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RESUMO

MIYAKE MIZUSAKA, A.M. Avaliacdo in vitro dos efeitos da exposi¢do crbnica ao
carcinogeno 4-(methylnitrosamino)-1-(-3-pyridyl)-1-butanone(NNK) em hepatdcitos
murinos. 2020.(131 folhas) Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universiadade de S&o Paulo, Sé&o Paulo, 2020.

Existem mais de 7000 substancias quimicas no cigarro, sendo que, destas cerca de 70
substancias sdo consideradas carcindégenos. Uma delas é 0 4- (metilnitrosamino) -1 - (- 3-piridil)
-1-butanona) ou NNK. J& é bem estabelecido que o NNK pode causar danos as células
pulmonares, bem como as células da mama in vitro, e pode levar a formacéo de danos no DNA.
O figado é um dos 6rgdos responsaveis pelo seu metabolismo e entender qual o papel desse
carcinégeno nos hepat6citos € muito importante, porém pouco se sabe sobre como esse
carcindgeno atua na célula in vitro. Para isso, adotamos uma abordagem de exposicao repetida
para avaliar quais alteracGes e efeitos celulares ocorrem na linhagem AML12 de hepatdcitos
murinos imortalizados. As células AML12 foram expostas ao NNK por 30 ciclos, em diferentes
concentracOes, e o comportamento celular foi avaliado ap6s a exposi¢do a longo prazo. Na
andlise de citometria celular, o grupo exposto a 0,1 nM apresentou maior indice proliferativo,
maior capacidade de invasdo no ensaio de invasdo transwell e maior sobrevivéncia quando
cultivado em superficie de baixa adesao. No entanto, os testes de tumorigenicidade in vivo ndo
mostraram crescimento tumoral, ap6s a inoculacdo das células em camundongos
imunodeficientes. No ensaio de exposicdo de curto prazo com MTT, as células apresentaram
um aumento na viabilidade célular em 0,1 nM e 10 nM de NNK. No ensaio de wound healing,
as células expostas a 10nM NNK por longo prazo apresentaram um fechamento mais rapido da
lesdo. O tempo de duplicagdo ndo mostrou diferenca significativa. Nos ensaios de
imunofluorescéncia, as células submetidas a exposicao de longo prazo ao NNK apresentaram
marcacdo para K-RAS, p53, C-Myc e B-catenina. Nas analises de genotoxicidade, o teste do
cometa que nos mostrou que as células AML12 tratadas com 10nM de NNK apresentaram
maior escore em relacdo ao grupo controle, indicando uma maior quantidade de quebras de fita
de DNA. O ensaio do microndcleo mostra que ndo houve diferencga estatistica nas células
expostas a0 NNK em comparacdo com o grupo controle. Concluimos dizendo que, mesmo em
baixas concentragdes, NNK pode comprometer a dindmica celular ap6s exposi¢do de longo
prazo, mas alguns aspectos permanecem obscuros e requerem maiores estudos para sua

elucidacao.

Palavras-chave: NNK, hepatocitos murinos, Tabagismo, Nitrosaminas, cigarro



ABSTRACT

MIYAKE MIZUSAKA, A.M In vitro evaluation of the effects of chronic exposure to
carcinogen 4- (methylnitrosamino) -1 - (- 3-pyridyl) -1-butanone (NNK) in murine
hepatocytes. (131 sheets) Ph.D. thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universiadade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.

There are more than 7000 substances in the tobacco cigarette smoke, 70 of which are considered
carcinogenic and genotoxic. One of these byproducts is 4- (methylnitrosamino)-1-(-3-pyridyl)-
1-butanone) or NNK. It is well established that NNK can cause damage to lung cells, as well
as to breast cells in vitro, and can also lead to the formation of DNA damage. Liver is one of
the organs responsible for its metabolism. Understanding which role of this carcinogen in
hepatocytes is particularly important, however little is known about how this carcinogen acts
this cell in vitro. So, we adopted a repeated exposure approach to assess which cellular changes
and effects occur in the AML12 lineage of immortalized murine hepatocytes. AML12 cells
were exposed to NNK for 30 cycles at different concentrations, and cell behavior was evaluated
after long-term exposure. In cell cytometry analysis, the group exposed to 0.1nM showed a
higher proliferative index, greater invasion capacity in transwell invasion assay and ability to
survive when cultivated on low-attachment surface. However in vivo tumorigenicity tests
showed no tumor growth in imunodeficient mice inoculated with these cells. Short term
exposure of cells showed an increase in cell viability at 0.1nM and 10nM NNK in MTT assay.
In the wound healing assay, cells exposed to 10nM NNK for long term showed faster-wound
closure. The doubling time showed no significant difference. In immunofluorescence assays,
cells subjected to long-term exposure to NNK showed labeling for K-RAS, p53, C-Myc and [3-
catenin. In genotoxicity analyzes, the comet test showed that AML12 cells treated with 10nM
NNK had a higher score compared to the control group, indicating a greater amount of DNA
strand breaks. The micronucleus assay shows no statistical difference in cells exposed to NNK
compared to the control group. Finally, we were able to demonstrate that even at low
concentrations, NNK can compromise cell dynamics after long term exposure but some aspects

remain unclear and require further studies to elucidate it.

Keywords: NNK, murine hepatocytes, Smoking, Nitrosamines, cigarette
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVO GERAL

1.1 Introducéo

111 Breve Histérico do Tabaco

Nicotiana tabacum L. é atualmente uma das monoculturas mais amplamente cultivadas
em todo o mundo, possuindo alto valor econdémico. Segundo dados da Food and Agriculture
Organization of United Nations (ITALIA, 2003), cinco paises produzem aproximadamente 2/3
do tabaco mundial. S&o eles:China, Brasil, Estados Unidos Turquia e Zimbabue.

O primeiro relato de tabaco identificado foi em 1492 quando Cristévdo Colombo ancorou
nas Américas e recebeu tabaco e frutas como presente dos nativos locais (SAMET, 2013), o
que ele relatou como “folhas secas”. Nas Américas, o tabaco era consumido principalmente em
rituais religiosos. No Brasil ha relatos de uso do tabaco em 1550, dai entdo foi levado para a
Franca, Espanha e posteriormente para a Inglaterra (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2004).

Durante muito tempo apds sua chegada na Europa, foi utilizado em cachimbos e enrolado
manualmente. Sé por volta de 1800, em Londres, a Philip Morris iniciou sua producéo e venda
de cigarros em sua loja. Neste mesmo periodo, nos Estados Unidos, a familia Duke deu inicio
a American Tobacco Company, que foi a principal fornecedora de cigarros ao longo do século
20 (SAMET, 2013). Desde ent&o o cigarro se tornou um produto muito consumido na sociedade
mundial. Segundo dados do CDC (Centers for Disease Control and Prevention), essa industria
faturou 216,9 bilhdes de dolares s6 no ano de 2018.

Desde entdo, o consumo do tabaco via cigarro ou outras formas, tais como cachimbo,
charuto ou mascado, cresceu. Durante muitos anos os maleficios do cigarro e seus subprodutos
eram completamente desconhecidos. Atualmente, sabe-se que o cigarro possui diversas
substancias toxicas. Sdo processados com substancias quimicas e aromas para auxiliar na sua
aceitabilidade, entretanto ja € bem estabelecido a presenca de substancias carcinogénicas que
podem induzir o desenvolvimento de doencas cronicas e o cancer. Segundo dados da IARC
(International Agency for Research on Cancer - WHO), em 2018, o cancer de pulméo associado
ao tabaco teve uma incidéncia de mais de 2 milhdes de casos ao redor do mundo (figura 1),

distribuido entre homens e mulheres.



1.1.2 Panorama do Tabagismo no Brasil

Mundialmente, segundo dados do GATS (Global Adult Tobacco Survey), existem 879
milhdes de tabagistas distribuidos em 22 paises. O Brasil estd entre 0s maiores produtores de
tabaco no mundo e desde a década de 1990 ocupa o primeiro lugar na exportacdo mundial
(BRASIL, 2011b). O tabagismo no Brasil e em grande parte do mundo é considerado como
uma epidemia e um grande problema de satde publica, gera custos elevados aos sistemas de
salde e a cada ano estima-se que comprometa mais de U$500 bilhdes de prejuizo (EKPU,
BROWN; 2015).

H& mais de dez anos a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) toma a frente algumas
iniciativas a fim de diminuir o consumo de tabaco na populacao adulta. Diante deste cenario, a
OMS em conjunto com os CDCs (Centers for Disease Control and Prevention) nos Estados
Unidos desenvolveram os GATS. Este programa tem por objetivo coletar dados para o controle
do tabaco na populacdo adulta (BRASIL, 2011b). No Brasil, 6rgdos como a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional do Cancer (INCA) participaram do
comité nacional do GATS.

O Brasil também faz parte da Convencdo-Quadro para o Controle do Tabaco que

envolve 192 paises e entrou em vigor em fevereiro de 2005. Esta tem o seguinte objetivo:

O objetivo da presente convencdo e de seus protocolos é proteger as
geracOes presentes e futuras das devastadoras conseqléncias
sanitarias, sociais, ambientais e econémicas geradas pelo consumo e
pela exposicdo a fumaca do tabaco, proporcionando uma referéncia
para as medidas de controle do tabaco, a serem implementadas pelas
partes nos niveis nacional, regional e internacional, a fim de reduzir de
maneira continua e substancial a prevaléncia do consumo e a
exposicdo a fumaca do tabaco. (BRASIL, 2011b)

Em 2008 foi realizada uma pesquisa intitulada Pesquisa Especial do Tabaco (PETab) pelo
Ministério da Saude, na qual foi estimou-se mais de 24 milhdes de fumantes no Brasil. Destes,
14,8 milhGes eram homens e 9,8 milhdes eram mulheres. A prevaléncia de cigarros
industrializados foi de 14,4% e de cigarros enrolados a mao de 5,1%. esse estudo também
permitiu estimar pela primeira vez o percentual de individuos que consomem tabaco sem
fumaga, como rapé e tabaco mascado no Brasil, sendo que a propor¢do de pessoas que

consumiam esse tipo de derivado € de aproximadamente 0,4% (BRASIL, 2011b).



Segundo a PETab, estima-se que o fumo seja responsavel por mais de 5 milhdes de mortes
por ano e que se o quadro de consumo de tabaco prevalecer, esse niumero chegara a 8 milhdes
no ano de 2030.

Desde a decada de 1950 ha diversos trabalhos que associam o uso do tabaco como um
dos principais elementos para desenvolvimento de cancer e outros 50 processos patoldgicos
(BRASIL, 2011a). Fatores como tabagismo, alcoolismo, sedentarismo e obesidade s&o alguns
dos fatores que auxiliaram a transformar o cancer na epidemia da atualidade, principalmente

nos paises mais desenvolvidos (SAITO et al., 2015).

1.1.3 NNK 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone

O tabaco, bem como petréleo e carvdo mineral possuem componentes quimicos na sua
composic¢do que quando sofrem a queima incompleta geram os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos. Essa familia possui carcindgenos potentes e indiretos e dependem da ativacdo
prévia por sistemas enzimaticos celulares. Seu papel na carcinogénese é importante tendo em
vista que, seu risco ndo estd somente associado a uma tarefa ocupacional, mas também ser
decorrente de habitos de vida ou uma exposi¢do ambiental (SAITO et al., 2015).

Existem mais de 7000 substancias quimicas no cigarro, com aproximadamente 90
moléculas. Destas, 70 deles sdo considerados carcindgenos e possuem evidéncias de ser
suficientemente genotdxicos para animais ou seres humanos (IARC, 2004; RODGMAN;
PERFETTI, 2013). Dentre estes componentes, destaca-se 0 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
pyridyl)-1-butanone (NNK).

Embora o NNK seja um carcin6geno que pode induzir o cancer de pulméo (figura 2),
existem diversas evidéncias que também associam 0 NNK ao desenvolvimento de cancer de
figado como mostra o trabalho de Aizawa e colaboradores (2016), no qual foi observado o
desenvolvimento de tumores de figado com caracteristicas de carcinoma hepatocelular (HCC)
apos a exposicao de NNK em furdes (Mustela putorius furo).

O NNK ou 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone pertence ao grupo das
nitrosaminas (Figura 1). E uma substancia ndo volatil presente tanto nas folhas de tabaco, bem
como na fumaca oriunda da queima do tabaco (Nicotiana tabacum L.). Este é considerado um
pro-carcindgeno ou carcinogeno de via indireta, ou seja, necessita ser metabolizado para tornar-
se uma substancia mutagénica (YALCIN; EMINE; LAMONTE, 2016).



Figura 1: Numeros estimado numero de casos de cancer associados ao tabaco
mundialmente (inclui de ambos o0s sexos ).
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Fonte: Globocan/WHO, 2018.

De maneira geral, as substancias potencialmente hepatotdxicas podem ser classificadas
de acordo com seu carater intrinseco ou extrinseco. Compostos considerados intrinsecos sao
definidos como substancias que possuem elevada incidéncia de toxicidade, de maneira dose
dependente, em algumas espécies mais do que em outras. Exemplos destas substancias quimicas
intrinsecas sdo compostos associados a dietas, como a aflatoxina. J& as substancias
extrinsecamente toxicas, geralmente causam uma baixa incidéncia de toxicidade, a qual ndo é
prevista por dose ou por estudos em animais experimentais. Essas entidades quimicas sdo
tipicamente drogas, e as vezes, o risco de lesdo hepética ndo é reconhecido até que um nimero
significativamente alto de pacientes tenha sido tratado (WALLIG et al., 2017). Assim, €
importante que se entenda a acdo de alguns compostos em células hepéticas, como 0 NNK.

A nicotina sofre nitracdo e um dos seus metabdlitos € o NNK, considerado como uma
substancia extrinseca. Este € metabolizado pela enzima do citocromo P450, o qual ird formar
metabolitos instaveis que irdo reagir com as bases de DNA e formar os adutos volumosos de
DNA. Esses adutos sdo estruturas volumosas que podem impedir a abertura da dupla fita e
bloquear ou inviabilizar o prosseguimento e acdo da DNA polimerase, ao longo do processo de
replicacdo do DNA (XUE, 2014). Os adutos sdo gerados por ligacdes covalentes dessas
substancias quimicas de grande tamanho a varios pontos do DNA. O desenvolvimento desses
adutos volumosos € a principal e mais importante classe de dano ao DNA derivado da exposicao
a fumaca do cigarro (HANG, 2010).



A principal rota metabdlica do NNK é a reducdo do grupo carbonil. Esta ira formar o
(4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL) que é uma mistura racémica dos
enantioméros. E um produto formado apés o NNK entrar no corpo. O NNK pertence a um
grupo de produtos quimicos que é encontrado apenas no tabaco e seus subprodutos. Avaliar e
mensurar o NNAL na urina das pessoas ¢ uma maneira fidedigna de determinar a exposic¢ao ao
NNK para tabagistas e ndo tabagistas expostos a fumaca ambiental do tabaco (CDC, 2019). O
NNAL possui meia vida mais longa do que os outros biomarcadores de tabaco até entdo
estudados e pode ser adotado para avaliar a exposi¢éo a fumaca do cigarro por 6 a 12 semanas
apos a interrupcdo da exposicdo (GONIEWICZ et al., 2009). O NNAL, por exemplo, ja foi
identificado na urina de recém-nascidos e de maes nao tabagistas, expostos a fumaca de maneira
passiva (IARC, 2004). Esses achados indicam que o NNK é metabolizado em NNAL no corpo
da mae, este é capaz de atravessar a barreira placentaria, ser absorvido e posteriormente
metabolizado em outras fases do desenvolvimento do feto (LACKMANN et al., 1999).

O NNAL também é considerado carcinogénico. Substdncias quimicas de fontes
exogenas derivadas do tabaco, como 0 NNK ou de outras fontes quimicas sao capazes de formar
adutos de DNA. Sédo quatro os adutos produzidos pelo NNK, a saber: 1) aduto aldeido DNA; 1)
aduto metil DNA; I11) aduto Piridiloxobutil DNA; 1V) aduto Piridilhidroxibutil DNA. Cada
uma dessas rotas possui seu potencial carcinogénico capaz de conduzir danos na molécula de
DNA e em consequéncia disto, gerar adutos volumosos que inviabilizam a leitura correta da
informacdo genética atribuida a uma dada regido do DNA (PETERSON, 2017). Estas estruturas
por sua vez, podem reagir covalentemente com DNA e acarretar mutacdes (Figura 3) genéticas
especificas (MENNECIER et al., 2014).



Figura 2- Formacéao de N- nitrosaminas especificas do tabaco
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Ja se sabe que a exposicdo ao NNK ou aos seus metabolitos como o N-
nitrosonornicotine (NNN) podem produzir adutos de DNA. Estes ja foram identificados em
tecidos de fumantes como também em tecidos de ndo fumantes e sdo chamados de tabagismo
passivo (Secondhand Smoke, SHS) (HANG, 2010). O SHS consiste em um mix de fumaca,
particulas e gases gerados da queima do tabaco em associacdo com a queima do papel (U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2006).

Whitlatch e Schick em 2019, realizaram um levantamento com documentos da colegéo
The Truth Tobacco Industry onde foi identificado no ano de 1991 um grupo de pesquisa da
Philip Morris ® que realizou um dos primeiros estudos avaliando os efeitos do Thirdhand
Smoke (THS). Thirdhand Cigarrete Smoke é um conceito estabelecido para a fracdo da fumaca
do cigarro que permanece no ambiente, mesmo ap6s longos periodos ap6s a finalizacdo do
consumo do cigarro. Nesse estudo realizado ao longo de quase quatro meses por um periodo de
8 horas por dia, observou-se que as substancias quimicas permanecem no ar por 12h e
impregnam as superficies. Foram extraidas nitrosaminas de mdveis e superficies presentes na
sala onde foi desenvolvida a analise. O NNK foi capaz de persistir por mais de 50 dias. Esses
dados nos mostram que o NNK pode permanecer no ambiente mesmo apds a sua combustao
podendo reagir com outros carcin6genos e toxinas

Assim, mesmo em baixas concentracdes, quando metabolizado de maneira direta ou
indiretamente, 0 NNK presente no cigarro pode contribuir para o desenvolvimento de doencas

crénicas. Diante do exposto € de extrema importancia a compreensdo dos aspectos toxicos do



NNK néo somente em tecidos pulmonares (MENNECIER et al., 2014) ou tecidos de mama
(SIRIWARDHANA et al., 2008) como em tecidos do figado como os hepatdcitos.

Figura 3 - Vias de inducéo do cancer por meio do NNK e NNN.
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1.1.4 Figado

O figado é um dos maiores 6rgdos do corpo humano, possui cerca de 1/50 do peso
corporal total, ou seja aproximadamente 1,5 kg de um adulto humano médio. O figado processa
e armazena os nutrientes absorvidos através da alimentacdo para a utilizacdo por outros 6rgaos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). E responsavel por diversas rea¢des, como metabolismo de
carboidratos e gorduras € um dos principais 6rgdos de biotransformacéo, esta envolvido na
alteracdo quimica na qual todo farmaco ou xenobiotico passa em um organismo, em geral €
realizado por processos enzimaticos (DE LUCIA; OLIVEIRA-FILHO, 2004). As substancias
sdo absorvidas praticamente intactas pelo sistema delgado e transportado inicialmente pelo
sistema porta ao figado, onde passam por metabolismo intenso.

As reacOes de biotransformacdo séo catalisadas pelo sistema do citocromo P450, que
também pode ser designado como CIP. As CIP séo enzimas que se localizam no figado, bem

como no trato gastro intestinal (TGI) e é composta por varias familias de isoenzimas.



Normalmente o nome utiliza uma classificagdo com um ndmero, seguido por uma letra
mailscula para a subfamilia e outro nimero para indicagdo da isoenzima (HOWLAND;
MY CEK, 2007).

A nitrosamina especifica do tabaco, 4- (metilnitrosamino) -1- (3-piridil) -1-butanona
(NNK), requer ativacdo metabolica pelas enzimas do citocromo P450 (CYP) para gerar
intermediérios reativos ao DNA que induzem muta¢des e cancer (ABDEL-RAHMAN et al.,
2000).

Segundo dados do National Cancer Institute (NCI, 2020), o cigarro pode contribuir para
0 aumento em até de duas vezes o risco para o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
(CHC) caso o tabagismo esteja associado a instalacdo de hepatite viral (HBV/HBC). Segundo
Saito e colaboradores (2015), o tabagismo juntamente com outros comportamentos de risco,
sdo fatores associados a 1/3 das mortes causadas por cancer. Petrick e colaboradores (2018)
observaram por meio de um consorcio de 14 estudos de coorte, que o tabagismo e o consumo
de alcool estdo associados ao aumento de risco de cancer. Observou-se também que a
interrupcdo do tabagismo e o consumo leve a moderado de alcool esta associado com a
dimunicdo do risco de carcinoma hepatocelular.

Diante da intima associagdo dos efeitos nocivos do cigarro no desenvolvimento do
cancer, se faz importante o entendimento do impacto do NNK em células como os hepatécitos.

1.1.5 Toxicidade, exposicdes a substancias quimicas — Panorama geral

Podemos iniciar esse topico apresentando a grande relevancia de estudos toxicoldgicos
no desenvolvimento da ciéncia. Segundo o dicionario Michaelis, toxicologia é a area da
medicina que estuda o0s venenos e as substancias toxicas, suas composi¢ées quimicas, seus
efeitos, assim como o tratamento contra suas intoxicagdes. Diante desta breve introducéo,
podemos comentar a importancia do entendimento e das anélises toxicologicas na elaboracéo e
desenvolvimento de novas drogas, tratamentos, bem como na compreensdo de como 0s
compostos quimicos podem repercutir em organismos Vivos.

A avaliacgdo de toxicidade nos ensaios in vivo é muito importante e a ado¢do de modelos
animais é amplamente empregada por conta da sua similaridade com o metabolismo humano.
Desta forma, podem ser adotados modelos de toxicidade aguda e cronica. Segundo o UNITED
NATIONS (2011), a toxicidade aguda se refere aos efeitos adversos ocorridos apds a
administracdo de uma unica ou multiplas doses, dentro de 24h ap6s a administragdo oral ou

dermal, ou por meio de 4 horas de inalacdo. Ja as diretrizes 452 de testes quimicos da OECD



(2018), para estudos de toxicidade crénica tem objetivo avaliar a resposta toxicologica em
modelos mamiferos apds exposic¢do prolongada e/ou a um dado agente quimico. Segundo a
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD, 2018), esses estudos sdo
capazes de fornecer uma ampla gama de informacdes tais como a neurotoxicidade e também
sobre possiveis riscos a saude que podem ser oriundos de exposi¢cdes mais prolongadas a
agentes toxicos. Tem ainda a pretensédo de idenficar efeitos em alguns 6rgaos alvo. S&o previstos
testes cronicos in vivo com periodos de 28 e/ou 90 dias. Estes podem contribuir com
informacdes essenciais para 0 panorama toxicologico.

O ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods) possui como
principal objetivo definir um comité cientifico para promover a regulacao de métodos
alternativos ao uso de animais na area de biociéncias. Segundo o 45° workshop realizado, o
conceito “Teste toxicolégico crénico in vitro” ainda gera muito debate, pois consiste em um
termo ainda muito impreciso. Por conta disso prefere-se o termo “Teste de longo prazo”,
considerando-se como longo prazo um minimo de 5 dias, e para os testes agudos adota-se 0
termo “Teste de curto prazo” para tempos até 72h (PFALLER et al, 2000). O hepatécito de
linhagem primaria seria 0 mais indicado para compreender o impacto de substancias toxicas a
longo prazo, contudo, a manutengao por longos periodos desses hepatdcitos em cultivo celular
acarreta na diminuicdo de algumas fungdes do metabolismo hepatico tais como, atividades
enzimaticas de fase | e fase Il (SIRICA, PITOT, 1979). Em virtude disto, indica-se para
realizacdo deste tipo de analise in vitro, células relativamente mais estaveis tais como culturas
irmortalizadas e geneticamente modificadas.

As células AML12 foram inicialmente estabelecidas por Wu et al. (1994), a partir do
figado de camundongos (Mus musculus) transgénicos que super expressam TGFa. Esta
linhagem celular foi desenvolvida de um camundongo macho de aproximadamente trés meses
da cepa CD1, linha MT42. A cultura hepatica ndo tumoral (BANCO DE CELULAS DO RIO
DE JANEIRO, 2014) foi imortalizada sem a presenca de oncogenes virais e permaneceu
diferenciada apés diversas passagens, apresentando caracteristicas de sua origem hepatica, tais
como morfologia epitelial, presenca de peroxissomos, presenga de LDH 5, crescimento
aderente, dentre outros (WU et al, 1994).

Diante do exposto, optamos pela adogdo desta linhagem celular imortalizada, nédo

tumoral e com caracteristica de células normais para a investigacdo ao longo deste estudo.



1.2 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo compreender e avaliar os efeitos do carcinégeno 4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) na linhagem de hepatdcitos murinos

AML12 em diferentes concentragdes por um longo prazo.



2 CAPITULO - PADRONIZACAO E DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO DE NNK EM CELULAS AML12 - AVALIACOES
INICIAIS DOS EFEITOS IN VITRO E IN VIVO

2.1 Introducéo

Ha 60 anos os pesquisadores Russell and Burch desenvolveram o conceito de
Replacement, Reduction and Refinement (3R"s) que foi publicado no mesmo ano, em seu livro
intitulado “Os principios da técnica experimental humana” (RUSSELL; BURCH, 1959). O
cerne desta publicacdo foi a abordagem de uma nova proposta, com o objetivo de melhorar o a
aplicacdo de animais na pesquisa, bem como a melhora e progresso da qualidade da pesquisa
meédica clinica cientifica.

Atualmente existe um engajamento da comunidade cientifica global para seguir os
principios dos 3R’s, e isso se aplica na reducdo do numero de animais utilizados em pesquisa
de maneira mundial, ou o0 seu uso com parciménia. Cada vez mais, tem se estabelecido novas
organizacdes para disseminar e transmitir os principios de Russell e Burch, que tém se mostrado
progressivamente mais contemporaneos em nossa atual sociedade.

O cultivo celular “in vitro” tem sido desenvolvido a fim de minimizar o uso de animais
e mimetizar o comportamento celular apds a exposicdo acumulativa a baixas concentracdes de
agentes carcindgenos (HECHT, 1999; HECHT; CARMELLA; MURPHY et al., 1993;
BESARATINIA; KLEINJANS; VAN SCHOOTEN, 2002) além de avaliar os efeitos da
exposi¢do de longo prazo

Adotando a técnica de cultivo de células in vitro Mennencier e colaboradores (2014),
expuseram células pulmonares E10 ao carcinbgeno NNK a concentragdo de 0,1nM e
observaram que ap6s a exposi¢do prolongada ao carcindgeno, este conduziu as células para a
aquisicdo de um perfil com propriedades malignas.

Siriwardhana e colaboradores (2008) realizaram ensaio de longo prazo com baixas
concentragfes de NNK (0,1nM) em células epiteliais de mama humana MCF10A, e ap0s
repetidas exposicfes também observaram a aquisicdo de perfil maligno com crescimento
independente de ancoragem.

Diante do exposto, podemos ressaltar a importancia e o impacto de estudos de
exposicdes de longo prazo a carcindgenos, como 0 NNK. Estes podem acessar 0 organismo de
maneira direta ou indireta, viabilizando alteragbes no DNA que a médio ou longo prazo podem

em acarretar erros na replicacdo, transcricio ou traducéo. E importante compreender o impacto



do NNK em células hepéticas (hepatocitos), pois estas células possuem um papel essencial na
metabolizacdo de xenobidticos, e o modelo in vitro utilizando a linhagem imortalizada de
hepatocitos murinos AML12 permite que o estudo de longo prazo possa ser conduzido sem a
deterioracdo das caracteristicas celulares, comumente observada nas culturas de células
primarias.

Umas das facetas desse trabalho também foi estimular a redu¢do do nimero de animais
adotados na pesquisa, juntamente, com a ado¢éo e promocao de métodos alternativos, como 0
cultivo celular. Técnicas como esta, se fazem primordiais para o entendimento da toxicidade de
substancias quimicas apos longos periodos de exposic¢do, bem como contribuir na compreensao
dos mecanismos de acéo e auxiliar na elucidagdo da toxicidade molecular do NNK.



2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o comportamento celular ap6s exposicéo da concentracdo de 0,21nM de NNK
em células AML12, estabelecimento do processo de cultivo celular e do nimero de
ciclos de exposicdo ao NNK.

e Avaliar o comportamento do ciclo celular apos a exposicao a concentracédo de 0,1nM de
NNK

e Auvaliar o potencial de invasdo e migracdo pela técnica do Transwell apds exposicdo a
concentracdo de 0,2nM de NNK por 30 ciclos.

e Avaliar a viabilidade celular pela técnica do MTT e a independéncia de ancoragem da
célula AML12 apds exposicdo a concentracdo de 0,21nM de NNK por 30 ciclos em
condigdes de cultivo aderente (2D) e de baixa adesdo (3D)

e Auvaliar o potencial de tumorigénese das células expostas a concentracéo de 0,1nM por
30 ciclos de NNK apds sua inoculagéo por via subcutanea em animais imunodeficientes
BALB/c nu/nu



2.3 Material e métodos
2.3.1 Linhagem AML12 - ATCC® CRL2254

A linhagem de hepatocitos murinos AML12 foi adquirida atraves do Banco de Células
do Rio de Janeiro BCRJ (figura 9). Esta linhagem é comercializada pela ATCC® (American
Type Culture Collection) com o codigo CRL-2254. Os experimentos foram realizados no
laboratério de oncologia comparada da FMVZ/USP e autorizada sob o niamero do Comité de
ética no uso de animais - CEUA/FMVZ- USP, CEUAX N 5026060317.

As células AML12 foram inicialmente estabelecidas por Wu et al (1994), a partir do
figado de camundongos (Mus musculus) transgénicos que super expressam TGFa. Esta
linhagem celular foi desenvolvida de um camundongo macho de aproximadamente trés meses
da cepa CD1, linha MT42. A cultura hepatica ndo tumoral (BANCO DE CELULAS DO RIO
DE JANEIRO, 2014) foi imortalizada sem a presenca de oncogenes virais € permaneceu
diferenciada apds diversas passagens, apresentando caracteristicas de sua origem hepatica, tais
como morfologia epitelial, presenca de peroxissomos, presenca de LDH 5, crescimento
aderente, dentre outros (WU et al, 1994).

2.3.2 Manutencéo e padronizacao do cultivo das células AML12

As células de hepatdcito murino AML12 foram estocadas e congeladas em tanques de
nitrogénio liquido, em pequenas aliquotas dentro de frascos criogénicos estéreis de 2 ml, fundo
em “u” e com tampa rosca interna (Corning®). Para descongela-las, o frasco criogénico é
retirado do nitrogénio liquido e aquecido, sem agitacdo, em banho Maria 37°C. Terminado o
descongelamento, o frasco é lavado com meio de DMEM/F12 Glutamax 1x (GIBCO), e o seu
contetdo transferido para um tubo cénico de 15 ml, de polipropileno e com tampa vedadora
(Corning®), com 8 ml de meio de cultura. O tubo é centrifugado por 5 min a 1.500 rotagdes
por minuto (rpm). O sobrenadante é desprezado e as células sdo ressuspendidas em 10 ml de
meio de cultivo DMEM/F12 acrescido de 10% soro fetal bovino (SFB) e suplementado com 10
pg/ml insulina, 5.5 pg/ml transferrina, 5 ng/ml selénio (ITS — Insulin, Transferrin, Selenium —
GIBCO®), 40 ng/ml dexametasona (SIGMA-ALDRICH®), e 1% de antibiotico-antimicadtico
(penicilina, estreptomicina e anfotericina-B — GIBCO® — USA).

O contetido da garrafa foi entdo homogeneizado levemente, observado ao microscopio
invertido (MOTIC® Image Plus 2.0, British Columbia, CA) e, a seguir, a garrafa foi mantida
em estufa a 37°C, com atmosfera umidificada contendo 5% CO>. Entre cada cultivo celular, e



apos o crescimento celular com uma confluéncia de 80%, as células eram submetidas ao
processo de dissociagdo de célular com auxilio de uma enzima proteolitica (tripsina), para
desagregacao para células aderentes ao substrato de cultivo. Este processo € denominado como
tripsinizacao.

Além do descongelamento quando necessario, outra fase importante do cultivo celular
é a expansdo do cultivo, que consiste na amplificagdo da cultura apos a confluéncia das células.
Para isso a garrafa de cultura é lavada com solucao de PBS (Phosphate-Buffered Saline) para a
remocao de residuos de meio DMEM/F12 Glutamax 1x (GIBCO®) e SFB, posteriormente é
realizada a incubagdo com Tripsina EDTA 1x (0,05%) em PBS, durante 10 minutos 5%CO: a
37°C em atmosfera umidificada. Apds a incubacdo foi adicionado DMEM/F12 a 10% SFB para
inativacdo da tripsina, as células foram centrifugadas a 1500rpm por 5 min, ressuspendidas em
meio e homogeneizado vigorosamente com auxilio da pipeta de precisdo, contadas e

distribuidas em novas garrafas de cultura para expanséo.

2.3.3 NNK (N-nitrosamine 4-(methylnitrosamino)- 1-(3-pyridyl)-1-butanone)

O carcindgeno NNK foi obtido de Toronto Research Chemicals- (North York, ON,
Canada CA) com peso molecular de 207.23kDa. O carcinégeno foi solubilizado em
dimetilsulféxido (DMSO) para se obter uma solucéo estoque de 1mM NNK que foi armazenada
a -20°C até o momento do uso. Para os tratamentos das células, era preparada uma pré diluicdo
com DMEM/F12 na concentracdo apropriada, para finalmente diluir em meio devidamente

suplementado e atingir a concentracao final desejada.

2.3.4 Padronizacdo do tratamento das células AML12 com NNK (N-nitrosamine 4-
(methylnitrosamino)-1(3-pyridyl)-1butanone)

Para a realizacio da exposicao de longo prazo, foram cultivadas 1x10° /células em 10m
de meio de cultivo, em uma garrafa de 75cm?. O tratamento com NNK foi adotado 24h ap6s a
adesdo da cultura celular AML12 na garrafa de cultura. Estas foram submetidas ao tratamento
com uma solugdo com concentracdo de final de 0,1nM, de NNK que foi previamente diluido
em meio com o de cultura DMEM/F12 Glutamax (1x). Os grupos tratados permaneceram em
contato com o carcindgeno durante as proximas 48h consecutivas. Ao final deste periodo, as
células foram tripsinizadas, contadas e replaqueadas permanecendo em meio novo sem adi¢édo
de NNK por mais 24h. A este periodo de total de 72h adotamos o nome de “ciclo” (Figura 4)
(MENNECIER et al., 2014).



Diante do exposto, as células AML12 foram submetidas a exposi¢cdo com NNK por 30
ciclos, na concentracéo final de 0,1nM. Como controle negativo, utilizamos a mesma cultura
AML12, a qual recebia as mesmas condicdes de cultivo e passagens da linhagem tratada, porém
sem a exposi¢do ao carcindgeno. Estes foram nomeados como grupo controle (CTL).

Uma vez adotado este tratamento, as culturas foram mantidas a 37°C em estufa

umidificada com 5% de CO> para futuras andlises.

Figura 4: Esquema experimental de exposi¢do a 0,21nM NNK in vitro
ﬂ 24h

@ NNK (100pM)

ﬂ 48h

N @ Sub culturing

Legenda: A. Esquema experimental de exposi¢cdo quimica induzida por repeticdes
sucessivas ao NNK in vitro. As células séo cultivadas e apds 24h do cultivo, as células
sao submetidas a exposicdo a 0,1nM (concentracao final) de NNK durante 48h. A este
periodo completo de 72h deu se o nome de ciclo.

FONTE: Adaptado MENNECIER, 2014;

2.3.5 Avaliagdo do ciclo celular por citometria de fluxo das células AML12 e células
expostas a 0,21nM de NNK por 30 ciclos.

O ciclo celular consiste em uma sequéncia de eventos para replicacdo celular. Séo
dividos em fases (Figura 5) e ocorrem em uma célula ao longo do seu crescimento e divisao
celular. Para avaliar o ciclo celular das células AML12 expostas ao 0,1nM NNK e células ndo
expostas, foi primeiramente realizada a marcagéo das células com iodeto de propideo. O iodeto
de propideo (IP) é um agente intercalante de DNA que emite fluorescéncia vermelha. Isso
permite a detec¢do da quantidade de DNA nas celulas pela citometria de fluxo e com isso pode-
se identificar a frequéncia de células individuais que estdo sintetizando o DNA. Diante disto, €
possivel detectar em qual fase do ciclo celular as células se encontram, permitindo identificar
aquelas que estdo em fase S.

Para isso, 1 x 10° células de cada grupo foram tripsinizadas, fixadas com etanol 70%

por duas horas, na temperatura de -20°C. Apds a fixagdo, as células foram lavadas duas vezes



com PBS, centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos, filtradas e incubadas com
200ul/amostra de solucdo corante de IP. A solugéo de IP consistia de 20ug/ml de IP (Merck),
200ug de RNAse A (Thermo Fisher — USA) e 0,1% de Triton 100x (Sigma Aldrich- USA) em
PBS. As amostras foram incubadas durante 30 minutos em temperatura ambiente, sob abrigo
da luz, seguidas por 3 pulsos de Vortex (PréLab — Brasil) a cada 10 minutos durante a
incubacdo. Apds o término do tempo de incubacdo, foi feita a leitura no aparelho
FACSCalibur® (Becton & Dickinson Immunocytometry System, San Diego, CA- USA) sendo
adquiridos 10000 eventos/amostra utilizando o programa CellQuest Pro. A analise das células
em cada fase do ciclo celular foi realizada com o programa Flowjo® versdo 10 (Becton &
Dickinson — Immunocytometry System, San Diego, CA-USA). Os resultados foram expressos
em porcentagem de células nas fases G1, GO/G1, S ou G2/M (figura 5). Foram realizadas
triplicatas das células das células AML12 e células expostas aos 30 ciclos de NNK em trés

experimentos distintos. Os resultados foram apresentados em histogramas (Figuras 10 e 11).

Figura 5 - llustracédo do Ciclo celular

Legenda: llustragcdo apresentando o ciclo celular e os componentes de casa fase.
Fonte: Adaptado de Rabinovitch (2002)
e

2.3.6 Ensaio do transwell - analise da capacidade de migracéo e invasao

Para o ensaio de migracdo e invasdo foram preparados insertos do transwell (Greiner
bio-one® 8.0mp) com Matrigel (Corning® Matrigel® Basement Membrane Matrix, *LDEV-
free) em placas de 24 pocos estéril. O matrigel foi preparado gelado na propor¢édo de 1:10
(matrigel : DMEM/F12 sem SFB) e adicionado o volume de 100ul em cada inserto do transwell.

A placa contendo os insertos, foi incubada em estufa 5% CO, a 37°C por 24h para a



solidificagdo do matrigel. Apds a solidificacéo, foram inseridas 5 x 10* células em um volume
de 200ul/pogo na camara superior para cada grupo celular: AML12 e AML12 ap6s a exposicao
a 0,1nM NNK (30 ciclos).

No compartimento inferior, foram adicionados 750ul de DMEMF12 suplementado com
10% SFB, que ficou 24h em contato com o transwell. Apds esse periodo, 0 meio foi retirado da
camara superior, as células que permaneceram na parte superior do transwell foram removidas
com um swab estéril, e o inserto foi novamente inserido em seu respectivo poco. Foram
adicionados 50 pl do corante Alamar Blue® (Sal de rezasurina, Thermo Fisher - USA) a 450
ul de meio de cultura (concetracgdo final de10%), conforme instrugdes do fabricante. O Alamar
Blue é um corante fluorimétrico/colorimétrico que se baseia na deteccdo da atividade
metabolica e é utilizado como indicador fluorescente/colorimétrico com propriedade redox. A
forma ndo fluorescente na coloracdo azul é oxidada, e representa a célula ndo viavel. Ja quando
se apresenta na forma reduzida é rosea, fluorescente, e € um indicativo de viabilidade célular.
Esta solucédo ficou em contato com as células durante 20h. Apos esse periodo foram coletados
200 pl de todos os pogos, inseridos em placas de 96 pocos e por fim, foi realizada a leitura a
570nm (Varioskan-Thermo-Fischer).

Os insertos do transwell foram removidos dos pogos e fixados com formaldeido 3,7%
em PBS na parte interna e externa por 2 minutos, em seguida foram permeabilizados com
metanol 100%, durante 20 minutos e finalmente corados com giemsa durante 15 minutos em

temperatura ambiente.

FIGURA 6- llustracdo com exemplo de um inserto com transwell, semelhante ao
utilizado em ensaio de invasdo com as com as células AML12 e 0,1nM NNK
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Fonte: Sigma Aldrich (2020)

2.3.7 Perfil de crescimento por meio do ensaio do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difenil brometo tetrazolico)



O MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo tetrazolico) (ThermoFischer®-
USA) é um ensaio colorimétrico adotado para a determinacdo da taxa de viabilidade celular. O
sal tetrazolico MTT, soltvel em agua e de coloracdo amarelada, é metabolizado pelas enzimas
mitocondriais da familia das desidrogenases sendo reduzido a formazan, um cristal insoltvel
em agua e de coloracdo arroxeada. Através da deteccdo colorimétrica da quantidade de
formazan produzida por células vidveis por meio da leitura em um comprimento de onda de
570nM em aparelhos de espectrofotometria (Varioskan - ThermoFischer®), é possivel
determinar a taxa de viabilidade celular, e seu crescimento de maneira indireta, sendo esta,
diretamente proporcional a quantidade de formazan produzida pelo cultivo celular
(MOSMANN, 1983; VAN MEERLOOQO; KASPERS; CLOOQS, 2011).

O ensaio do MTT foi realizado para avaliar a influéncia da adesdo ao substrato no
padrdo de crescimento celular. Para o presente ensaio, as células AML12 e as células que foram
expostas a 30 ciclos com 0,1nM NNK foram cultivadas em placas de 96 pogos convencionais
(aderentes) (Sarsted® Standandart 96 wells plate) ou de baixa aderéncia (Ultra low Cluster plate
- Corning®).

As células foram plaqueadas em varias concentracdes por meio de diluicdo seriada
(Tabela 1) com meio DMEM/F12 + 10% SFB devidamente suplementado com ITS,
dexametasona, e 1% de antibidtico-antimic6tico em placas de 96 pocos de cultivo convencional
e em placas de baixa adesdo, em quadruplicatas, por 24, 48 ou 72h. A seguir foram submetidas
a técnica do MTT. Para tanto, foram adicionados 15ul de MTT na concentracdo 5mg/ml em
cada poco e em seguida, foi incubado em estufa a 37°C com atmosfera umidificada e 5% CO;
durante 3 horas sob abrigo da luz. O branco foi realizado somente com 0 meio de cultivo sem
celulas acrescido do MTT.

Apbs o periodo de incubacéo, as placas foram centrifugadas a 4000 rpm durante 10 min,
0 sobrenadante foi descartado e foi adicionado 100ul de DMSO para a solubilizacdo do MTT.
A leitura foi realizada por escpectrofotometria em leitor de placas com o comprimento de onda
de 570nm (Multiscan EX - Thermo Fischer®).



Tabela 1: Concentracdes de células AML12 e células expostas a 0,1nM NNK por 30
ciclos para ensaio de MTT (células/poco).

AML12 |0,1nM NNK
1x10* 1x10*
5x10° 5x10°

2,56x10° 2,5x10°

1,25x10° 1,25x10°
0,625x10° | 0,625x10°
0,3125x10% | 0,3125x10°
0,15626x10° | 0,15626x10°

Legenda: Tabela apresenta a diluicdo seriada da linhagem AML12 e das células
expostas a 0,1nM de NNK por 30 ciclos.
Fonte MIYAKE MIZUSAKA,2020

A determinacdo da viabilidade celular foi calculada pela formula:

% viabilidade = p—

x 100

Onde:

a = média da densidade Optica da amostra;

b = média da densidade 6ptica do branco;

¢ = média da densidade Optica do controle.
2.3.8 Animais — camundongos atimicos BALB/c Nude
Os animais SPF (Specific Pathogen Free) BALB/c nude machos, com sete semanas
foram adquiridos do biotério central da Faculdade de Medicina da USP (FM-USP) e mantidos
no biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S&o Paulo (FMVZ-USP). Os camundongos foram mantidos em gaiolas
100% polisulfona com presencga de micro isolador, em sala de sanidade controlada, isolada e
devidamente climatizada (22+2°C) com ciclo claro e escuro de 12h. Estes roedores foram
alimentados com ragéo peletizada ad libitum (Nuvilab- CR1, Nuvital Nutrientes) e receberam
livre demanda de dgua previamente autoclavada.

Os animais foram acomodados em rack ventilada (Alesco ®- Brasil) (figura 7) e em

grupos de 5 animais/gaiola (figura 8). A limpeza da gaiola dos animais foi realizada
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semanalmente, foram utilizadas gaiolas esterilizadas, bem como a maravalha autoclavada. A
manipulagéo dos animais se deu em fluxo laminar (TROX®) e todos 0s materiais que entravam

em contato com o animal eram devidamente desinfectados.

Figura 7 - Rack ventilada do biotério FMVZ-USP.

Legenda: Os animais permaneceram isolados do ambiente com temperatura
controlada e em gaiolas com microisoladores.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA, (2020).

Figura 8 — Animais BALB/c nude macho do grupo de estudo e grupo controle.

Legenda: Animais BALB/c nude macho em gaiolas microisoladas. A: Grupo de
estudo 0,1nM NNK. B: Grupo CTL.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020).

2.3.9 Teste de tumorigenicidade em animais BALB/c Nude.

No presente estudo foram utilizados 10 animais machos, de sete semanas. Os animais
foram inoculados no subcutaneo com células AML12 (CTL), células expostas a 0,2nM NNK
ou somente meio DMEM/F12 (controle veiculo). Cerca de 1 x 107 células/animal em 150ul de
meio DMEM/F12 isento de SFB foram inoculadas no subcutaneo do flanco do animal.

O grupo controle recebeu células AML12 inoculadas no subcutaneo do flanco inferior

direito, e o grupo 0,1nM NNK recebeu a mesma quantidade de células no flanco inferior



esquerdo. A fim de validar o controle do veiculo, foram inoculados 150ul meio de cultivo
DMEM/F12 livre de SFB na mesma regido que o grupo controle.

Os animais foram marcados e acompanhados semanalmente para verificacdo de seus
sinais clinicos bem como a mensuracao de peso. Todos os experimentos foram desenvolvidos
no biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(FMVZ-USP) e foram devidamente avaliados e autorizados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da FMVZ-USP, nimero do protocolo CEUA 7882140818. Apds o periodo de 120 dias
pos inoculacdo, os animais foram eutanasiados, seguindo o protocolo de sedagédo descrito em
CEUA/FMVZ com adogéo de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg).

2.3.10  Processamento de tecidos para avaliacdo do teste de tumorigénese in vivo

Os animais foram eutanasiados seguindo o protocolo da CEUA-FMVZ, descrito
anteriormente e alguns 6rgaos foram extraidos para posterior processamento e analise. Foram
pesados figado e baco dos animais, imediatamente apds o sacrificio. O célculo do peso relativo

do figado e baco foram obtidos pela seguinte formula:

eso do 6rgao
Peso relativo = P ,g () x100
peso corporeo(g)

Todos os orgaos foram submetidos ao protocolo de processamento, ja previamente
estabelecido em nosso laboratdrio. Os tecidos foram fixados em solugdo de formol 10% por 48
horas, sendo a seguir colocados em alcool 70% por duas horas. Seguiu-se a bateria de
desidratacdo em alcool 80%, alcool 96%, alcool absoluto I, pelo mesmo periodo de duas horas,
em seguida os tecidos permaneceram no alcool absoluto Il overnight. No dia seguinte, foram
inseridos no xilol - alcool por 30 minutos, parafina | e na sequéncia parafina Il ambas por duas
horas. Para finalizar, deu-se a sequéncia no emblocamento com parafina e cera de abelha na
proporcao de 9:1.

Foram obtidos cortes histolégicos na espessura de 5um em microtomo (RM2255-
Leica/USA) para a confec¢do de laminas para a coloracdo em hematoxilina e eosina (HE) e
reacao de Perls. Os cortes foram dispostos em laminas 26.0 x 76.0mm (Knittel-Germany) e
posteriormente desparafinizadas e hidratadas em banhos sucessivos de xilol, xilol-alcool e
alcool, devidamente coradas com hematoxilina (Merck/ USA) e contracorado com eosina

(Sigma).



A hematoxilina e eosina (HE) habitualmente é adotada como coloracdo padrdo para
identificacdo e analise patoldgica. E possivel examinar tecidos que foram previamente fixados
e processados. Por meio desta metodologia, a hematoxilina cora o nucleo em azul ou violeta e
a contracoloracdo de eosina, confere a coloracdo cor-de-rosa ao citoplasma e ao colageno
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Diante disto, apos andlise prévia das laminas de HE, foram entdo selecionadas
randomicamente algumas amostras de tecidos de ambos os grupos para a realizacao da reacéo
de Perls (Easypath, Grupo Erviegas, Brasil), a fim de avaliar o ferro férrico e tecido conjuntivo
em cortes histologicos. Este método tem como principio a reacdo de ferrocianeto de potéssio
que reage com ferros férricos de hemossiderina em ambiente &cido para formar um sal colorido,

o Azul Prussiano.



2.4  Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foram utilizados os programas computacionais
GraphPad Prism5.00® (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Para os dados
paramétricos foi utilizada a andlise de variancia ANOVA seguida do teste de Bonferroni para
comparagao entre 0s grupos experimentais. Para os dados ndo paramétricos foi utilizado teste
de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para comparagéo entre os grupos. Foi adotado o

nivel de significancia de 5% para todos 0s testes estatisticos.
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2.5 Resultados

2.5.1 Cultivo celular da linhagem AML12

A figura 9 apresenta o aspecto morfologico da célula AML12 em diferentes densidades,
apos 24 e 72h de cultivo.

Figura 9 - Fotomicrografia da célula AML12 em baixa e alta densidade.
8 ] T o 3 LS i g

de 10x (Zeiss - GER). Barra de escala = 100um.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)

2.5.2 Avaliacdo do ciclo celular da linhagem AML12 (CTL) e das células que foram
expostas a 0,1nM de NNK

A figura 10 apresenta a estratégia adotada no experimento do ciclo celular nas linhagens
AML12 (CTL) e AML12 que foram expostas a 0,21nM de NNK durante 30 ciclos.

Pode-se observar no histograma ilustrativo de um dos experimentos realizados com as
células AML12 (CTL) (Figuras 10C, 10F, 10G) e nos histogramas das células submetidas a
exposicdo com 0,1nM NNK (Figuras 11C, 11F, 11G) que existe uma diferenca nos valores
apresentados na fase S, quando avaliamos as células expostas a concentracdo de 0,1nM de
NNK (20,8%, 22,1% e 19,0%) com o seu controle AML12 (CTL) (4,14%, 3,45%, 3,02%),
mostrando que a leitura das células submetidas a exposicdo a longo prazo sao superiores em
relacdo ao controle nesta anélise. Pode-se tambeém observar, que a média dos valores corrigidos
referente aos trés experimentos realizados, demonstram aumento na fase S e a diminuigdo na
fase GO/G1 nas células que foram expostas a concentracdo final de 0,1nM de NNK quando
comparado ao grupo controle (Figura 12). A média de células em fase S do ciclo celular no
grupo AML12 expostas a concentracdo de 0,1nM NNK (10,72 + 8,01, n=9) é estatisticamente
maior (p<0,05) em relagédo ao grupo controle (2,63 + 0,83, n=9) pelo teste ANOVA de duas



vias seguida do pos-teste de Bonferroni. Esses resultados indicam que o carcinégeno NNK é
capaz de induzir o aumento da proliferacdo destas células com esta concentracdo de 0,1nM ap06s

30 ciclos de exposicéo.
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Figura 10 - Estratégia de analise do ciclo celular da linhagem de célula AML12 (CTL)
de experimentos distintos.
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Legenda: Imagem representativa do ciclo celular da Iinhagem AML12 (CTL). A, D, G:
Dot plot representativo da sele¢éo da populacao da célula AML12 (CTL); B,E,H: Dot
plot da selecéo de single cells (FL2-W x FL2 -A); C, F, I: Histograma que representa
as diferentes fases do ciclo celular por meio da analise automatica (FlowJow) da
porcentagem de cada fase (Cont x FL2 - H). Foram realizados trés experimentos
distintos.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA 2020.
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Figura 11- Estratégia de analise do ciclo celular das células expostas a 30 ciclos na

a concentracéo de 0,1nM NNK
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Legenda: Imagem representativa do ciclo celular das células expostas a 0,1nM NNK.
A, D, G: Dot plot representativo da selecédo da populacéo da célula AML12 expostas
ao NNK. B, E, H: Dot plot da selecédo de single cells (FL2-W x FL2 -A). C, F, I
Histograma que representa as diferentes fases do ciclo celular por meio da anélise
automatica (FlowJow) da porcentagem de cada fase (Cont x FL2 - H). Foram

realizados trés experimentos distintos.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA 2020.



Figura 12- Grafico em barra que apresenta o percentual de células em cada fase do ciclo
celular das células AML12 e células apés a exposicdo de longo prazo a 0,1nM de NNK
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Legenda: A diferenca é estatisticamente significativa na fase G0/G1(p<0,001) e na fase S
(p<0,05) utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido de pés teste de Bonferroni.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)

2.5.3 Avaliacdo do ensaio da capacidade de invasao e migracéo por meio da técnica do
Transwell

A figura 13 apresenta a capacidade migratéria e de invasao das células AML12 (CTL)
e das células AML12 ap6s a exposicdo de longo prazo, na concentracao de 0,21nM NNK na
técnica do transwell. Ap6s a metabolizacdo do Alamar Blue pelas células viaveis que
transpassaram o matrigel, foi coletado o meio de cultura do pogo onde o transwell estava
inserido para a realizacdo da leitura colorimétrica. O grupo que foi submetido a concentracédo
de 0,1nM de NNK migrou e invadiu mais em relacdo ao grupo controle (p=0,0352), observado
pela maior densidade ética do meio de cultivo ap6s 20h de incubacdo com o Alamar Blue, que

pode ser visto no grafico de barras (Figura 13).



Figura 13 - Gréafico em barra representando a leitura da densidade Optica das células
gue cruzaram o inserto e invadiram o matrigel no ensaio de invasao.
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Legenda: Células AML12 (CTL) e células AML12 ap6s 30 ciclos de exposi¢cao ao NNK
0,1nM incubadas com o corante Alamar Blue por 20h. A diferenca é estatisticamente
significativa (p=0,0352) utilizando-se o teste T de Student ndo pareado.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)

2.5.4 Perfil de crescimento das células AML12 (CTL) e AML12 ap6s 0,1nM de NNK em
cultivo aderente (2D) e baixa adeséo (3D) avaliado por meio do ensaio do MTT

Nesta analise, foi avaliado como seria o crescimento e viabilidade celular da linhagem
AML12 (CTL) e das células AML12 ap6s a exposicdo de longo prazo com a concentragdo de
0,1nM NNK em cultivo aderente e de baixa ades&o ao substrato.

No cultivo em monocamada (2D) pode se observar um aumento gradativo ao longo do
tempo na leitura da densidade Optica de cada concentracdo celular, nas células AML12 (CTL),
ou seja, indica crescimento celular ao longo do tempo (Figura 14A).

No grupo exposto a 0,1nM de NNK cultivado em 2D (Figura 14B) também se observa
aumento gradativo da densidade Otica de cada concentracdo celular ao longo do tempo.
Entretanto, a concentragdo de 10000 cels/poco apresentou decréscimo significativo (p<0,001)
na leitura da densidade 6tica mensurada no tempo de 72h, sugerindo morte celular decorrente
do crescimento excessivo e consequente deprivagdo de nutrientes.

Quando comparamos 0s grupos controle e grupo exposto a 0,1nM NNK no cultivo 2D
(Figura 14C), é possivel notar que, as células expostas ao NNK apresentam uma leitura de
densidade 6tica sempre maior, com excecdo da concentra¢do de 10000 cels/pogo no tempo de

72h, decorrente provavelmente da morte celular por excesso de crescimento.



Quando analisamos o cultivo 3D em placas de baixa adesdo (ultra low), no grupo
AML12 (CTL) nao h& aumento significativo da densidade 6tica de cada concentragdo celular
ao longo do tempo, e inclusive pode-se notar queda na leitura no tempo de 72h sugerindo morte
celular (figura 15A). Ja no grupo exposto a 0,1nM de NNK por 30 ciclos é possivel notar o
aumento progressivo da leitura da densidade Otica ao longo do tempo, em cada concentragdo
celular (figura 15B).

Quando comparamos o grupo AML12 (CTL) versus o grupo que foi exposto a 0,1nM
de NNK (figura 15C), pode -se observar que as células expostas ao NNK apresentam uma
leitura de densidade Gtica maior do que o grupo controle, principalmente nas maiores
concentragfes de células de 5000 e 10000 cels/pogo (p<0,001), 0 que nos sugere um
crescimento celular no grupo exposto ao NNK nesta condicdo de cultivo de baixa adesdo
(independéncia de ancoragem).

Nos gréaficos apresentados abaixo, estdo dispostas as concentracdes mais elevadas da
diluico seriada realizada.
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Figura 14 -Grafico de barras da densidade 6ptica de células AML12 (CTL) e células
expostas a 30 ciclos de 0,21nM NNK cultivadas por diferentes periodos em placas de
cultivo convencional (2D) avaliados pelo ensaio de MTT
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Legenda: A e B: células AML12 (CTL) (A) e células expostas a 0,1nM NNK (B) foram
avaliadas em tempos distintos de crescimento em monocama (2D). C: Comparacéo
entre as densidades O6pticas do grupo controle e grupo exposto ao NNK nas
respectivas concentracdes de células em diferentes tempos. ANOVA de duas vias
seguido de pos teste de Bonferroni *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 Fonte: MIYAKE
MIZUSAKA (2020)



Figura 15 Gréfico de barras da densidade 6ptica de células AML12 (CTL) e células
expostas a 30 ciclos de 0,1nM NNK, cultivadas por diferentes periodos em superficie
de baixa adesao (ultra low) avaliadas pelo ensaio do MTT
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Legenda: A e B: células AML12 (CTL) (A) e células expostas a 0,1nM NNK (B) foram
avaliadas em tempos distintos de crescimento em superficie de baixa adeséo (3D). C:
Comparacéo entre as densidades Opticas do grupo controle e grupo exposto ao NNK
nas respectivas concentragdes de células em diferentes tempos. ANOVA de duas vias
seguido de pos teste de Bonferroni *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)
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255 Teste de tumorigenicidade em animais imunodeficientes BALB/c nude inoculados
com células AML12 (CTL) e células expostas a 0,1nM de NNK

Para o presente ensaio, foram utilizados 10 animais imunodeficientes BALB/c nude,
dos quais cinco animais receberam as células que foram anteriormente expostas a concentracdo
de 0,1nM de NNK, trés receberam somente as células AML12 (CTL) e dois animais receberam
somente o meio de cultura DMEM/F12.

Na observacdo semanal dos animais inoculados com células expostas a 30 ciclos de
0,1nM NNK ou células AML12 (CTL), ndo foram identificados sinais clinicos anormais, nem
mesmo crescimento de massa tumoral macroscépica no subcutaneo do local ou em regides
adjacentes a inoculagdo ao longo de 16 semanas.

Apo0s a eutandsia dos animais dos grupos AML12 (CTL), DMEM/F12 (controle do
veiculo) e NNK 0,1nM (células expostas ao NNK), foram aferidos o peso de cada animal e
observou-se que ndo houve diferenca estatistica. Mesmo o grupo DMEM/F12 tendo
apresentado o maior ganho de peso entre grupos, esse aumento nédo foi relevante uma vez que
ndo houve significancia estatistica (p=0,8300).

Foi realizado a necrdpsia dos animais (Figura 16) e foram extraidos e aferidos o peso
médio relativo do baco (Figura 16C) e figado (Figura 16B). No que se refere ao baco, neste
quesito ndo houve diferenca estatistica (p=0,2052) entre os grupos avaliados. No peso relativo
do figado (Figura 17C) ndo houve diferenca estatistica significante (p=0,0626p) entre 0s grupos

avaliados, conforme apresenta a figura 17B a seguir.

Figura 16 — Imagem de camundongo nude do grupo 0,1nM de NNK, com coleta de
figado e baco para afericdo de peso em balanca convencional instantes apés a
eutanasia

Legenda:A: Animal BALB/c nude macho logo apods eutanasia aferindo peso de 30,79.
B: figado extraido de animal logo apd6s eutanasia do grupo 0,1nM NNK aferindo 2,0g.
C:Baco extraido de animal nude logo apés eutanasia do grupo 0,1nM NNK aferindo
0,29

Fonte :MIYAKE MIZUSAKA (2020)



Figura 17- Gréafico do ganho de peso, peso relativo do figado e peso relativo do bacgo
dos animais inoculados com DMEM/F12, AML12, 0,1nM NNK apoés 120 dias.
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Legenda: A: Média do ganho de peso apds 120 da inocucao (p=0,8300). B: média do
peso relativo do figado (p=0,0626). C: média do peso relativo do baco (p=0,2052).
Andlise estatistica Kruskall-Wallis.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)

Foi realizada a andlise histopatoldgica e pode-se observar que na por meio da coloracao

de Hematoxilina Eosina (HE) que ndo houveram achados morfoldgicos significativos.



2.6 Discussdo

O tabagismo é um grande problema mundial de satde publica que contribui com o
desenvolvimento de diversas doencas cronicas, como a doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), cancer de pulméo (GE; XU; CHEN, 2015), cancer de cabeca e pesco¢co (COHEN,
FEDEWA, CHEN; 2018), e altas taxas de morbidade e mortalidade. Em 2011, o tabagismo foi
responsavel por 14,7% do total de mortes ocorridas no Brasil (PINTO et al, 2015).

O NNK 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone, com férmula molecular de
Ci0H1:N302 e peso molecular de 207.23 (TORONTO CHEMICALS, CA), um derivado da
nicotina, € um dos agentes toxicos que compdem o cigarro e tem sido identificado como um
dos mais potentes carcindgenos em células pulmonares (SHULLER; PLUMMER; JULL, 2003;
HECHT, 2006) sendo considerado um dos mais importantes carcinégenos devido a sua potente
carcinogenicidade em animais de laboratério (BALBO et al., 2014). Mennencier e
colaboradores (2014) observaram que prolongadas exposices ao NNK sob baixas
concentracdes foram capazes de conduzir as células pulmonares murinas E10 a um aumento da
capacidade maligna, apresentaram marcadores para cancer com aumento da proliferacdo, bem
como a migracdo celular e demonstraram ainda habilidade de desenvolver tumores subcutaneos
in vivo.

O ciclo celular é um processo complexo de sintese e duplicacdo do DNA, composto pelas
fases G1, S e G2/M. Segundo Schafer (1998), o cerne deste processo sao as ciclinas dependentes
de kinases (CDKSs) as quais estdo envolvidas em um refinado processo com as proteinas
ciclinas, proteinas que regulam a progressao celular através das fases do ciclo.

Verificamos a partir do ensaio do ciclo celular, realizado com marcagéo nuclear com
iodeto de propideo, que apds a exposicao dos hepatocitos AML12 a 0,1nM de NNK ao longo
de 30 ciclos, as células apresentaram aumento significativo na fase S e diminuicdo na fase
GO/G1. Esse resultado de aumento da fase S, vai de encontro com achados da literatura. Schafer
(1998) apresenta que o ciclo celular pode ser afetado, principalmente em alguns endpoints pela
interacdo de substancias toxicas, tais como o NNK. Com isso esta ferramenta pode ser adotada
para estudar 0s mecanismos de varias drogas e toxinas (HANEEF et al., 2014) e a analise de
ciclo celular pode ser uma tecnologia Util na determinacdo e na identificacdo dos efeitos de
drogas ou toxinas no ciclo celular.

Diante disto, a andlise do ciclo celular pode ser adotada como instrumento para
compreensdo de estudos toxicoldgicos, além da compreensdo do comportamento das células

pos exposicdo ao NNK, pois substéancias toxicas podem afetar check points celulares, como



pode ser bem ilustrado em diversas quimioterapias para o cancer (SAITO et al, 2015) e também
vao de encontro com a outros achados da literatura. Haneef e colaboradores (2014) ilustram
que um dos provaveis caminhos para a perda de controle do ciclo celular pode ser a alteragédo
das proteinas regulatorias quinases dependentes de ciclinas (do inglés CDKs) em decorréncia
da interacdo com substancias quimicas ou carcindgenos e puderam predizer, por meio de
técnicas in silico, que o CDKS8 falha ao formar um complexo complementar ao seu par a
proteina ciclina C, sob a presenca do NNK. Esse dano funcional pode acarretar na perda de
controle do ciclo celular e colaborar para o desenvolvimento de um possivel processo
carcinogeénico.

O papel e comportamento das proteinas ciclinas e CDKs ap0s a exposicdo da
concentracdo final de 0,1nM de NNK nos hepatocitos murinos ainda necessita ser mais bem
elucidado. Mesmo tendo em vista que a concentracdo € baixa e pode ser aparentemente
inofensiva, podemos sugerir que apds exposi¢des sucessivas em baixas concentragdes (0,1nM
de NNK) pode ser danoso para a homeostasia celular, provocando o start de processos
carcinogénicos uma vez que, segundo Hannef e colaboradores (2014), uma da provaveis razdes
para a perda do controle da maquinaria do ciclo celular pode estar envolvido com o abalo
dessas proteinas regulatérias, como as ciclinas (MENNENCIER et al, 2014,
SIRIWARDHANA, CHOUDHARDY, WANG, 2007).

Baseado nos presentes achados, e nos resultados que obtivemos, podemos sugerir que o
aumento apresentado na fase S da analise de ciclo celular das células AML12 pode ser resultado
desta perda do controle do ciclo celular derivado da alteracdo das proteinas regulatorias,
entretanto maiores analises se fazem necessarias para a comprovacdo desta hipotese.

Quando analisamos a migracao e invasao das células por meio da técnica do transwell,
observamos que, apos a exposic¢do da célula AML12 com a concentracdo final de 0,1nM de
NNK durante 30 ciclos, houve o0 aumento da taxa de migracdo e invasdo. Esses resultados véo
de encontro com os achados de Wei e colaboradores (2009) que verificaram somente 0 aumento
da taxa de migragédo por meio da técnica do transwell e pelo ensaio de migragéo celular (técnica
de wound healing) em células de adenocarcinoma colorretal humano HT-29 e DLD-1 apéds a
incubacdo com NNK. Neste mesmo trabalho foi demonstrado que a via de acdo do NNK nas
células HT29 era mediada pelo a7-nAChR e pela regulacao negativa de E-caderina. Alem disso,
também foi observado neste estudo, um aumento da expressao de outros fatores que moderam
de maneira negativa a transcricdo da E-caderina. Em outros estudos realizados por Shen e
colaboradores (2013) com linhagens de células pulmonares humanas H1299, H82, H157 e
H460 (ATCC, USA), também foi observado que o NNK na concentracdo de 0,1nM estimulou



a migracdo e invasdo celular na técnica do transwell. Neste estudo os autores verificaram que 0
estimulo da migracéo foi mediada pela sinaliza¢ao de a7-nAChR e a ativacdo de c-Src, o qual
fosforila multiplos subtratos incluindo PKCi1 (WOOTEN et al.,2001) e FAK (CALALB;
POLTE; HANKS, 1995; CALALB et al.,1996) necessario para a adesdo celular e o
espraiamento.

Outros trabalhos também mostram que NNK foi capaz de promover a migracgao e invasdo
em células pulmonares humanas. Xu e Deng (2004) demonstraram que o NNK, pode ativar a
migracao e proliferacdo celular invasdo por meio da fosforilacdo da calpaina, em células de
carcinoma pulmonar humano NCI-H69. A familia das calpainas sdo enzimas proteoliticas, e as
pricipais sdo a calpaina | e calpaina Il. Elas contribuem para processos de angidgese, por meio
da realizacdo de poros na membrana do vaso sanguineo, permitindo que as células de cancer
iniciem sua invasdoj Outro fato interessante é que estudos indicam que, a calpaina esta
localizada em complexos associados a integrina. Esta por sua vez esta associada a matriz
extracelular (ECM). Essa hipotese talvez explicaria a invasdo no matrigel. Neste trabalho as
células NCI-H69 foram tratadas com um inibidor especifico para a calpaina, em varias
concentracgdes, o calpeptin, e observou-se que o calpeptin ndo somente bloqueou 0 aumento da
atividade da calpaina mediada pelo NNK, como também inibiu a invasdo celular mediada pelo
NNK. Entdo isso comprova que a calpaina esta intimamente associada aos processos de
migracdo e invasdo mediados pelo NNK em células pulmonares. Entretanto, embora a
concentracdo de carcin6geno seja a mesma que adotamos em nossos estudos, ndo podemos
afirmar que o NNK induz a invasdo dos hepatocitos da mesma forma, uma vez que em nosso
estudo ndo foi avaliado a via de transducdo de sinal que o NNK ativa nas células AML12.

Um estudo avaliou em células pulmonares humanas H157 e A549 o papel do Twist,
(basic helix-loop-helix (bHLH) domain-containing transcription fator) um fator de transcricéo
que tem sua origem na decodificacdo do gene twist. Neste estudo foi realizado a exposicao por
quatro semanas em diferentes concentracgdes (0, 1, 2 e 5 uM) de NNK. O carcin6geno promoveu
0 aumento da expressdo da proteina Twist e de seu RNA mensageiro, o que sugere que Twist
pode estar envolvido na promocéo de migracdo e invasdo em células pulmonares provocado
pelo NNK (WANG et al 2020). Entretanto, é prematuro afirmar que o gene Twist possui 0
mesmo papel em nosso modelo adotado de linhagem de hepatocitos murinos, contudo pode ser
um caminho a ser melhor elucidado para o entendimento da promog¢édo da migracéo e invasao
neste tipo celular.

Quando avaliamos viabilidade celular pela técnica do MTT em cultivo 2D e das células

AML12 (CTL), pode-se observar um perfil de crescimento com curva ascendente ao longo das



72h em cada concentracdo celular. Quando cultivamos o grupo exposto (0,21nM NNK) no
cultivo monocama (2D), nota-se que o perfil da curva de crescimento de cada concentragéo
celular é também crescente ao longo tempo, porém ha uma nitida diminuicdo na leitura no
tempo de 72h na maior concentracdo de 10000 cels/pogo, provavelmente pelo crescimento
excessivo com decorrente morte celular.

Diante disso, quando comparamos a viabilidade celular no cultivo monocamada (2D)
dos distintos grupos celulares (CTL versus NNK), observa-se que, a densidade optica do grupo
NNK é significativamente maior em relacdo ao controle, nas diferentes concentracdes celulares.
Entretanto, na concentracdo celular de 10000cels/poco a diferenca estatistica encontrada €
decorrente provavelmente da morte celular ocorrida pela escassez de nutrientes.

Ja quando as células foram cultivadas em placas de baixa adesao (3D), o grupo controle
ndo demonstrou um perfil de crescimento ao longo do tempo.lsso pode ser em decorreéncia de
um processo chamado Anoikis, uma forma de morte programada induzida (apoptose) pela perda
da adesdo a matriz extracelular (PATANKAR et al 2019).

Isso pode ter ocorrerido em virtude da falta de adesdo e dependéncia de ancoragem, o
gue nos apresenta que esta célula do grupo contole ndo adquiriu propriedades tumorigénicas
(LANDOLPH, 2014).0 grupo que foi exposto ao carcin6geno, apresentou uma curva de
crescimento crescente ao longo do tempo em cada concentragéo celular.

E por fim, quando comparamos o grupo CTL versus NNK no cultivo 3D, é possivel
notar que as células que foram expostas a 30 ciclos na concentracdo 0,1nM de NNK,
apresentaram uma leitura na densidade Otica superior ao grupo controle. Essa diferenca é
estatisticamente relevante (p<0,001). Foram observadas densidades Opticas superiores nas
concentracdes de 5000 cels/poco nos tempos 48h e 72h (p<0,01) e na concentracdo celular
10000 cels/poco nos tempos 24h, 48h e 72h (p<0,001). A leitura da densidade Optica é uma
ferramenta que nos informa indiretamente, sobre o perfil de crescimento celular. Portanto
podemos afirmar que houve um maior crescimento celular das células expostas a dose de 0,1nM
de NNK em cultivo sob condicGes de baixa adesao.

Esses achados podem sugerir que baixas concentragcdes de NNK podem contribuir com
0 evento de crescimento independente de ancoragem, que € uma das caracteristicas de células
cancerosas, celulas tronco e células tronco tumoral (KATAYAMA, H; 2020; YAMADA,
CUKIERMAN, 2007). Este fendmeno vai de encontro com Fararjeh e colaboradores (2018),
que observaram em seu estudo que, o NNK em exposi¢des combinadas com a nicotina, em
exposicdes de longo prazo, mesmo em baixas concentracdes de 1pM (Secondhand Smoke) é

capaz de conduzir a propriedades tumorigénicas, aumentou a viabilidade celular de maneira



dependente com as exposi¢des e apds ensaio de soft dgar observou-se aumento no numero de
coldnias, o que mostra que depois de 23 ciclos estas células adquiriram a habilidade de formar
col6nia, ou seja, apresentaram independéncia de ancoragem.

O teste de tumorigénese é definido pela WHO (1998) como a populacao celular que foi
previamente inoculada no animal e torna-se capaz de produzir tumor por meio do local da
insercdo ou atraves de metéstase. Este é considerado como um teste padréo ouro (gold standart)
para afirmacéo do perfil tumoral de um dado grupo celular.

Apdbs o processamento e analise histopatologica dos 6rgaos ndo foram identificados
achados significativos que demonstre perfil tumorigénico das células inoculadas, ou seja, as
células AML12 expostas a0 NNK 0,1nM por longo prazo ndo conduziram a formacéo de tumor
no tecido subcutaneo ou regido adjacente a inoculacéo dos animais BALB/c nude ap6s 120 dias.
Né&o foi observado a formacéo de tumor em nenhum dos grupos acompanhados.

Foi também avaliado a média do peso relativo dos 6rgéos, contudo tanto no bago, quanto
no figado ndo houve diferenca estatistica significante.



2.7 Resumo dos Achados

e As células AML12 permanecem viaveis apds o protocolo de exposi¢do de longo
prazo ao carcindgeno NNK na concentracdo final de 0,1nM apo6s 30 ciclos;

e As células AML12 expostas a 0,1 nM de NNK por 30 ciclos apresentaram maior
indice proliferativo evidenciado pela maior proporcdo de células em fase S do
ciclo celular em relacdo ao controle, na analise por citometria de fluxo;

e Observamos que as células AML12 expostas a 0,1 nM de NNK por 30 ciclos
apresentaram maior capacidade de invasdo em relacdo ao controle no ensaio do
transwell;

e As células AML12 expostas a 0,1 nM de NNK por 30 ciclos mostraram maior
capacidade de sobrevivéncia independente de ancoragem (cultivo em superficie
de baixa adesdo) e viabilidade celular em relagcdo ao controle observados pelo
ensaio do MTT,;

e Na&o houve crescimento de tumor em camundongos imunodeficientes BALB/c
nu/nu inoculados no subcutaneo (1x107 células/animal) com células AML12
expostas a 0,1 nM de NNK por 30 ciclos ou células AML12 controle (nédo

expostas ao NNK).



3 CAPITULO - AVALIACAO DA TOXICIDADE DE CURTO PRAZO E DA
CAPACIDADE DE MIGRACAO CELULAR DAS CELULAS AML12 EM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE NNK

3.1 Introducéo

Uma vez que as células AML12 quando expostas inicialmente a uma baixa concentragdo
do carcinégeno NNK (0,1nM) apresentaram uma performance sutil e os testes de tumorigénese
in vivo foram negativos, decidimos avaliar qual seria 0 comportamento celular ap6s a exposi¢éo
a concentragdes maiores de NNK. Foram analisadas as concentragdes de 10nM e 1000nM

Para compreender e avaliar a performance dos hepatocitos AML12 apds a exposicao ao
NNK nas concentracdes de 0,1nM, 10nM e 1000nM foram realizados os ensaios de toxicidade
com auxilio do ensaio do MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide,
ensaio que permite determinar a viabilidade celular (MOSMANN, 1983; VAN MEERLOO;
KASPERS; CLOOS, 2011).

Foi também realizado o ensaio de migracdo celular. Este é definido como um
movimento individual da célula (HULKOWER, HERBER; 2011). As células se utilizam do
processo de migracao no organismo, tanto em condices fisiologicas de homeostase, como em
condicBes patoldgicas, ja quando estdo submetidas a um processo de metastase ou a outros
processos patolégicos tais como invasdo tumoral, neoangiogénese, estas células tumorais
podem migrar do tumor primario para o sistema circulatério e se estabelecem em um novo local
(YAMAGUCHI; CONDEELLIS, 2007). O processso de migracao € complexo e requer diversos
eventos inter e intra celulares, tais como reorganizacdo do citoesqueleto, remodelacdo da
matriz, modelacdo de interagdes célula a célula entre outros (YUE et al., 2010).

A migracdo das células AML12 foi avaliada ap6s uma série de exposi¢cdes com as
concentracdes de 0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK. Foi entdo adotada a técnica de wound
healing. O teste de wound healing € um método in vitro, econémico e que tem sido adotado ao
longo de muitos anos em diversas areas da ciéncia (YUE et al., 2010). Consiste em cultivar as
células previamente em placas de cultivo bidimensional e apds a confluéncia sdo submetidas a
lesdo da monocamada e seu acompanhamento ao longo de dado periodo por meio de
microfotografia e quantificacdo analitica da lesdo com a adoc¢édo de ferramentas computacionais
(LIANG, C; PARK,A; GUAN, J; 2007).

Neste capitulo, apresentaremos a metodologia que foi adotada para exposi¢do a novas

concentragdes, a avaliacdo de toxicidade por meio do ensaio do MTT, migracéo celular e tempo



de duplicacéo celular, bem como os resultados obtidos ap6s a exposicéo cronica ao carcindgeno
NNK.



3.2 Objetivos Especificos

e Apresentar a metodologia de exposicdo adotada da linhagem AML12 a outras duas
novas concentragdes de 10nM e 1000nM de NNK.

e Auvaliar a toxicidade das diferentes concentra¢des de 0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK
por meio da técnica do MTT apds uma Unica exposicao.

e Auvaliar a migracao celular por meio da técnica de wound healing ap0s a exposi¢édo de
longo prazo da célula AML12 nas concentragdes de 0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK

e Auvaliar o tempo de duplicacdo celular da linhagem AML12 apds a exposi¢do de longo
prazo a 0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK.



3.3 Material e Métodos

3.3.1 Protocolo de exposicao das células AML12 a novas concentracGes de NNK 10nM
e 1000nM.

A metodologia aplicada nas células AML12 para as novas concentracdes de 10nM e
1000nM de NNK, seguiram a mesma métrica que foi adotada com primeira concentragdo ja
efetuada de 0,1nM de NNK e anteriormente descrita no capitulo 2.

Os ensaios foram realizados 24h apds a adesdo da linhagem AML12 na garrafa de
cultura, sendo submetida ao tratamento de exposi¢cdo com uma solugdo de concentracao final
de 10nM e 1000nM de NNK(N-nitrosamine 4-(methylnitrosamino)-1(3-pyridyl)-1butanone)
(Toronto Research Chemicals- CA), que foi previamente diluido em meio de cultura
DMEM/F12 Glutamax (1x) sem SFB.

Os grupos expostos permaneceram em contato com o carcindgeno durante as proximas
48h consecutivas. A este periodo de total de 72h ap6s o cultivo celular adotamos 0 nome de
“ciclo” (Figura 19) conforme descrito por Mennecier e colaboradores (2014). Essa técnica foi
entdo adotada, as células foram submetidas a multiplas exposi¢oes ao NNK, conforme descrito
anteriormente no capitulo 2 e repetidos durante 30 vezes. Como controle negativo, utilizamos
a mesma linhagem AML12, a qual recebia as mesmas condicGes de cultivo e passagens da
linhagem exposta ao carcindgeno, entretanto, sem quaisquer contatos com o carcinégeno, sendo
nomeado como grupo controle (CTL).

Uma vez empregado esta metodologia de exposicdo, as culturas foram mantidas em
meio DMEM/F12 com SFB 10%, devidamente suplementado com 10 pg/ml insulina, 5.5
pg/ml transferrina, 5 ng/ml selenium (ITS — insulina, Transferrina e Selenium — GIBCO®
41400-045), 40 ng/ml dexametasona (SIGMA-ALDRICH® - D8893), e 1% de antibiotico-
antimicético (penicilina, estreptomicina e anfotericina -B — GIBCO® — USA) e em estufa
umidificada com 5% de CO. a 37°C.

Apos a exposicdo com as diferentes concentragcdes de NNK, estas células foram entdo
plagueadas na concentragdo de 1x10* células por pogo, em placas de 24 pogos (CORNING —
USA) e fotografadas utilizando o programa ZEN (Zeiss — GER), em contraste de fase, na
objetiva de 10x (Zeiss — GER). Durante 72h, foi observada sua morfologia juntamente com o
grupo controle (Figuras 23, 24, 25, 26).

Para sua manutencdo, foram congeladas por meio do protocolo de congelamento, ja

anteriormente estabelecido (Capitulo 2) e mantidas em nitrogénio liquido para futuras analises.



Os experimentos foram realizados no laboratério de oncologia comparada da
FMVZ/USP e autorizada sob o namero do Comité de ética no uso de animais - CEUA/FMVZ-
USP, CEUAX N 5026060317.

Figura 18 - llustracdo do esquema experimental de exposi¢ao cronica das células
AML12 em diferentes concentractes de NNK
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30 Ciclos de exposicéo

Legenda: Exemplo da metodologia adotada para exposicdo das células AML12 as
diferentes concentracdes do carcindbgeno NNK. A: ilustracdo apresenta o ciclo de
exposicdo com a concentracdo 0,1nM apds 30 ciclos de exposi¢cdo. B: ilustracdo
apresenta o ciclo de exposicdo com a concentracdo de 10nM apds 30 ciclos de
exposicao. C: ilustracdo apresenta o ciclo de exposi¢cdo com a concentragcao 1000nM
apos 30 ciclos de exposicéo.

Fonte: Adaptado de Mennecier et al. (2014);

3.3.2 Avaliacdo da toxicidade de curto prazo da célula AML12 apés as diferentes
diluicGes de 0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK por meio da técnica do MTT

As células AML12 foram expostas as concentracGes de 0,1nM, 10nM e 1000nM de
NNK uma Unica vez. Para isso, foi preparada uma solucdo com o carcinbgeno NNK
devidamente diluido até a obtencéo das concentracBes desejadas.

Para a realizacdo deste ensaio, as células AML12 foram cultivadas em placas de 96
pocos, em sextuplicatas. Apds a tripsinizacdo, as células foram ressuspendidas em meio
completo (DMEM/F12, 10%SFB, ITS, dexametasona, antibiotico-antimicético) suplementado
com 20% de meio condicionado. Foram plaqueadas 100pl/poco de suspenséo celular (0,3x10*
células/pogo). Apos 24h do plaqueamento celular foram adicionados ao volume inicial do poco,
0 volume de 100ul/poco das diferentes concentracbes do carcinégeno NNK 2 vezes
concentrados para alcangar a diluicdo final de 0,1nM, 10nM e 1000nM. A partir do momento
da exposicdo das células ao NNK foram entdo estabelecidos os tempos 24h, 48h e 72h pds

exposicao.



Para a avaliagéo da viabilidade celular foram adicionados 20ul do MTT (5mg/ml) em
cada pogo trés horas antes do término do tempo de exposi¢do do NNK. As placas permaneceram
em estufa com atmosfera umidificada a 37°C, 5% CO> sob abrigo da luz. Para a aferi¢do, a
placa foi entdo centrifugada a 4000 rpm durante 10 minutos, seu sobrenadante foi descartado,
em seguida foi inserido 100pl de dimetilsulfoxido (DMSO, Synth) e a leitura foi realizada em
570nm no aparelho Varioskan (Thermo Fischer® — USA). Esse procedimento foi realizado para
a obtencéo da leitura da densidade Optica apds os respectivos tempos de exposicao de 24h, 48h
e 72h. Para o calculo da porcentagem de células viaveis em cada amostra foram obtidos a média
de absorbéncia de todos os testes, inclusive do branco (somente meio) e dos controles (sem
exposi¢cdo ao NNK). Posteriormente, foi subtraida a média da absorbancia do branco de todos
os testes, inclusive do controle, sendo o valor obtido nos controles considerado como 100% de

células viaveis.

3.3.3 Avaliacdo da migracdo celular por meio da técnica de wound healing apds a
exposicdo da célula AML12 a 30 ciclos nas concentragdes de 0,1nM, 10nM e
1000nM de NNK

Para avaliar a taxa de migracao celular, foi realizado o ensaio do wound healing. Para
isso foram plaqueados 5x10* células/poco das células AML12 (CTL) e células AML12 que
foram expostas a 30 ciclos do NNK nas concentra¢des de 0,21nM, 10nM e 1000nM de NNK em
placas de 24 pocos (CORNING®-USA), em quadruplicatas. As placas foram mantidas em
estufa com atmosfera umidificada a 37°C, 5%CO2. As células foram cultivadas em meio de
cultura DMEM/F12 (Glutamax), 10% SFB, 1% antibi6tico-antimicético, suplementado com
ITS e dexametasona. Apos a confluéncia total, as células foram submetidas ao crescimento em
meio de cultura livre de SFB por 24h antes do ensaio de wound healing.

A monocamada celular foi lesionada com a ponteira de uma a pipeta de 1000ul estéril.
As celulas foram removidas de uma area discreta da monocamada confluente gerando uma area
livre para a migracdo celular. Em seguida foi lavada com tampéo Fosfato Salino (PBS 1x) para
retirada dos debris celulares e novamente incubada com DMEM/F12 (Glutamax) isento de SFB.
O controle positivo constituiu-se da célula AML12 cultivada com DMEM/F12 (Glutamax)
suplementada com ITS e dexamentasona e 10% SFB.

O ensaio de wound healing foi observado por microscopia de luz, em aumento de 10x
(Zeiss - GER) nos tempos 0Oh, 24h, 48h e 72h com captacdo das respectivas imagens. A area

da lesdo foi avaliada com o auxilio do programa Image J — disponivel na plataforma
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https://imagej.nih.gov/ (NIH — Bethesda/USA) — para a afericdo da capacidade migratoria.
Desta maneira, foi entdo possivel quantificar o percentual de fechamento da leséo apds o tempo
zero. Para tal metodologia foi adotado a equacéo apresentada na figura 20 (Yue et al.; 2010), e

com isso o percentual de fechamento foi calculado.

Figura 19 - Equacéo adotada para fechamento da lesdo do wound healing.

(Ar—on — At=an)
(Ae=on)

% de fechamento = x(100)

Legenda: Equacdo adotada para calculo da lesdo apdés mensuracdo no programa
ImageJ. Sendo: At = Oh é a medida da area da lesdo imediatamente apos sua
realizacdo e At =Ah é a medida da area da lesdo apos 24, 48 ou 72 horas. Foram
realizados trés experimentos distintos em quadruplicatas.

Fonte :YUE et al. (2010)

Figura 20 - Esquema ilustrando a metodologia de wound healing em cultivo de

monocamada.
A B. C.

Legenda: Esquema ilustrando a metodologia da técnica de wound healing.
FONTE: Adaptado de HULKOWER; HERBER (2011).



3.34 Avaliacdo do tempo de duplicacdo celular da linhagem AML12 ap6s a exposi¢ao
de longo prazo durante 30 ciclos nas concentragdes de 0,1nM, 10nM e 1000nM de
NNK.

O doubling time € amplamente empregado para calcular o crescimento celular e comparar
caracteristicas bioldgicas de culturas celulares distintas (KIM, 1995). E o tempo estimado para
que um grupo celular duplique a sua populacéo. Este crescimento pode ser diferenciado dentro
das diversas populacgdes celulares.

Para a determinagdo do doubling time de cada grupo celular, 1x10* células/pogo das
celulas AML12 e células expostas a 0,1nM, 10nM, 1000nM de NNK foram plaqueadas em
triplicatas, em placas de 24 pocos (SARSTED®, GERMANY). As células foram cultivadas
com meio completo (DMEM/F12, 10%SFB, ITS, dexametasona, antibidtico-antimicotico) e
mantidas em estufa a 37°C e 5%CO,. Foram realizadas contagens na camera de Newbauer apos
24h, 48h, e 72h com auxilio do corante celular azul de tripan 0,4%. Para o célculo do doubling
time foi adotado a equacéo abaixo:

Figura 21: Equacao adotada para o doubling time

Tempo x log(2)

Doubling Ti =
oubting fime log(contracgao final) — log(concentragao inicial)

FONTE: DOUBLING TIME (2019)

Onde a concentracdo inicial € o namero de células inicial e a concentracéo final o

namero de células obtidas ap6s o tempo estabelecido de cultivo em volume determinado.



3.4 Resultados

34.1 Avaliacdo da toxicidade curto prazo das diferentes diluicdes de 0,1nM, 10nM e
1000nM de NNK na linhagem AML12 por meio da técnicado MTT

O presente ensaio foi realizado para avaliar a citotoxicidade de curto prazo da célula
AML12 apos exposicdo unica a diferentes diluigdes do NNK (0,1nM, 10nM e 1000nM). Para
tanto, as células AML12 foram plaqueadas e submetidas a exposicdo nas diferentes
concentracdes de NNK por 24h, 48h ou 72h.

Pode-se observar no grafico de barras que nas primeiras 24h ha um aumento no
percentual de viabilidade celular, estatisticamente significativo (p<0,05) das células expostas a
0,1nM e 10nM de NNK em comparagéo ao controle. Entretanto, esse fendmeno ndo ocorre na
leitura das 48h, onde o percentual de viabilidade permanece semelhante ao grupo controle. Ja
72h apos ao cultivo, pode-se observar um aumento significativo da viabilidade celular na
concentracdo de 10nM de NNK. Pode-se observar que o percentual de viabilidade €
significativamente maior quando comparado ao controle.

Esse resultado nos mostra que uma Unica exposi¢do das células AML12 ao carcin6geno
NNK nas diversas concentracdes foi capaz de induzir um aumento na viabilidade celular, e

identificar seu crescimento de maneira indireta.

Figura 22 - Gréafico em barras apresenta o percentual de viabilidade das células ap6s
tratamento com MTT

A MTT 24h B MTT 48h C MTT 72h
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o ©
?J\(_,e\ 4&0‘} 46
6\" concentragdo de NNK (nM) ¢ concentragéo de NNK (nM) ¢ concentragéo de NNK (nM)

Legenda: A: No géafico A esta representado o percentual de viabilidade apés 24h. B:
Percentual de viabilidade apds 48h. C: percentual de viabilidade apés 72h. *p<0,05;
**n<0,01. Foi realizado o ANOVA de uma via e pos teste de Dunnett.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)
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34.2 Acompanhamento das células AML12 ap6s 30 ciclos de exposicéo as diferentes
diluicGes de 0,1nM, 10nM, 1000nM de NNK.

Apbs o estabelecimento das culturas nas as diferentes diluicdes de NNK, foram
capturadas algumas imagens em contraste de fase com a objetiva 10x (Zeiss- GER). Ap0s a
tripsinizacdo e ao longo de diferentes periodos, a fim de acompanhar a densidade celular e

observar morfologia.

Figura 23 - Fotomicrografias das células AML12 durante o crescimento em cultura
Oh 24h

AML12

&

Legenda: A: célula AML12 logo apds a tripsinizacdo. B: célula AML12 apds 24h do
plagueamento. C: célula AML12 apods 48h do plagueamento. D: célula AML12 apés
72h do plaqueamento. Foram plaqueadas 1x10% células por poco. Aumento de 10x.
Barra de escala =100um.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)



75

Figura 24 - Fotomicrografias das células expostas a 0,1nM NNK durante o
crescimento em cultura.

Legenda: A. célula 0,21nM NNK logo ap0s a tripsinizacdo. B. célula 0,1nM NNK apés
24h do plagueamento. C: célula 0,1nM NNK apds 48h do plaqueamento. D: célula
0,1Nm NNK apés 72h do plaqueamento. Foram plaqueadas 1x10* células por poco.
Aumento de 10x. Barra de escala =100um.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)
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Figura 25 - Fotomicrografias das células expostas a 10nM NNK durante o crescimento
em cultura.

Oh | 24h

10nM
NNK

S <

Legenda: A: célula 10nM NNK logo apos a tripsinizacédo. B: célula 0,21nM NNK apés
24h do plaqueamento. C: célula 0,1nM NNK ap6s 48h do plagueamento. D: célula
0,1Nm NNK apés 72h do plaqueamento. Foram plaqueadas 1x10* células por poco.
Aumento de 10x. Barra de escala =100um.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)
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Figura 26 - Fotomicrografias das células expostas a 1000nM NNK durante o
crescimento em cultura.
Oh _ 24h

1000nM [
NNK

Legenda: A: célula 1000nM NNK logo ap0s a tripsinizagéo. B: célula 1000nM NNK
apos 24h do plagueamento. C:célula 1000nM NNK apdés 48h do plagueamento. D:
célula 1000nM NNK apés 72h do plagueamento. Foram plagueadas 1x104 células por
poco. Aumento de 10x. Barra de escala =100um.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)



343 Avaliacdo da migracao celular por meio da técnica de wound healing em células
AML12 expostas por 30 ciclos a 0,21nM, 10nM e 1000nM NNK

As células foram cultivadas até 100 % de confluéncia e entdo lesionadas, acompanhadas
ao longo dos periodos estabelecidos de 24h, 48h e 72h. Observamos que, dentre 0S grupos
avaliados, o grupo 10nM NNK foi o grupo no qual houve o fechamento da lesdo de modo mais
rapido, quando comparamos com o grupo controle AML12 apresentado na figura 29.

Houve migracdo celular significativa no grupo, sob a concentragéo de 10nM de NNK
logo nas primeiras 24h apés a lesdo, como mostra na figura 29B. Esse perfil mais agil foi
também observado nos demais tempos, figura 29C e 29D, quando comparados ao grupo
controle (AML12). Esse comportamento migratério mais acelerado, pode ser observado
também graficamente de maneira significativa nas 24h e 48h, com este grupo apresentando
aumento superior ao grupo controle (p<0,01), mostrado nos graficos de barras na figura 31. O
grupo 10nM NNK demonstrou uma melhor capacidade migratdria, caminhando em direcdo ao
espaco deixado pela ferida de maneira mais eficiente e também quando comparado aos demais
grupos analisados.

Nos grupos 0,1nM e 1000nM de NNK pode se observar nas figuras que houve o
fechamento da area da lesdo de maneira mais branda e apresentou a velocidade de fechamento
semelhante ao grupo controle. Esses dados também podem ser observados de maneira

quantitativa no grafico de barras representado na figura 32.
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Figura 27: Fotomicrografias em contraste de fase da linhagem AML12 (CTL) apds Oh,

24h, 48h e 72h apo6s a lesédo do ensaio de wound healing

A-0h

B - 24h

AML12

SRS

Legenda: A: Fotomicrografia em contraste de fase da célula AML12 (CTL) realizada

logo apods a lesdo. B: Fotomicrografia realizada 24h apos a lesdo C: Fotomicrografia
realizada 48h apdés a lesdo. D: Fotomicrografia realizada 72h apds a lesdo. Foram
plagueadas 5x10* células por poco. Aumento em objetiva de 10x (Zeiss — GER). Barra

de escala =100um.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)
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Figura 28: Fotomicrografias em contraste de fase da cultura celular, exposta durante
30 ciclos a diluicdo de 0,1nM de NNK apos 0Oh, 24h, 48h e 72h apos a lesédo do ensaio
de wound healing

A-0h B - 24h

C -48h D-72h

0,1nM NNK

Legenda: Fotomicrografia em contraste de fase da célula exposta a diluicdo de 0,1nM
NNK. A: Fotomicrografia realizada logo ap6s a lesé@o. B: Fotomicrografia realizada 24h
apos a lesao C: Fotomicrografia realizada 48h ap6s a lesdo. D: Fotomicrografia
realizada 72h apds a lesdo. Foram plaqueadas 5x10* células por poco. Aumento em
objetiva de 10x (Zeiss — GER). Barra de escala =100um.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)
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Figura 29: Fotomicrografias em contraste de fase da cultura celular, exposta durante
30 ciclos a diluicdo de 10nM de NNK apds 0h, 24h, 48h e 72h ap0s a lesdo do ensaio
de wound healing

A-0h B - 24h

C-48n —  D-72h

10nM NNK

Legenda: Fotomicrografia em contraste de fase da célula exposta a diluigdo de 10nM
NNK. A: Fotomicrografia realizada logo apos a lesé@o. B: Fotomicrografia realizada 24h
apos a lesao C: Fotomicrografia realizada 48h ap6s a lesdo. D: Fotomicrografia
realizada 72h apds a lesdo. Foram plagueadas 5x10* células por poco. Aumento em
objetiva de 10x (Zeiss — GER). Barra de escala =100um.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)
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Figura 30: Fotomicrografias em contraste de fase da cultura celular, exposta durante
30 ciclos a diluicdo de 1000nM de NNK apés Oh, 24h, 48h e 72h apos a lesdo do
ensaio de wound healing

A -0h B - 24h

C - 48h | D-72h

1000nM NNK

Legenda: Fotomicrografia em contraste de fase da célula exposta a diluicdo de
1000nM NNK. A: Fotomicrografia realizada logo ap6s a lesdo. B: Fotomicrografia
realizada 24h apls a lesdo C: Fotomicrografia realizada 48h apés a lesdo. D:
Fotomicrografia realizada 72h apés a lesdo. Foram plagueadas 5x10* células por
poco. Aumento em objetiva de 10x (Zeiss — GER). Barra de escala =100um.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)
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Figura 31: Fotomicrografias em contraste de fase da linhagem AML12 (CTL +) apGs
Oh, 24h, 48h e 72h apds a lesdo do ensaio de wound healing
A -0h B - 24h

C - 48h D-72h

AML12 +SFB10%

Legenda: A: Fotomicrografia em contraste de fase da célula AML12 suplementada
com 10% SFB (CTL+) realizada logo apos a leséo. B: Fotomicrografia realizada 24h
apos a lesao C: Fotomicrografia realizada 48h ap6s a lesdo. D: Fotomicrografia
realizada 72h apds a lesdo. Foram plagueadas 5x10* células por poco. Aumento em
objetiva de 10x (Zeiss — GER). Barra de escala =100um.

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)



Figura 32: Graficos em barra que representam o percentual da area de fechamento
da leséo
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Legenda: O grafico mostra a porcentagem de fechamento nos tempos Oh, 24h, 48h e
72h apos lesdo na monocamada. As células expostas a 10nM de NNK por 30 ciclos
apresentaram fechamento da lesdo mais rapida, similar ao controle positivo (AML12
cultivadas em meio com 10%SFB). Os grupos foram comparados a AML12, nos
respectivos tempos (*p<0,05; **p<0,01, ANOVA 2 vias seguida de pOs teste de
Bonferroni)

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)

3.4.4 Avalicdo do tempo de duplicacéo celular da linhagem AML12 apés a exposicéo de
longo prazo a 0,21nM, 10nM e 1000nM de NNK — Doubling Time
O tempo de duplicacédo celular das células foi avaliado por meio da técnica do ensaio
do doubling time. N&o foi detectado diferenca estatistica no tempo de duplicagdo dos grupos
0,1nM (14,67 £ 2,632), 10nM (13,06 + 2,374) e 1000nM (14,58 + 2,061) em relacdo controle
(12,67+0,9746) pela analise ANOVA de uma via (p=0,1533) (Figura 33).



Figura 33. Grafico da média do tempo de duplicacdo celular apds a exposicao de
longo prazo ao NNK
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Legenda: Grafico em barras apresenta a média do tempo (h) de duplicacado celular da

linhagem AML12 e ap0s a exposicdo de longo prazo a diferentes concentracdes de
NNK. ANOVA de uma via (p=0,1533)

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)



3.5 Discussao

Na avaliacdo de toxicidade, o objetivo desta analise foi estimar como a célula AML12 se
comporta ap6s uma Unica exposicdo de curta duracdo ao carcinégeno nas diferentes
concentragdes de 0,1nM, 10nM e 1000nM. Foi observado que o grupo exposto a 10nM de NNK
apresentou um aumento significativo no percentual de viabilidade ap6s 24h (p<0,05) e ap6s
72h (p<0,01) de exposicao quando comparado ao grupo controle, ou seja, houve uma maior
metabolizacdo do MTT nesta concentracdo. Cabe ressaltar aqui que, este ensaio visou
compreender 0 comportamento em uma Unica exposi¢do curto prazo e observou-se que além
do tempo de exposi¢éo, a concentracdo da droga pode ser considerada como um fator relevante
para a analise de viabilidade célular. Diante dos resultados, observamos que a maior
concentracdo de 1000nM de NNK ndo apresentou diferenca com o grupo controle. Ja a
concentracdo intermediaria de 10nM de NNK submetida a tratamento de curto prazo, ou seja,
ap0s uma unica exposicao, apresentou um perfil mais estimulante que gerou aumento na
metabolizacdo sugerindo maior quantidade de células. Nossa hipotese € que isso seja decorrente
do efeito hormesis (MATTSON, 2008).

A migracdo celular é processo essencial para manter a organizacdo adequada dos
organismos multicelulares (TREPAT; CHEN; JACOBSON, 2012). O entendimento das etapas
de migracdo, bem como a invasdo e adesdo celular séo pilares importantes para o
desenvolvimento de estratégias para 0 combate a doencas como o cancer. As células cancerosas
se utilizam de estratégias de mobilidade como a migracdo celular mediada através do
citoesqueleto celular. Atualmente, pode-se adotar as métricas geradas por meio do
comportamento migratério de células cancerosas e estas podem ser empregadas na
caracterizacdo de prognosticos metastaticos do cancer (PIJUAN et al, 2019).

Curioso foi notar que no ensaio de wound healing realizado com diferentes
concentracdes do NNK apds 30 ciclos de exposi¢do, observou-se que O grupo exposto a
concentracdo de 10nM de NNK foi o grupo que apresentou o maior percentual de migragéo
guando comparado com o grupo controle. Logo ap6s as 24h iniciais do ensaio, nota-se uma
diferencga significativa no percentual de fechamento da lesdo (p<0,01), o que se repete apds 48h
da lesdo (p<0,01) e apds 72h (p<0,05). Neste momento, nos perguntamos por que a maior
concentracdo ndo apresentou um perfil semelhante ou superior a concentragao intermediaria?
Podemos sugerir que este fato ocorreu devido ao fenébmeno do efeito Hormesis.

O efeito Hormesis, segundo Mattson (2008), é um termo adotado por toxicologistas para

se referir a uma resposta bifasica a um agente ambiental, que pode conduzir a uma estimulagéo



sob baixa dose e um efeito inibidor e toxico sob concentragdes mais elevadas a um agente
estressor ou agente quimico. Samson e Cairns (1977) e Olivieri, Bodycote e Wolff (1984)
sugeriam que as respostas a baixas doses ndo eram lineares como também, se apresentavam
com o formato de um “U” ou “J” invertido. Esses achados na literatura, vao de encontro com
0s resultados obtidos no ensaio do WH e MTT de curto prazo, uma vez que a
migracédo/viabilidade ndo se mostrou com comportamento crescente de acordo com a
concentracdo e poderia nos auxiliar na resposta do porqué na maior concentracdo de
carcindégeno NNK (1000nM) ndo houve um efeito estimulante ou promotor de migracéo celular,
semelhante ou superior como o que ocorreu na dose intermediaria de 10nM NNK.

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (do inglés PAH), podem ser originados da
combustdo incompleta do tabaco. Esta familia engloba uma série de outros produtos
potencialmente carcinogénicos, tais susbtancias também podem ser derivadas da combustao
incompleta do alcatrdo (SAITO et al, 2015). Em estudo realizado Calabrese e Blain (2011)
complementaram uma base de dados de efeito hormese elaborada no ano de 2005, com a
insercdo de novas dose resposta. Notaram nesta nova inclusdo, a presenca diversas classes
guimicas e tambem agentes fisicos. Observaram que das 8962 novas dose resposta hormética
81%, estavam envolvidas com algum agente quimico, destes 2% eram da familia dos
hicrocarbonetos aromaticos policiclicos e 2% nitrosaminas.

No ensaio de avaliacdo do tempo de duplicacgéo celular, doubling time, pode se observar
gue nao houve diferenca relevante (p=0,1533) no tempo de duplicacdo da populacédo de células
que receberam o carcinégeno nas distintas concentracbes do NNK e o grupo controle. Esse
resultado, mostra que estas células apresentam o mesmo tempo de duplicacdo celular das células
nédo expostas ao NNK.



3.6 Resumo dos Achados

O ensaio de viabiliade celular pela técnica do MTT mostra aumento de viabilidade
celular em celulas AML12 tratadas com uma Unica exposi¢do ao carcindgeno NNK na
concentracdo de 0,1nM e 10nM apds 24h e este aumento se evidencia apds 72h na

concentragéo de 10nM;

No ensaio de wound healing, as células expostas a 10nM de NNK por 30 ciclos tiveram
o fechamento da lesdo mais rapida em relagdo ao controle AML12 sem exposi¢do ao
carcindgeno. A velocidade de fechamento da lesdo nestas células é similar ao controle

AML12 suplementado com 10% de soro fetal bovino;

O doubling time (DT) das células AML12 expostas a 0,2nM, 10nM e 1000nM de NNK
por 30 ciclos ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo as células AML12

ndo expostas ao carcindgeno.
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4 CAPITULO - AVALIACAO DE MUTAGENESE EM CELULAS AML12 E
CELULAS EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DO NNK

4.1 Introducéao

A mutagénese pode ser mensurada através da identificacdo de marcadores moleculares
ou biomarcadores. Segundo Saito e colaboradores (2015), biomarcador é a uma molécula, que
pode ser utilizada como indicador de uma condi¢do bioldgica ou doenga. Marcadores
moleculares podem ser proteinas, enzimas, receptores de membrana, anticorpos, peptideos,
dentre outros. Alguns exemplos da utilizacdo dos marcadores moleculares sdo a deteccdo de
predisposicdo, diagnostico e prognostico de doencas. Um dos primeiros relatos de biomarcador
adotado na medicina data-se de 1847 por Henry Bence Jones, que identificou uma molécula
presente na urina de pacientes com mieloma maltiplo. Mais tarde pode-se descobrir que essa
molécula se tratava da cadeia leve da imunoglobulina. Gracas a evolucdo das tecnologias
moleculares, pode-se identificar novos marcadores moleculares que nos auxiliam na rotina de
identificacdo, mapeamento, entendimento e estadiamento de uma dada patologia (SAITO et al.,
2015).

Na oncologia, podem ser chamados como marcadores tumorais ou também oncogenes.
Muitos desses oncogenes fazem parte de grandes familias génicas como por exemplo a RAS.
A familia RAS ¢é representada pelos genes H-RAS, K-RAS e N-RAS (figura 35). O gene do
KRAS também chamado de c-Kirsten-RAS protein, em humanos esta localizado no braco curto
do cromossomo 12, na posi¢ao citogenética 12p12.1. Ja em murinos (Mus musculus) localiza-
se no cromossomo 6 (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/KRAS#location). O produto génico possuli
baixo peso molecular de 21kD. As proteinas RAS sdo GTPases que participam da rota da
sinalizagdo chamada via RAS/MAPK, sendo considerado como estrutura importante para a
transducéo do sinal extracelular até a recepc¢éo do sinal para no nucleo. Além da via principal
RAS/RAF/MAK, faz ponte com outras diversas vias no ambiente celular. Sdo proteinas
citoplasmaticas que se translocam para a membrana plasmatica, onde transmitem os sinais do
fator de crescimento e conduzem a proliferacdo celular (ELLIS, 2000).

A ativacdo da proteina RAS se inicia a partir de um sinal, induzida por um fator de
crescimento (do inglés, Growth factor). Esta acdo permite que uma célula que estava em seu
estado quiescente se mova para um estado proliferativo. Em condices fisioldgicas, a proteina
RAS esta associada a sua forma GDP (Guanidina difosfato) e ndo permite que sinais dos fatores
do crescimento se perpetuem ao longo da célula (figura 33). Entretanto, quando ocorre uma
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mutacdo, este fendbmeno pode gerar uma substituicdo de base no cddon 61 da proteina RAS.
Uma vez ocorrendo essa mutacao, entdo se inicia a transducdo do sinal para a proteinas RAS,
que pode se ligar a GTP (Guanosina Trifosfato) e se tornar ativa. Uma vez ativada, liga-se a
RAF atuando na transmissdo de sinais ativando gene Myc e promovendo alteracfes na
expressao  génica e ativando o gatilho para a proliferagdo  celular
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3845) (MENCK, SLUYS; 2017; WALLIG et al., 2017).

O K-RAS em sua variante GTP ativada (figura 34) se torna oncogénica uma vez ligada
constitutivamente. RAS € um passo obrigatorio da cascata de sinalizacdo para a transducdo de
sinais de receptores TK (tirosina-quinase) como receptor EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor). A sinalizacdo segue através da proteina ERK MAP-quinase (serino/treonino-
quinase) e termina com a fosforilacdo nuclear dos fatores de transcricdo, incluindo o FOS que
também culmina na promoc¢do de mudancas na expressdo génica.

Estudos confirmam a existéncia de duas proteinas K-RAS produzidas por splicing, o K-
RAS4A e 0 K-RAS4B (Birchenall-Roberts MC et al., 2006). K-RAS4B, como outros membros
da familia RAS de proteinas, é considerada uma proteina citoplasmatica que deve ser localizada
na membrana para ativacdo. A regido HVD de K-RAS4B inclui um dominio hexa-lisina
continua de residuos com mais seis lisinas distribuidas dentro do dominio. O dominio HVD é
suficiente para direcionar a proteina para a membrana plasmatica, um pré-requisito para a
transformacdo (WELMAN, 2000). Birchenall-Roberts e colaboradores (2006) demonstraram
que K-RAS4B, preferencialmente expressa em humanos, interage fisicamente com a
nucleolina, e esta interacdo resulta em uma migracao da proteina K-RAS4B para o nlcleo da
celula. A nucleolina afeta a atividade reguladora da transcri¢do da proteina K-RAS4B. Segundo
Srivastava (1999), a nucleina possui papel pleiotrépico, esta pode ser ubiquitinada, possui uma
acao relevante nos papéis de regulacao, ciclo celular e proliferacdo. Esta proteina foi descrita
como uma proteina nuclear, com padréo de distribuicdo em vesiculas, mas estudos anteriores a
localizaram na membrana plasmatica, onde atua como uma proteina transportadora entre o
citoplasma e o nicleo (HOVANESSIAN et al., 2000).

Outro fator que pode contribuir para comportamentos distintos de uma dada proteina,
sdo as modificagbes pos-traducionais. Esse fendmeno aumenta a diversidade de atuacdo
proteica atraves de ligagdes covalentes ou ate mesmo adicdo de grupos funcionais. Este é um
grande desafio para a area da protedbmica. Sdo exemplos de modificacbes pos-traducionais a
ubiquitinacdo, glicolizagéo, fosforilacdo, acetilagdo e a sumoilagdo dentre outros (JENSEN,
2004). Ha relatos na literatura, que a proteina RAS pode sofrer uma modificacdo pds-
traducional (CHOI et al, 2017).
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Figura 34 - Transducéo de sinal via RAS
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Legenda: A: Destaque do diagrama da ativacdo do oncogene RAS. B: Cascata de
sinalizacdo envolvendo a acdo do RAS e RAF para a ativacao do gene MYC no nucleo,
gue por consequéncia gera mudancas ha expressao génica.

FONTE: Adaptado de MENCK, SLUYS; (2017); WALLIG et al, (2017).

Figura 35 - Rotas de expressao génica na célula.
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Legenda: Rotas integradas de sinalizacao envolvendo diversos oncogenes e genes
supressores de tumor. Nos destaques das setas as vias do Wnt, RAS, B-caternina e
P53.

FONTE: HANAHAN; WEINBERG, 2000

A beta-catenina (f3-catenina) é outra proteina importante (figura 36a). Em humanos esta
proteina € produzida pelo gene CTNNB1 que se localiza no cromossomo 3p21
(MACDONALD et al.,, 2009) e nos camundongos esta localizado no cromossomo 9

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1499). Possui em sua estrutura, uma regido N-terminal,
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uma repeticdo central com 12 repeti¢des armadilho e uma regido C-terminal (figura 36b). As
regides terminais sdo levemente suscetiveis a protease e a regido central é a mais conservada
(HUBER et al., 1997). Regula funcGes essenciais como diferenciacdo, migracdo, apoptose,
renovacédo celular, dentre outros.

A B-catenina participa da via candnica WNT (figura 37). A abreviatura “WNT” (figura
35) resulta da sintese de dois nomes wingless e intl. Em humanos ja foram identificadas mais
de 19 vias WNT (MORIN, 1999; PAI et al., 2017). A via Wnt/B-Catenin foi descoberta por
Nusse e Varmus em 1982, no decorrer do estudo de mecanismos oncogénicos em tumores
mamarios de camundongos (NUSSE; VARMUS, 1982). Nos vertebrados, a via ¢ denominada
como Wnt. A rota de sinalizacdo wingless possui equivalentes similares em todo
desenvolvimento animal (CADIGAN; NUSSE,1997), ou seja, € uma regido extremamente
conservada. Consiste em uma rede de proteinas que conduz sinais de receptores na superficie
da célula por meio do citoplasma e finalmente para o nucleo da célula, local onde ocorre uma
cascata de sinalizacdo e acarreta a expresséo de genes-alvo (WALLINGFORD; HABAS, 2005;
HABAS, 2006).

Figura 36 llustracdo da cadeia de caderina classica com a presenca do dominio
extracelular e citoplasmatico.

Cc

Legenda: A: Apresenta o envolvimento da B-catenina no dominio citoplasméatico
durante o processo de intera¢do da E-caderina com a actina do citoesqueleto. B: B-
catenina- humana R1C estrutura cristal apresentando as 12 repeticbes armadilho e o
dominio C terminal em vermelho.

Fonte: Adaptado de GUMBINER, 2005; XING et al., 2008
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Figura 37— Esquema ilustrando a via candnica WNT/B-catenina.
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Legenda: A esquerda via desligada seguido da degradacdo da B-catenina. A direita
via ligada pelo receptor frizzled e posterior condugéo da 3-catenina ao nucleo.
Fonte: Konigshoff; Eickelberg, 2010

Supressores tumorais, sdo genes que, em condi¢des normais atuam em fungdes como
blogqueio do ciclo celular, ativacdo da apoptose, promocao e reparo do DNA. Estes sdo alguns
dos exemplos de sua acdo. Existem mais de 30 genes supressores tumorais identificados e o
gene p53 é um deles. Os genes supressores podem estar envolvidos em a¢des como a regulacao
o ciclo, ou até mesmo sobrevivéncia celular (gatekeepers). Outras a¢cdes sdo a manutencdo da
integridade genémica, inibindo a adicdo de novas de mutacGes que provoquem 0 processo de
carcinogénese, sendo denominado (caretakers). Uma vez ativo esses genes Sao responsaveis
pela estabilidade gendmica, ou seja, contribuem para que a célula seja suprimida no ciclo celular
ou seja eliminada (MENCK; SLUYS, 2017).

O gene tp53 é um supressor tumoral, esta localizado no brago curto do cromossomo 17
(17p13) em humanos, e em camundongos no cromossomo 11. Codifica uma proteina de 53kDa
e € também conhecido como “guardido do genoma”. Possui um papel importante no reparo do
DNA. Este gene é ativado uma vez que ocorreu algum dano no DNA.

Outro gene importante no processo de carcinogénese € o C-Myc. Em camundongos
(Mus musculus) estd localizado no cromossomo 15 e em humanos no cromossomo 8
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/17869) e seu produto possui 49kDa. E um proto-oncogene
associado no controle de crescimento celular normal. Seu desequilibrio esta associado com o
desenvolvimento de neoplasia (EVAN; LITTLEWOOD, 1993) e também regula a fase G1 do
da maquinaria do ciclo celular (HANAHAN, 2000). O C-Myc é classificado por alguns autores



como um gene responsavel pela imortalizacdo celular. Isso se deu quando, se notou o C-Myc
como o gene principal no start da atividade da telomerase (WANG et al., 1998).

A técnica de imunofluorescéncia (IF) é uma ferramenta amplamente disseminada. E
adotada para identificacdo de marcadores moleculares por meio da associacdo de um anticorpo
com um dado fluéroforo, permitindo a visualizac&o e andlise das proteinas de interesse, bem
como a sua localizagdo no microambiente celular. Realizamos a técnica com 0s marcadores

supramencionados e nossos resultados estdo apresentados a seguir, neste capitulo.

411 Lesdes no DNA

A toxicidade cronica pode conduzir a danos acumulativos em érgédos ou sistemas. Danos
decorrentes de exposicGes a longo prazo podem viabilizar a construcdo de agravos que se
acumulam lentamente e geram um dano acumulativo (NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2020).

Os danos no DNA sdo caracterizados como alteragfes na estrutura quimica ou gendémica
do DNA E um fenémeno que pode ocorrer naturalmente durante ciclo celular da célula,
entretanto terapias como quimio ou radioterapia podem contribuir para o acimulo de lesfes no
DNA (LU; LIU; YANG, 2017).

O ensaio do cometa é um método de identificacdo e quantificacdo de dano no DNA. E
uma analise amplamente usada ha mais de 30 anos (M@LLER, 2018) por conta da sua eficiéncia
e facilidade de manuseio. O teste do cometa pode ser utilizado para avaliacdo de toxicidade,
ensaio pre-clinicos de farmacos (LU; LIU; YANG, 2017).

4.1.2 Avaliacado de genotoxicidade — analise do cometa

O ensaio do cometa foi inicialmente introduzido ha mais de trinta e cinco anos por
Ostling e Johnson (1984). Foi adotado para detec¢do de danos no DNA ocasionados por meio
da radiacdo. Na época, j& foi possivel quantificar e mensurar os padrGes de migracdo dos
fragmentos de material genético, foi avaliado as vantagens da utilizag&o da técnica, tais como
a adocdo do numero reduzido de células requeridas para analise. Desde entdo, a técnica se
tornou uma ferramenta para avaliacdo de genotoxicidade. Em 1999, ocorreu o International
Workshop on Genotoxicity Testing (IWGT). Neste evento procurou-se desenvolver um painel

de divulgacao e desenvolvimento de diretrizes para eletroforese de uma unica célula (SCGE —



Single Cell Gel Eletrophoresis) bem como a adogéo da técnica do teste do cometa na area de
toxicologia genética e alguns anos ap6s houve a adogdo do teste do cometa junto a OECD
(Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico) na diretriz para testes -TG 489
(Test Guidelines) em 2016. Diante disto, viu se a necessidade para a elaboracdo de um guia
pratico, no qual foi desenvolvido a primeira diretriz para a utilizacdo do ensaio do cometa in
vitro e in vivo a fim de avaliar a genotoxicidade (VASQUEZ; FROTSCHL, 2016). Isso somente
ocorreu, pelo aumento do rigor regulatério (FROTSCHL, 2015).

A analise do teste do cometa também pode ser adotada como um biomarcador molecular
humano, em virtude de sua atuagéo na carcinogénese. Muitos sdo os fatores que podem conduzir
ao dano tais como, radiacdo de fonte natural ou artificial, produtos quimicos ou genotéxicos,
através da exposicdo enddgena de substdncias reativas de oxigénio, ou até mesmo como
resultado de erros de replicacdo. Em humanos, o ensaio do cometa tem sido adotado como um
marcador de exposi¢do para detectar danos do DNA promovidos por agentes genotoxicos em
trabalhadores expostos em ambientes ocupacionais (AZQUETA et al., 2020).

O teste do cometa (CA- Comet Assay) é também conhecido como Eletroforese de uma
Unica Célula (SCGE). E comumente adotado até hoje para identificar lesdes gendmicas.
Segundo Araldi e colaboradores (2015), o teste do cometa é amplamente reconhecido por sua
robustez bem como sua sensibilidade. E uma técnica na qual se faz possivel avaliar a
genotoxicidade de algum composto que entra em contato com o material genético.

E uma grande ferramenta, que consiste em uma metodologia in vitro, que avalia a lise
do DNA ap6s o contato com alguma substancia danosa. Se trata de uma técnica eletroforética
de uma Unica célula, sendo possivel identificar se houve alguma lesdo. Apds a corrida
eletroforética bem como sua coloracéo pela técnica de fluorescéncia, caso haja alguma quebra
no DNA desta célula, sera possivel a visualizacdo de uma imagem semelhante a de um cometa.
Isto se da, pois os pequenos fragmentos de DNA migram em direcdo ao anodo (Figura 38).
(PRETTI et al., 2007; ARALDI, 2017; BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). Sendo assim,
sua metodologia de analise se baseia no grau dos pequenos fragmentos do DNA gerados por
meio da migragdo eletroforética, o que resulta na “cauda”, que quando associada ao ndcleo
lisado, acarreta uma imagem semelhante a de um cometa. O ensaio do cometa é considerado
como uma ferramenta eficiente para a mensuracdo de quebras em fita Unica ou dupla fita em
nivel celular (LU, LIU, YANG; 2017).



Figura 38- Imagem ilustrando as diferentes classes de cometa e sua formacéo
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Legenda: A: Classificacdo em ordem crescente de lesao clastrogenica apresentando
cometa de classe 0, 1 e 2 respectivamente. B: Formac&o do cometa apos a eletrofose.
Fonte: Adaptado de Araldi et al. (2015) e Azqueta (2020).

4.1.3 Teste de micronucleo (MN)

Micronucleos séo definidos como corpos cromaticos produzidos no decorrer da divisao
celular oriundos de defeitos nos centromeros ou fragmentos cromossémicos, podendo ser até
um cromossomo por inteiro que foi perdido em decorréncia de danos induzidos (BOLLER et
al., 1970). Micronucleos sdo estruturasras que foram inicialmente descritas ha mais de um
século atras (figura 39) e foram chamadas inicialmente de “Howell-Jolly bodies” €
posteriormente como “fragmentos de material nuclear”. Essas estruturas eram identificadas de
maneira constante ap6s a exposicdo das células a radiacdo, e sdo derivados de fragmentos
acéntricos que foram excluidos das duas células filhas nos estagios finais da mitose.

A primeira sugestao da adocéo do uso da frequéncia de microntcleos como medida para
avaliagdo do dano cromossomal foi realizada por Evans e colaboradores (1959). Muitos anos
depois Countryman e Heddle (1976), adotaram a metodologia para o uso em linfdcitos para
identificacdo de danos cromossdmicos, adotando o micronicleo como marcador (KIRSCH-
VOLDERS, 2003). O teste do micronucleo € uma das metodologias de seguranga toxicologica
adotadas e recomendadas pela OECD e é utilizada na elaboracdo de testes in vitro para

averiguacdo de danos genéticos.
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Figura 39 - llustracdo apresentando o processo de formagédo do microndcleo.

Legenda: Diagrama apresentando a formacao de micronudcleos.
Fonte: Adaptado do DOHERTY (2016)

Neste capitulo iremos avaliar o perfil de mutagénese das células AML12 apds a
exposicdo de longo prazo ao NNK e qual o comportamento de alguns marcadores moleculares

apos a exposicao, bem como suas consequéncias pds-exposicao no microambiente celular.
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4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a expressdo de B-catenina, K-RAS, p53 e C-Myc por meio de ensaios de
imunoflurescéncia nas linhagens de hepatécitos murinos AML12 (CTL) e apds
exposicdo de longo prazo nas concentragcoes de 0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK

e Avaliagéo do efeito clastogénico das diferentes concentracGes de exposi¢éo de longo
prazo de 0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK nas células AML12 por meio da técnica do

cometa.

e Avaliacdo do potencial genotdxico, por meio da técnica do micronucleo nas linhagens
de hepatécitos murinos AML12 (CTL) pds exposicdo cronica as concentracdes de
0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK



4.3 Material e métodos

4.3.1 Ensaio de imunoflurescéncia na linhagem de hepatocitos murinos AML12 (CTL) e
pos exposi¢do cronica as concentracdes de 0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK

As células foram cultivadas seguindo protocolo ja estabelecido, sobre laminulas de 24
mm x 24 mm em placas de 6 pocos. Apds 48h de cultivo em com DMEM/F12 devidamente
suplementado e acrescido de 10% SFB, este foi removido e as células lavadas com PBS 1x e
em seguida fixadas em etanol 70% durante 20 minutos, a -20°C. Posteriormente, foram
submetidas a exposicdo antigénica com tampao EDTA pH 9,0 aquecido a 90°C por 20 minutos.

Ap0s esta etapa, as laminulas foram novamente lavadas com PBS 1x acrescido de Triton
X-100 (Sigma Aldrich, USA), em seguida, foram acomodadas em camera Umida, overnight a
4°C, com 100ul anticorpos primarios apresentados no Quadro 1. Apds esta incubacdo, foram
submetidas a uma nova lavagem com PBS 0,1% Triton X-100 e novamente incubadas com 0s
respectivos anticorpos secundarios monoclonais ou policlonais, estes associados com Alexa
flGor 488 (Dako, Carpinteria, CA, USA, 1:100) por uma hora sob abrigo da luz, finalizando-as
com a ultima lavagem com PBS 0,1% Triton X-100. As células foram devidamente marcadas
com iodeto de propideo, na diluicdo 1:1000. Posteriormente, as laminas foram montadas com
Vectashield que possui acdo anti-fading e evita o esgotamento da fluorescéncia (Vector
Laboratories, Inc, Burlingame, CA, USA) e vedadas com esmalte. Em seguida, as
fotomicrografias foram capturadas no microscépio Nikon Eclipse E800 (Nikon, Téquio, Japdo)
no aumento de 40x.

Os experimentos foram realizados no laboratério de oncologia comparada da
FMVZ/USP e autorizada sob o nimero do Comité de ética no uso de animais - CEUA/FMVZ-
USP, CEUAX N 5026060317.

Quadro 1: Padronizacdo com os respectivos anticorpos e diluicbes aplicadas na
técnica de imunofluorescéncia

ANTICORPO | EMPRESA COD. ESPECIFI ORIGEM DILUICAO
CIDADE

K-RAS Abcam Ab180772 Policlonal | Coelho 1:100

p53 Serotec— MCA909 Monoclona | Camundongo 1:100
Biorad (aa213-217) I

C-Myc Abcam Ab32072 Monoclona | Coelho 1:100
I

[-catenina Invitrogen | 138400 Monoclona | Camundongo 1:100
I

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA, 2020




4.3.2 Ensaio do teste do cometa

Para a realizagdo do teste do cometa foram utilizadas laminas 26x75mm (Kbnittell -
Germany), as laminas foram devidamente limpas, em seguida foram submersas em agarose
normal melting (NMP) a 1,5% (Invitrogem - USA). Foi realizado a limpeza da face que ndo
recebeu a amostra, a camada de agarose foi seca em temperatura ambiente overnight. Em
seguida, as células AML12, e células expostas a 0,1nM,10nM e 1000nM de NNK foram
submetidas a tripsina 0,05% durante 10 min em estufa a 37°C para desagregacdo celular e
lavadas em PBS 1x. Ap6s a lavagem, foi ressuspendida em um volume aproximado de 10°céls
/500ul de PBS 1x. Para a montagem do ensaio, foram utilizados 20ul dessa suspensédo e
adicionado 170ul de agarose low melting (LMA — Gibco). Este volume de190 ul foi entéo
distribuido na superficie da lamina que ja foi previamente coberta com agarose NMP. A &rea
foi cuidadosamente coberta com uma lamina, em seguida foi incubada durante 30 minutos a
4°C. Removeu-se a laminula cuidadosamente, e incubou-se as ldminas em uma solucéo de lise
contendo NaCl a 2,5M, EDTA & 100mM, Tris-HCI a 10mM com Triton X-100 e DMSO por
60 min & 4°C sob abrigo da luz (ARALDI et al., 2015).

Para a realizacdo da eletroforese, foi utilizado solucdo tampdo NaOH a 300mM e EDTA
1mM pH >13,0 a 4°C. As laminas ficaram nesta solu¢do um periodo de 20 a 40 minutos, para
remocdo das histonas (AZQUETA, COLLINS, 2013). A corrida eletroforética foi realizada
durante 20 minutos a 300mA e 25V. Ao término da corrida eletroforética, as 1aminas foram
neutralizadas em solugdo contendo Tris-HCI 400mM pH 7,5, durante 5 minutos sob abrigo da
luz. Apos a secagem, foi realizado a fixacdo das laminas com etanol absoluto PA (Synth). A
coloracdo com iodeto de propideo (4,0mg/ml) foi realizada somente no momento da analise.
As imagens foram capturadas no aumento de 40x no Axiophot (Zeiss- GERMANY).

4.3.3 Teste do microndcleo nas celulas AML12 apds exposicdo de longo prazo as
diferentes concentragdes de NNK 0,1nM, 10nM, 1000nM.

Para realizacdo do ensaio do teste do microndcleo, as laminulas 24x24mm foram
previamente lavadas e autoclavadas, em seguida, as laminulas foram dispostas na placa de 6
pocos e submetidas a irradiacdo UV por 20 minutos, dentro do fluxo laminar. Foram
adicionados 2,0mL de meio de cultivo DMEM/F12 devidamente suplementado com 10 pg/ml

insulina, 5.5 pg/ml transferrina, 5 ng/ml selenium (ITS — insulina, Transferrinae Selenium —



GIBCO® 41400-045), 40 ng/ml dexametasona (SIGMA-ALDRICH® - D8893), e 1% de
antibiotico (penicilina, estreptomicina e anfotericina -B — GIBCO® — USA). Em seguida, foram
semeadas 3,0 x 10° células por poco, suavemente agitado para crescimento de forma
homogénea e incubadas por 48h a 72h. Apds esse periodo foram lavadas trés vezes com PBS
1x estéril por 5 min. As células foram entdo fixadas com metanol a -20°C por 60 minutos e
posteriormente coradas com Giemsa 100% por 5 minutos. Para a retirada do excesso de corante
procedeu-se trés vezes a lavagem com PBS 1x por 5 min. Em seguida as laminas secaram
naturalmente em temperatura ambiente, foram montadas com entelan e analisadas com
microscopio com objetiva de 100x. Para a analise, foram contadas 1000 células avaliando o
namero de células mononucleadas e com e sem microndcleo. O experimento foi realizado em

triplicatas.



4.4 Resultados

44.1 Ensaio de imunoflurescéncia para avaliagdo dos marcadores K-RAS, p53, C-Myc
e B-catenina.

Ap0s o cultivo da linhagem de hepatdécitos AML12 foram submetidos a manutencdo de
30 ciclos de exposicdo sob as diferentes concentracdes do carcindgeno NNK, realizamos
ensaios de imunofluorescéncia com os diferentes marcadores, para avaliar sua expresséo frente
apos o tratamento com o0 NNK. Observamos a expressao e imunomarcacdo do K-RAS (figura
40), p53 mutante (figura 41) c-Myc (figura 42) e B-catenina (figura 43).

A proteina K-RAS apresentou expressao na membrana quando submetido a menor
concentracdode exposicao ao carcindgeno (0,1nM), demonstrando que nesta concentracdo o K-
RAS esta ativo. Entretanto € interessante notar que com o aumento da concentragdo do NNK,
ocorre a transicao da regido membranar para a regido perinuclear e nuclear, conforme figura
40.

J& 0 marcador p53 apresentou uma marcacao puntiforme dispersa pelo citoplasma, tanto
no controle, quanto nas células expostas as diferentes concentracfes de carcindgeno apds 30
ciclos de exposi¢do. Contudo, nas concentracdes de 10nM e 1000nM apresentou um perfil de
marcacdo puntiforme com didmetro maior, entretanto em menor quantidade de spots de
marcagéao.

O marcador c-Myc, no presente ensaio apresentou marcacao predominantemente nuclear.
Pode-se ainda observar que a intensidade da marcacéo € diretamente proporcional o aumento
da concentracdo do carcindgeno apds os 30 ciclos, apresentando na ultima concentracdo
marcacao intensa no nucleo, como se pode visualizar na figura 42.

Na presente avaliagdo, foram detectadas a marcacdo da proteina B-catenina na regiao
membranar, no grupo controle e nas concentra¢fes de 0,1nM com uma sutil marcacdo na regiao
da membrana, ja em 10nM de NNK pode-se observar que ha uma marca¢do mais intensa e
retilinea na regido membranar, e por fim, na concentragdo de 1000nM de NNK a B-catenina
altera seu perfil de marcacéo e foi visualizada sob a forma de spots somente na regido do ndcleo

e perinuclear das células apds a exposigéo de 30 ciclos (figura 43).



Figura 40: Fotomicrografia representativa da expressdo de K-RAS na linhagem
AML12 (CTL) e apds a exposicao cronica a diferentes concentracdes do NNK.
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1000nM NNK

Legenda: AML12 (CTL) (A, B), 0,1nM NNK (C, D), 10nM NNK (E, F) e 1000nM NNK
(G, H). Objetiva de 40x.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)



Figura 41: Fotomicrografia representativa da expressao de p53 na linhagem AML12
(CTL) e ap0s a exposicdo cronica a diferentes concentracfes do NNK.
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Legenda: AML12 (CTL) (A B) O 1nM NNK (C, D), 10nM NNK (E, F) e 1000nM NNK
(G, H). Objetiva de 40x.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)



Figura 42 - Fotomicrografia representativa da expressdo de c-Myc na linhagem
AML12 (CTL) e apds a exposicao cronica a diferentes concentracdes do NNK.
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Legenda: AML12 (CTL) (A, B), 0,1nM NNK (C, D), 10nM NNK (E, F) e 1000nM NNK
(G, H). Objetiva de 40x.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)



Figura 43 - Fotomicrografia representativa da expressao de -catenina na linhagem
AML12 (CTL) e apds a exposicao cronica a diferentes concentracdes do NNK.
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Legenda: AML12 (CTL) (A, B), 0,1nM NNK (C, D), 10nM NNK (E, F) e 1000nM NNK
(G, H). Objetiva de 40x.
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)

Podemos resumir de maneira mais didatica, como se deu a marcacao da IF nas células

AML12 (CTL) e pbs exposicao ao carcindgeno pela seguinte ilustracdo abaixo (Figura 44).

Figura 44 - Esquema didatico com a intensidade da marcagdo sugerida para os
marcadores adotados no ensaio de IF.
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Legenda: Os circulos ilustram a intensidade da marcacéo, as cores identificam onde
ocorreu esta marcacdo (membranar, citoplasmética ou nuclear) no ensaio de
Imunofluorescéncia realizado: Grande=forte, intermediario=média, pequeno=fraca.
Na primeira linha da figura, estéo dispostos os grupos com as concentracdes adotadas
de NNK, na coluna a esquerda se encontram os marcadores adotados (K-RAS, p53,
C-Myc, B-catenina).

Fonte: MIYAKE MIZUSAKA,2020



4.4.2 Avaliacdo do efeito clastogénico apds exposi¢cGes de longo prazo a distintas
concentracdes de 0,1nM, 10nM e 1000nM de NNK nas células por meio da técnica
do cometa

Os dados do ensaio do cometa foram avaliados e pode-se observar que na concentragdo
de 10nM de NNK apresentou um maior efeito clastogénico, quando comparado ao grupo
controle, conforme podemos observar no gréfico da figura 45.

Esse efeito clastogénico mais elevado, foi estatisticamente significante (p<0,05)
mostrando que as células apresentaram maior dano nesta concentracdo. Interessante notar que
na maior concentracdo do carcinégeno NNK de 1000nM ap6s 30 ciclos de exposicdo, ndo
houve diferenca significativa quando comparado ao grupo controle.

Figura 45 - Grafico em box plot apresenta o escore de clastogenicidade das células
AML12 (CTL) e células expostas por 30 ciclos ao NNK
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Legenda: Apresentacdo do Score dos grupos avaliados no teste do cometa. Anélise
estatistica de Kruskal-Wallis seguido de pos teste de Dunn. (*p<0,05)
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020)



Figura 46- Fotomicrografia com classificacdo dos nucleéides provenientes do ensaio
do cometa.

\ 4

Legenda: Nucledide de classe 1 (dano intermediario) e nucledide de classe 2 (dano
méaximo) da dose de 10nM de NNK. Tempo de exposi¢cdo 600ms. Marcagdo com
lodeto de propideo. Aumento de 40x. Fonte: MIYAKE MIZUSAKA (2020).

4.4.3 Avaliacdo do teste do micronucleo nas células AML12 apds exposicdo crénica as
diferentes concentraces de NNK 0,1nM, 10nM, 1000nM.

Os resultados do ensaio do micronucleo em células submetidas as diferentes
concentracdes de NNK mostram que ndo houve diferenca estatistica entre o controle AML12 e
as células expostas as distintas concentracdes do NNK ap6s 30 ciclos. Entretanto, na presente
analise (figura 45) houve diferenca estatistica (p<0,05) entre a menor concentracdo de 0,1nM
de NNK e 1000nM de NNK.



Figura 47- Grafico em box plot apresenta o escore de clastogenicidade das células
AML12 e células expostas a 30 ciclos de NNK apds anélise do micronucleo.
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Legenda: Apresentacdo dos grupos avaliados no teste do microndcleo Analise
estatistica de Kruskal-Wallis test seguido de post hoc de Dunn. (*p<0,05).
Fonte: MIYAKE MIZUSAKA, (2020).



45 Discussao

A técnica da imunoflurescéncia (IF) é uma ferramenta amplamente difundida nos
diversos campos da ciéncia. Por meio dela, pode-se identificar a marcacdo qualitativa e a
localizagdo de um dado marcador, onde uma vez positiva, ocorre a amplificagédo do por meio
de uma reacdo de fluorescéncia

Nossos resultados de IF para a marcacdo do gene K-RAS nas células AML12 ap6s 30
ciclos de exposicdo ao carcindgeno NNK, apresentaram uma marcacdo membranar nas células
tratadas com a concentragdo de 0,1nM de NNK. Contudo, esta marcagdo membranar quase
desaparece nas células que foram submetidas a concentracdo de 10nM e 1000nM de NNK,
mostrando maior marcacdo em regido nuclear.

E nitida a transic&o do sinal de fluorescéncia da 4rea membranar para a regido do ntcleo
e perinuclear, da menor para a maior concentracdo. O gene K-RAS € de grande relevancia para
o comportamento celular, em condi¢cBes homeostéticas. O RAS esta associado a sua forma
GDP, desta maneira ndo ha contato com o RAF, portanto ndo ha start na cascata de sinalizacao
(WALLIGetal., 2017). Entretanto, uma vez que esta célula sofre um estimulo externo, podendo
ser uma mutacao no cédon, por meio de uma translocacdo de base, hormonios, fatores de
crescimento ou citocinas, este fendmeno gera a dissocia¢ao da sua forma RAS-GDP “inativo”,
e torna-se “ativado” para sua forma RAS-GTP (Figuras 34A, 34B). Uma vez ativo, se associa
ao gene RAF que esta envolvido na cascata de sinalizacdo que ativa 0 gene MYC e desencadeia
mudancas na expressdo génica, como por exemplo, aumento na proliferacdo celular (ELLIS;
CLARK, 2000).

Nossos dados mostram que, apds a exposicdo crénica das células AML12 nas diversas
concentragdes do carcindgeno NNK, as células tiveram seu comportamento fisiolégico natural
comprometido. Na concentracdo de 0,1nM de NNK, a marcacao foi na regido membranar, ja
na concentracgao intermediaria de 10nM e na concentracdo mais elevada a marcacao da IF para
0 anticorpo anti-KRAS foi, predominantemente nuclear e perinuclear. Diante dos nossos
achados, a hipdtese que podemos sugerir é que a proteina K-RAS passou por um processo de
sumoilacdo do K-RAS (CHOI et al., 2018) apods a elevada exposi¢édo ao carcinégeno NNK, por
um periodo de 12 semanas.

A sumoilacéo consiste em uma modificacdo pos-traducional, que envolve uma ligacéo
covalente com a proteina SUMO (Small Ubiquitin-Related Modifier), que possui
aproximadamente 100 aminoéacidos e 11kDa, (DI BACCO; GILL, 2006). Ela pode se ligar

covalentemente através do substrato da proteina por meio de uma ligacao de isopeptideo a uma



lisina. Ao se ligar, modificam as propriedades, ou intera¢cbes com outras proteinas que atuam
como efetoras pelo reconhecimento de uma regido de interacdo especifica (ULRICH, 2009;
WILKINSON; HENLEY, 2012). Este processo, é um dos principais reguladores de funcgdes
proteicas e possui um importante papel em uma ampla gama de processos celulares.

Esta modificacdo pos traducional pode gerar implicacdes moleculares que conduzem a
consequéncias funcionais em um determinado substrato de sintese proteica. Entretanto, sdo
dificeis de predizer de maneira global. Contudo, a modificacéo proteica através da SUMO pode
conduzir a trés efeitos ndo mutuos. Seriam eles: 1. A sumoilacdo pode mascarar o receptor de
ligacdo que interage com o substrato da proteina e conduzir a oclusdo de maneira dependente,
diminuindo a ligagdo de proteinas. 2. A SUMO pode atuar como um pivd, recrutando interagdes
com novas proteinas de maneira ndo covalente, interagindo com parte da SUMO ou por meio
da interacdo com o dominio na nova interface gerada por SUMO-Substrato. 3. SUMOila¢édo
pode conduzir uma mudanga conformacional no substrato SUMOilado atuando diretamente na
regulacao da fungéo (WILKINSON, HENLEY, 2012).

As proteinas RAS sdo sintetizadas no citosol e necessitam de algumas modificacdes pos
traducionais que as torna apta para se associar a membrana plasmaética (PRIOR; HANCOCK,
2012). S&o proteinas que estdo sujeitas a modificacbes postraducionais tais como fosforilacéo,
ubiquitinacdo, acetilacdo, SUMOilacéao e S-Nitrosilacdo (CHOI et al., 2018). A sumoilacéo atua
na regulacdo da estabilidade, atividade e localizacdo subcelular, este fenbmeno é capaz de
regular a sinalizacdo da rota da RAS (ZHANG; LUO, 2016) e se apresenta como um importante
fato para a ativacdo da RAS. Choi e colaboradores (2018) foram pioneiros que apresentaram
que a RAS pode ser modificada por esse processo de SUMOQilagdo. Observaram que a Lisina
42 (K42), que é extremamente conservada nas isoformas RAS, possui um papel importante na
SUMOQilacdo e este processo pode impactar na regulacdo da atividade da RAS afetando a
sinalizacdo downstream, ou seja a sinalizacdo para o nucleo.

Em estudo realizado com células de céancer de cabeca e pescoco (Hep-2, KB e
HEK293T), Zhou e colaboradores (2016) identificaram a SUMOQilagdo como uma modificacao
pos-traducional ndo descrita anteriormente do sinal de transdugdo STAT3 e SENP3 como um
modulador positivo, extremamente relevante na ativagdo da STAT3 induzida por tabaco ou
alguma citocina. Observaram que a fumaca gerada por um cigarro em paciente com cancer de
cabeca e pescoco podem apresentar microambiente com elevado NNK e metabdlitos toxicos,
gerando a ativacdo e superexpressdo da proteina SENP3 e esse cenério pode contribuir de
maneira significativa ativacdo persistente da STAT3. A STAT3 é um membro de uma familia

com sete proteinas, modula a transcricdo de genes envolvidos na regulacéo de diversas funcoes



essenciais no microambiente celular, tais como proliferacao, diferenciagéo, angiogénese, dentre
outros (JOHNSTON; GRANDIS, 2011)

Diante desses achados podemos sugerir que o tratamento com uma elevada
concentracdo de NNK pode ter contribuido para a modificacdo pés traducional do K-RAS por
meio de um processo de SUMOilagédo, promovendo sua modulacdo em dire¢do ao nucleo.

O gene p53 codifica uma proteina de 53kD que atua como supressor tumoral. Esta
envolvido na regulacdo de muitas vias de sinalizagdo da homeostase celular. Possui como
principal acéo a parada do ciclo celular, apoptose, reparo de danos DNA, sejam estes de origem
quimica ou fisica (SAITO et al., 2015; KRAMATA et al., 2005). O p53 é 0 gene mais comum
de ser mutado em canceres humanos. O anticorpo adotado em nosso ensaio é capaz de nos
indicar se 0 gene p53 estd mutado (Serotec— Biorad/Cod. MCA 909), ou seja, se esta associado
a oncogénese.

A Tp53 proteina tumoral (Tumor Protein), pertence a uma pequena familia de genes
que inclui, em mamiferos, dois correspondentes adicionais, TP63 e TP73. As proteinas p63 e
p73 sdo funcionalmente semelhantes a p53 regulam fatores de transcricdo e modifica¢fes pos-
traducionais singulares, essas proteinas possuem inimeras fungdes importantes, dentre elas seu
envolvimento na supressdo tumoral. A familia p53 atua como uma "organizacao" de sinalizacdo
que integra e conecta sinais para o desenvolvimento, para o metabolismo, de controle de
estresse celular, diferenciacdo, longevidade, proliferacdo e morte (CONSTANZO et al., 2014).
No trabalho realizado por Ishimoto e colaboradores (2002) a existéncia do gene p73,
denominada Delta Np73(DNp73), identificou efeito inibitério sobre o gene p53, induziu a
apoptose e por conta disto pode estar associado a oncogénese.

Observamos em nossos resultados que, houve marcagédo para o p53 mutado tanto no
grupo controle, como nos demais grupos que foram submetidos a diferentes concentracdes do
carcindgeno NNK. Todavia, pode-se observar que no grupo CTL e na concentracdo 0,1nM, a
marcacédo se deu de maneira puntiforme, muito semelhante ao controle, com maior intensidade
nos pequenos spots. Ja nas concentracdes de 10nM e 1000nM, esses spots se apresentaram em
menor ndmero, entretanto com uma area sutilmente maior (diametro), o que nos leva a inferir
que nas concentragdes de 10nM e 1000nM NNK possam ter contribuido para o aumento do
sequestro do p53, o qual forma complexos com o p63 e p73 permanecendo no citoplasma.

Portanto, apesar de raramente mutado, o p73 pode atuar indiretamente como um
oncogene quando superexpresso, por inibir o p53. Diante desses relatos existe a possibilidade

da formacéo destes complexos que sequestrariam o p53 no citoplasma celular. Isso seria uma



das hipdsteses que justificaria 0s nossos resultados nas células AML12. Entretanto, maiores
estudos se fazem necessarios para melhor elucidacao deste fenémeno.

Podemos sugerir que, esta marcacao se deu por conta dessas células serem derivadas de
hepatocitos de camundongos transgénicos para TGFa, que possuem capacidade de replicacao
de forma independente sem necessidade de agente mitdgeno externo (WU et al., 1994).

O gene p53 é frequentemente mutado em tumores humanos, segundo dados da literatura,
com uma frequéncia de >50%, (SAITO et al.; 2015). As mutacBes geram a perda da funcéo da
proteina p53. Em carcinomas hepatocelulares humanos, ha uma alta frequéncia de uma mutacéo
especifica no cddon 249, no gene p53 e esta associado a HCC (HSU et al., 1991; OGUEY et
al., 1996). Em um estudo realizado, foi avaliado qual o papel desta mutacdo. Para isso, a célula
AML12 foi transfectada com p53ser246, que no humano corresponde ao codon 249
(DUMENCO et al., 1995). Os resultados desse trabalho mostram que houve uma vantagem no
crescimento em meio isento de SFB, quando comparado ao seu controle, no qual houve uma
delecdo de p53. Entretanto, a superexpressdo de p53 mutante nédo foi capaz de transformar os
hepatocitos.

Mesmo sendo células derivadas de um organismo geneticamente modificado, nao
podemos nos abster do impacto nas células do contato continuo do carcindgeno NNK. Ha
relatos na literatura que apresentam a influéncia que o NNK exerce na instabilidade
cromossomal em células pulmonares, conduzindo a perturbacdo do fuso ao cinetdcoro, o que
impacta na dinamica do fuso, e em consequéncia disso, na divisdo celular. Esta acdo causa um
bloqueio no alvo do p53 no centrossomo no decorrer da mitose, 0 que gera defeitos de
alinhamento e em conseqiiéncia disto, pode gerar instabilidade cromossémica, causando o
aumento de carcinogéneses em células pulmonares (PARK et al., 2017).

O C-MYC é um fator de transcri¢do que regula cerca de 10-15% dos genes do genoma
humano, e uma vez que esteja desequilibrado mesmo de maneira sutil é o suficiente para iniciar
uma transformacéo neoplasica (MAI; MUSHINSKI, 2003). E um gene que ¢ ativado por meio
do receptor a-nicotinico de acetilcolina, através do influxo de célcio, que ativa a rota
mitogénica. Nossos resultados mostram que houve um aumento da intensidade da marcacéo
nuclear para 0 C-MYC nas células que foram expostas a diferentes concentragdes de NNK por
30 ciclos. Esse aumento na intensidade de marcacdo ocorreu de maneira dose dependente,
exibindo que a concentracdo mais elevada apresentou marcagédo nuclear mais intensa. Segundo
dados da literatura, a exposicao subcrdnica ao NNK pode estimular o receptor a7nAChR (a7
nicotinic acetylcholine receptor) bem como as vias mitogénicas associadas (SCHULLER et al.;

2003). Outros estudos mostram que o NNK em baixas concentra¢des (0,1nM), a mesma



concentracéo inicial adotada neste estudo, estimula a fosforilagdo dos oncogenes Bcl-2 e C-
MYC por meio do receptor a7nAChR, promovendo o aumento da proliferacdo das células
pulmonares de carcinoma humano. Esses dados sugerem que o NNK pode contribuir para a
cooperacdo do Bcl2 e C-MYC conduzindo para a regulacdo da proliferacdo e sobrevivéncia
celular (JIN et al., 2004). Diante disto podemos sugerir que 0 NNK foi capaz de auxiliar no
aumento da expressdo do C-MYC de maneira progressiva de acordo com 0 aumento da
concentracao.

A B-catenina é uma proteina multifuncional e tem um papel relevante atuando como
proteina de adesdo, bem como fator de transcrigdo das vias de sinalizagdo (MACDONALD et
al., 2009). Ha diversos estudos que apresentam a participacdo da B-catenina na invasao e
metastase em neoplasias humanas (MORIN et al., 1999). Mutagdes na [-catenina tem sido
reportada em carcinomas hepatocelulares (HCC) (MIYOSHI et al.1998). Cingquenta por cento
dos HCC que s&o desenvolvidos em camundongos transgénicos expressam C-MYC ou H-RAS
no figado e apresentam mutagdes na B-catenina, sugerindo que a ativagdo da via da -catenina
pode vir a contribuir com C-MYC ou RAS auxiliando na progressao do HCC (DE LA COSTE
etal., 1998).

Em nossos estudos, a expressdo da p-catenina foi predominantemente membranar no
grupo controle, com um padrdo de marcacdo intenso e desorganizado. Ja na concentracdo de
0,1nM de NNK, a marcagdo da B-catenina apresentou uma reducédo na intensidade de marcagéo
membranar, apresentando tambem marcacdo citoplasmatica em algumas células. Na
concentracdo de 10nM de NNK a marcacdo apresentou um padrdo bem definido, retilineo e
predominantemente membranar e na maior concentracdo de NNK (1000nM) a marcacéo da f3-
catenina foi somente nuclear. Esses nossos resultados mostram que a -catenina esta sendo
modulada para nicleo quando submetida a concentracdo mais elevada do carcinogeno NNK
(1000nM). H& dados da literatura que a B-catenina pode de alguma maneira, se transpor ou até
mesmo realizar um bypass da sua destrui¢do no citoplasma e acarretar o aumento dos niveis de
[-catenina no citoplasma e entdo, ser translocada para o ntcleo (VALENTA et al., 2012). Os
niveis de B-catenina no nucleo séo reguladas pelo GSK3b (Glycogen Synthase Kinase-3b), esse
fosforila residuos de serina 33, 37 e treonina 41 (Ser33/37/Thr4l) da B-catenina para a
degradacéo proteossomal (HUELSKEN; BIRCHMEIER, 2001). O GSK3b torna-se inativo,
uma vez que sofreu a fosforilagdo da serina 9 em decorréncia dos sinais WNT/PI3K/Akt. Este
fendmeno conduz o acimulo citosdlico e subsequente translocagdo da B-catenina ao ndcleo. No
ambiente nuclear, a B-catenina auxilia na ativacdo da expressdo de genes envolvidos na
sobrevivéncia celular e proliferacdo (DING et al., 2000, BEHRENS et al.1996, MILLER et al



1996). Fonseca (2019) em seu trabalho, também observou aumento de expressao de B-catenina
nuclear, em linhagem canina D17 com aumento da atividade transcricional e elevagdo no indice
proliferativo. Diante disto, nossos resultados mostram que células AML12 ap6s 30 ciclos sob
1000nM de NNK apresentaram somente a expressao de [3-catenina no nucleo e podemos sugerir
que este fendmeno estd auxiliando na transcricdo e ativacdo de genes de proliferacdo. 1sso
também explicaria a forte marcacdo de C-MYC nesta concentragao.

Realizamos também o teste do cometa, o qual tem por objetivo avaliar o indice de
clastrogenicidade na célula eucariotica, ou seja, 0 dano derivado do contato de longo prazo com
o carcin6geno NNK. Esse € um processo realizado in vitro que analisa a quebra de fita simples
ou dupla fita de DNA por meio de uma técnica eletroforética, também amplamente conhecido
como Sigle cell gel eletrophoresis (SCGE). Para tanto, sabe se que este ensaio foi padronizado
pelo International Workshop on Genotoxicity Test Procedures (HARTMANN et al., 2003) e
estabelecido com recomendacGes técnicas do 4th International Workshop on Genotoxicity
Tests (BURLINSON et al., 2007) e este ensaio tem sido adotado por sua solidez, sensibilidade
(ARALDI et al., 2015), poder estatistico para avaliar quebras de DNA e tem sido considerado
como um dos marcadores para mutagenicidade (OECD, 2014; HEUSER et al.; 2008).

Em nossa analise do ensaio do cometa, 0s resultados obtidos nos apresentaram que, apos
30 ciclos de exposicgdo das células AML12 em diferentes concentra¢fes do carcindgeno NNK
(0,2nM, 10nM e 1000nM), observou-se que a concentracao de 10nM foi a que apresentou maior
indice clastégenico, ou seja, de quebra de DNA gquando comparado ao controle apresentando
diferenca estatistica significativa (p<0,05). Entretanto, curioso notar que na maior concentracdo
avaliada, o efeito identificado de lesdes no DNA foi inferior ao da concentracdo intermediaria
de 10nM. Esses resultados corroboram com outros resultados anteriores apresentados ao longo
desse trabalho, no qual a concentracdo mais elevada produziu menor lesdo ou performance
maligna inferior a concentracdo intermediaria de 10nM de NNK. Diante disto, podemos sugerir
que este fendmeno é mais um indicio da presenca do efeito hormesis (MATTSON et al., 2008)
que se apresentou nessas celulas apos a exposicéo cronica do carcindgeno.

A técnica do microntcleo (MNA) associado ao teste do cometa (CA) sdo considerados
testes de extrema importancia para a analise de mutagenicidade. Essas analises, tém sido
adotadas por diversas agéncias regulatorias em todo mundo, tais como ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) no Brasil, FDA (Food and Drug Administration) nos EUA e
EMA (European Medicines Agency) na Europa por conta de sua sensibilidade de deteccdo. O
micronucleo pode ser gerado por meio da quebra cromossomal ou atraves da perturbacdo e

rompimento do aparelho mitotico (BONASSI et al., 2007). O teste do microndcleo é bem



estabelecido como um teste padrdo para a avaliacdo de toxicidade em nivel cromossomal
(HEDDLE, 1973).

O teste do micronucleo é capaz de identificar, por ventura, se os fragmentos
cromossémicos se perderam ao longo da diviséo celular devido a eventos clastogénicos. Nossos
resultados mostram que, na analise do teste do micronicleo (MN), a clastogenicidade que
ocorreu nas células AML12 expostas a menor concentragdo de carcinégeno NNK (0,1nM) néo
foi estatisticamente significante em relacdo ao controle, entretanto, mostra diferenca
significativa quando comparado as celulas que foram expostas a 1000nM de NNK (p<0,05).

Podemos supor que a maior quantidade de MN encontrada nas células tratadas com
concentragOes de 0,21nM NNK seriam decorrentes de lesdes menores no DNA, que ndo seriam
suficientes para conduzir a morte celular. No entanto, estas células albergariam erros que seriam
perpetuados para as celulas filhas. Ja o menor nimero de MN apresentado na maior
concentracdo de 1000nM NNK, talvez se deva ao fato que as células tratadas com uma
concentracdo mais alta, poderia ter levado a lesdes mais severas comprometendo a
sobrevivéncia destas células e conduzindo a morte celular. Essa morte pode nédo ter sido
detectada no ensaio do MTT por uma limitacdo da prépria técnica. O ideal seria realizar uma
avaliacdo de morte celular (Azul de tripan ou Anexina V) logo ap6s o tratamento com o
carcindgeno para nos certificarmos de que esse fendmeno realmente ocorre.

Podemos sugerir que esse fendmeno seja derivado de danos no ocorridos no DNA apoés a
exposicdo ao NNK. O teste do micronucleo é considerado como padréo ouro, € amplamente
adotado para a avali¢do de citogenética. Segundo a literatura, 0 MN pode ter diversas origens
de formacdo, tais como defeitos nas proteinas de envelope nuclear, defeitos na fixacdo durante
a divisao, falhas na estrutura do centrdmero ou quebras na dupla fita de DNA (KISURINA-
EVGENIEVA; SUTIAGINA, 2016). Sabe-se que a 0 NNK e seus intermediarios como o NNK-
acetato podem conduzir a lesées como quebra da dupla fita (DNA double strand breaks —
DSBs). Estes danos podem ser identificados por meio da avaliacdo da yH2AX.

A histona 2AX é fosforilada em resposta as quebras na dupla fita de DNA, se torna
YH2AX (GARCIA-CANTON, 2013; ZHANG, 2018). Sendo assim, diante do entendimento do
potencial mutagénico de agentes quimicos como o NNK, juntamente com a presenca de
micronucleos, isso nos sugere que ocorreram danos em seu DNA. Contudo, maiores estudos se
fazem necessarios para confirmar essa hipotese. Isso poderia ser avaliado através da analise da
yH2AX nos hepatdcitos, pois este pode ser adotado como um possivel marcador para danos no

DNA, uma vez que a a¢do dos carcin6genos quimicos, consiste na formagdo de compostos



covalentes, que aumentam a probabilidade de ocorrerem erros de inser¢do de bases no DNA
durante o processo de replicagdo (SAITO et al., 2015).
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e No ensaio de imunoflurescéncia, apds os 30 ciclos de exposicdo ao NNK, o marcador
K-RAS apresenta marcacdo mais definida e membranar nas células expostas a
concentragdo 0,1nM de NNK, havendo um aumento da marcacgéo e transi¢cdo da regido
membranar para a regido nuclear e perinuclear nas células expostas a 10nM e 1000nM
de NNK. As células AML12 nédo expostas ao NNK nédo apresentaram marcacao;

e Houve marcacdo do p53 em todas as células testadas para o anticorpo, tanto nas células
expostas ao NNK quanto nas células ndo expostas. A marcacao se caracterizava por ser
puntiforme e difusa no citoplasma e perinuclear;

e O marcador C-Myc apresentou marcacao nuclear em todos os grupos testados, inclusive
as células sem exposicdo ao NNK. Entretanto, a marcacdo nas células AML12 nédo
expostas ao carcindgeno apresentaram um padrao de sutil de marcacdo. A intesiddade
da marcacdo parece estar relacionada a concentracdo de NNK, sendo maior nas células
tratadas com 1000nM de NNK;

e A marcagdo da B-catenina nas células AML12 ndo expostas ao NNK mostrou um padrao
membranar, permanecendo com este padrdo membranar nas células expostas a 0,1nM e
10nM de NNK. As células expostas & 1000nM de NNK mostraram um padrdo de
marcacao nuclear e puntiforme difuso citoplasmatico;

e No teste do cometa, observamos que apds a exposicao ao NNK por 30 ciclos, as células
AML12 tratadas com 10nM de NNK apresentaram maior escore em relacdo as células
ndo expostas, mostrando maior lesdo em DNA nestas células. As células expostas as
concentragdes de 0,1nM e 1000nM néo foram significativamente diferentes do controle;

e O ensaio do microntcleo (MN) mostra que ndo houve diferenca estatistica nas células
AML12 expostas a0 NNK em relacdo as células ndo expostas. Entretanto, o grupo
tratado com 0,1nM de NNK mostra quantidade significativamente maior de
micronucleos quando comparada com o grupo tratado com 1000nM de NNK.



5 CONCLUSOES

5.1 Conclusao Geral

Diante de nossos resultados podemos avaliar que os efeitos do NNK, mesmo sob baixas
concentragOes de 0,1nM foi capaz de alterar o comportamento celular dos hepatocitos AML12
apos exposic¢do a longo prazo.

As células permanceram viaveis em cultivo celular mesmo apos extensas exposi¢des ao

NNK sob diferentes concentraces.

5.2 Conclusoes Especificas

As células se mantiveram viaveis ap0s o protocolo de exposicdo de longo prazo sob baixa
concentracdo (0,1nM de NNK) e apresentaram maior indice proliferativo (células em fase S do
ciclo celular) avaliados pela citometria. Estas células apresentaram maior capacidade de invasdo
no ensaio do transwell, mostraram maior capacidade de sobrevivéncia independente de
ancoragem (cultivo em superficie de baixa adesdo), porém nao foram capazes de formar tumor
em camundongos imunodeficientes BALB/c nu/nu inoculados com as células.

As células AML12 quando submetidas a diferentes concentracdes de 0,1nM e 10nM
apresentaram aumento de viabilidade celular pela técnica do MTT apds uma Unica exposicdo
ao carcindgeno. No ensaio de wound healing, as células expostas a 10nM de NNK apds
exposicdo de longo prazo, apresentaram o fechamento da lesdo mais rapida em relacdo ao
controle. No ensaio do tempo de duplicacdo celular, as células AML12 expostas a 0,21nM, 10nM
e 1000nM de NNK por 30 ciclos ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
controle (células AML12 nédo expostas ao carcinGgeno).

Na andlise de IF apds exposicéo de longo prazo foi observado que: o marcador K-RAS
apresentou marcacao mais definida e membranar nas sob a concentracdo 0,1nM de NNK, com

um aumento da marcacao e transicao da regido membranar para a regido nuclear e proxima ao
ndcleo na concentracdo de 10nM e 1000nM de NNK; 0 p53 foi identificado em todas as células
testadas para o anticorpo, tanto nas células expostas ao NNK quanto nas células ndo expostas;
0 C-Myc apresentou marcacgao nuclear em todos os grupos testados, incluindo o grupo CTL

que apresentou um padrdo mais sutil, e que nas células expostas ao carcindgeno apresentou

marcacdo gradativamente mais intensa com o aumento da concentragdo do NNK; a (3-catenina



nas células AML12 ndo expostas a0 NNK mostrou um padrdo membranar, observado também
nas células expostas a 0,1nM e 10nM de NNK, enquanto na maior concentracdo de 1000nM
de NNK houve a translocacdo para a marcacdo nuclear. Observamos que no teste do cometa
apos 30 ciclos, as células AML12 tratadas com 10nM de NNK apresentaram maior escore em
relagdo as células ndo expostas, mostrando maior lesdéo em DNA nestas células. O ensaio do
microndcleo (MN) mostra que ndo houve diferenca estatistica nas células AML12 expostas ao
NNK em relacdo as células ndo expostas.

Concluimos dizendo que este trabalho se faz relevante, ndo somente por conta de seu
papel no melhor entendimento de um dos mais de 7000 componentes tdxicos do cigarro que €
0o NNK. Podemos notar que este carcinbgeno mesmo sob baixa concentracBes pode
comprometer a dinamica celular a longo prazo. A compreensdo do NNK, bem como sua
relevancia nos aspectos epidemioldgicos de uma patologia global caracterizada pela
dependéncia fisica e psicologica que é tabagismo ressaltam a necessidade de trabalhos como
este. O tabagismo acarreta danos econdmicos e sanitarios impactando na economia de paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Diante disto, a compreensdo do impacto na fisiologia
celular se torna importante para a promocdo de medidas regulatérias, sanitarias e de controle
dos danos malignos do cigarro e seus derivados as populacdes vulneraveis. Embora nosso
trabalho tenha identificado algumas particularidades do comportamento da célula AML12 apds
a exposicéo de longo prazo ao em diferentes concentragdes de NNK, alguns aspectos ainda
permanecem obscuros e necessitam de maiores estudos para a sua elucidacdo, tais como uma
analise mais profunda nos aspectos moleculares pds exposicao e suas possiveis consequéncias

na analise da protedmica.
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