corante amarelo que se reduz a um
produto roxo cuja tonalidade varia de acordo
com a quantidade de células viaveis pois reage
com o NADPH mitocondrial, na concentracéo
celular de 1.10° células.mL™. As células foram
incubadas por 3 horas com o MTT e depois se
fez a solubilizagdo dos cristais formados com
Dimetilsulfoxido (DMSOQO) para ser possivel a
realizacdo da leitura no fluorimetro a 560 nm. Os
dados foram analisados com o auxilio do Excel
e do software GraphPad Prism v. 8.

Resultados

Esses ensaios foram realizados para analisar se
areplicacao celular nos diferentes tratamentos e
condicdes de tempo teria alteracéo significativa
em razdo de algum dos compostos testados.
Nos ensaios com a linhagem MDA-MB-231, as
células nao tiveram um crescimento significativo
na presenca de estradiol (C+), ou seja, ndo teve
a replicacao afetada, por ser triplo-negativa. As
amostras ndo foram téxicas para a maioria das
células, uma vez que os valores percentuais da
viabilidade celular foram iguais ou acima do
controle negativo. A andlise demonstrou que
ndo houve uma alteracdo significativa para
estas amostras em relacdo ao controle negativo.
Porém, para as amostras Visivel e UV, houve
uma pequena alteracdo em algumas
concentracdes (Figura 1), especialmente nos
dias 2 e 4, podendo representar um momento
em que os compostos foram possivelmente
toxicos, causando baixa viabilidade celular
(menor que o controle negativo e menor que
100% de viabilidade). No entanto, mesmo com
essa variacdo, ndo houve diferenca significativa
entre essas amostras e tempos de analise.
Assim, os estudos evoluiram para uma andlise
da estrogenicidade para todas as amostras
usando a linhagem MCF7.
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Figura 1: Ensaio de citotoxicidade com células da
linhagem MDA-MB-231 utilizando concentragcfes da
amostra “UV”, realizado durante 8 dias, com andlise
da replicacdo celular a cada 2 dias pelo método MTT.
O controle negativo foi usado como referéncia.

Como esperado, as células da linhagem MCF7
apresentaram maior crescimento na presenga
do estradiol, uma vez que sdo horménio
dependentes (ER+). As amostras soé
apresentaram atividade estrogénica para o
Inicial na concentragdo de 1000 ng/L ap6s 8 dias

de incubacéao (Figura 2).
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Figura 2: Ensaio de estrogenicidade com células da
linhagem MDA-MB-231 utilizando concentra¢cfes da
amostra “Inicial”, realizados durante 8 dias, com
andlise da replicagdo celular a cada dois dias pelo
método MTT. O controle negativo foi usado como
referéncia.

Ndo foi possivel testar outros compostos
derivados do metilparabeno devido a problemas
relacionados a fatores externos que
impossibilitaram a continuidade dos
experimentos.

Conclusodes
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Os resultados com as amostras indicaram que
estas ndo foram citotoxicas ou estimularam a
linhagem MDA-MB-231 nas concentracdes
testadas. Nos ensaios com a linhagem MCF7 foi
observado que as amostras ndo apresentaram
atividade estrogénica, com excecdo do
composto Inicial. Isso se deve, possivelmente,
em decorréncia da baixa concentracdo dos
compostos no experimento. Nesse caso, a
amostra nao atua como agonista na atividade do
receptor da célula, ndo desencadeando a
reacdo de maior proliferacdo. Além disso, foi
observado que as amostras foram citotéxicas ou
inibiram a replicagdo celular na maioria das
concentracdes e dias, pois os valores de
absorbancia estavam abaixo da faixa do
controle negativo. Este resultado foi muito
relevante, pois demonstrou que os produtos de
reacdo podem levar a alteragcdo da resposta
celular.
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