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RESUMO

O Brasil € considerado o quarto maior produtor de lixo plastico do mundo e aproximadamente
3% dessa producdo ¢ despejada inadequadamente no meio ambiente. Uma vez exposto as
condi¢gdes ambientais, esse material pode se fragmentar em pequenas particulas, conhecidas
como microplasticos e nanoplasticos, que podem contaminar agua, solo, ar e alimentos. Devido
a sua onipresenca no ambiente, os seres humanos estdo constantemente expostos a essas
particulas, que em razao do seu tamanho reduzido, sdo capazes de adentrar no corpo humano e
percorrer a circulacao sistémica, sendo distribuido para uma variedade de 6rgaos, inclusive o
tecido mamario. A depender do tamanho da particula, esta pode internalizar na célula da mama
e causar citotoxicidade, estresse oxidativo e instabilidade gendmica, o que ¢ especialmente
alarmante no caso de uma célula tumoral. O objetivo do presente estudo ¢ avaliar a
citotoxicidade induzida pelos nanoplasticos nas linhagens de células de mama MCF-10A e
MCF-7 por meio do ensaio de viabilidade celular MTT. Assim, as linhagens foram cultivadas
e expostas ao nanoplastico de tamanho 500 nandmetros, sob seis diferentes concentragoes, €
nos tempos de exposicdo de 24h e 72h, e posteriormente foi realizado o teste de MTT.
Verificou-se uma variagao na viabilidade celular, com o aumento em algumas concentragdes e
a reducdo em outras, o que sugere a ocorréncia do efeito hormese. Conclui-se que os
nanoplasticos sao capazes de afetar a viabilidade celular de células cancerigenas por meio de
vias especificas ainda ndo esclarecidas, refor¢ando a necessidade de mais investigagdes na area.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ considerado o quarto maior produtor de lixo plastico do mundo, com
aproximadamente 11,3 milhdes de toneladas, em que 3,44 milhdes de toneladas tendem a serem
descartadas de forma inadequada no meio ambiente. (Banco Mundial (2019); ONU (2022)).
Uma vez exposto aos fatores ambientais, esses materiais plasticos podem ser fragmentados em
microplasticos (tamanho menor ou igual a 5 mm) e nanoplésticos (inferiores a 1 pm)
(Domenech, 2021).

Os micro e nanoplasticos podem entrar em contato com o organismo humano através de
vias como ingestdo, inalacdo e contato dérmico, por meio de 4gua e alimentos contaminados,
microparticulas suspensas no ar e componentes de produtos de uso diario (como cosméticos e
maquiagens), respectivamente (Prata e colaboradores, 2020). Um estudo realizado por
Senathirajah et al. (2021) demonstrou que uma pessoa tende a ingerir aproximadamente 0,1 a
5g de microplastico por semana, € uma vez ingeridos, podem atravessar a barreira do intestino
e atingir a circulagdo sistémica (Walczak et al.,2015), tendo sua toxicidade dependente



principalmente do tamanho da particula, em que quanto menor, maior a capacidade de
internalizacdo nas células. (Hwang, 2019)

Uma vez que as microparticulas plasticas sdo biodisponiveis para absor¢do na corrente
sanguinea humana (Cruz, 2023), estas podem ser distribuidas em diferentes 6rgaos, como relata
o estudo de Ragussa (2022), em que foi encontrado microplasticos no leite materno, o que
indica a presenca dessas particulas no tecido mamario. Ao entrar em contato com a célula,
podem induzir estresse oxidativo, potencialmente resultando em dano celular (Banerjee, 2021),
e uma vez que sdo internalizados por células tumorais, podem aumentar a instabilidade
genOmica e ter envolvimento na promogao de metéstase, com possivel piora do prognostico da
doenca. (Hanahan, 2022)

Estudo realizado por Park ef al., 2023 demonstrou que a exposi¢dao de linhagens de
c¢lula da mama a microplasticos de diferentes tamanhos resulta em alteracdes no ciclo celular
de linhagens cancerigenas, impulsionando a progressao do cancer, principalmente devido a
secrecdo de citocinas inflamatorias. Além disso, foi relatado que essas particulas s6 podem
afetar células de cancer de mama, ndo afetando a linhagem celular mamaria normal.

Outra pesquisa exercida por Schnee e colaboradores (2024) confirmou que os
microplasticos estdo associados a progressao do cancer de mama, porém que seu efeito ¢
dependente da quantidade, do tamanho das particulas e do tipo de linhagem celular utilizada.
Foi verificado que a linhagem celular cancerigena MCF-7 (receptora de estrogénio positiva) €
afetada pelos microplasticos potencialmente devido a polimerizaciao incompleta desse material,
que podem abrigar dimeros e trimeros de estireno, que potencialmente tém atividade
estrogénica.

Uma vez que os nanoplésticos sdo onipresentes no ambiente e os seres humanos estao
constantemente expostos a essas particulas, ¢ de extrema importancia que sejam realizados
estudos aprofundados acerca dos potenciais riscos desse material para a saude. Um estudo
avaliando o comportamento de linhagens mamarias exposta a nanoplasticos ¢ de extrema
relevancia para avaliar como a célula se comporta perante a exposicdo e analisar se os
nanoplasticos oferecem um maior risco de piora do progndstico para o cancer de mama, e
possivelmente dificultar um processo de terapia celular.

2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo consiste em verificar a viabilidade celular da linhagem de
c¢lula de mama cancerigena receptora de estrogénio positiva MCF-7 e da linhagem de célula
de mama normal MCF-10A ao serem expostas particulas plasticas baseadas em poliestireno de
500 nanometros, possibilitando avaliar a citotoxicidade dessas particulas e quais suas
implicagdes no cancer de mama e na terapia celular.

3 MATERIAL E METODOS

O nanoplastico foi adquiridos comercialmente da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda,
com as seguintes propriedades: microparticulas baseadas em poliestireno (PS) ou microesferas
de latex de poliestireno (PS), de tamanho 500nm.

A linhagem MCF-7 de células de cancer de mama receptor de estrogénio positivo
(ER+), modelo de adenocarcinoma mamario, ¢ a linhagem MCF-10A de células de tecido
mamario nao tumoral foram adquiridas em parceria com o Instituto Nacional de Cancer
(INCA). Para o cultivo celular, foi utilizado o meio de cultura “Dulbecco's Modified Eagle



Medium” (DMEM High Glicose, Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS,
Gibco) e 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco) — para a MCF-7 e “Dulbecco's Modified
Eagle Medium” (DMEM High Glicose, Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS, Gibco),1% de penicilina-estreptomicina (Gibco), 0,0025% de insulina (Gibco), 0,0002%
de EGF humano (Gibco) e 0,01% de hidrocortisona (Gibco) — para a MCF-10A, em uma
incubadora a 37°C e 5% de CO2 . A passagem celular foi realizada de 2 a 3 dias, tendo como
base de 80% a 90% de confluéncia das células. Para isso, foram lavadas com “Phosphate-
buffered saline” (PBS, Gibco) e descoladas com Trypsin-EDTA (Gibco) a 0,25%.

Para a realiza¢ao do ensaio de viabilidade celular, conhecido como MTT, as amostras
de PS-500nm foram diluidas em meio de cultura completo nas concentragdes de 10ug/ml,
50pg/ml, 100pg/ml, 250pg/ml, 500ug/ml e 1000ug/ml. Posteriormente, as células foram
semeadas em placas de 96 pogos, com 5 x 10 células em 100 pL de meio completo em cada
poco. Apos, foram incubadas por 24h para aderéncia e estabilizacdao das células. Passado esse
periodo, foram expostas as solugdes das diferentes concentragdes de PS-500nm. No controle
do veiculo de diluicao foi feita a exposi¢do a DMSO a 0,01% e no controle negativo as células
foram expostas apenas a meio de cultura completo. Cada tratamento foi realizado em 5
replicatas e ficaram expostos as células por 24h e 72h.

Apo6s o tempo de exposicao (24h e 72h), os compostos foram removidos da placa e foi
aplicado em cada pogo 100 pL de solugdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) [0,5mg/ml] diluido em meio de cultura completo e foram
incubadas por 4h. Apo6s, a solucao de MTT foi removida e foi adicionado 100 pL de DMSO em
cada pogo, que ¢ o agente solubilizante dos cristais de formazan formados pelo MTT, e foram
incubadas por mais 1h. Dado o periodo, as placas foram lidas na leitora de microplacas
Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 570
nm e referéncia 620 nm.

A analise estatistica foi feita utilizando o software Grad Pad Prism 8, a analise de
normalidade foi feita utilizando o teste de Shapiro-Wilk e as diferencas observadas entre os
tratamentos e o controle negativo dos experimentos foram testadas quanto a significancia com
o teste one-way ANOVA, seguido de post hoc de Dunnet. Os dados foram plotados em um
grafico de colunas a fim de facilitar a observacao visual dos resultados obtidos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de 24 horas para a exposi¢ao da célula MCF-7 ao microplastico de 500
nandmetros ¢ registrada na Figura 1.
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Figura 1: Viabilidade celular de células MCF-7 expostas ao microplastico de 500 nandmetros
apos 24h

A Figura 2 relata a viabilidade celular da linhagem MCF-7 perante a exposicao ao
microplastico de 500 nandmetros apos 72 horas de incubacao.
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Figura 2: Viabilidade celular de células MCF-7 expostas ao microplastico de 500 nandmetros
ap6s 72h

A analise de 24 horas para a exposi¢ao da célula MCF-10A ao microplastico de 500
nandmetros ¢ registrada na Figura 3.
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Figura 3: Viabilidade celular de células MCF-10A expostas ao microplastico de 500
nandmetros apos 24h
A Figura 4 relata a viabilidade celular da linhagem MCF-10A perante a exposi¢ao ao
microplastico de 500 nandmetros apos 72 horas de incubagao.
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Figura 2: Viabilidade celular de células MCF-10A expostas ao microplastico de 500
nandmetros ap6s 72h

O perfil dos graficos, tanto nos tempos de 24h quanto 72h, mostram uma oscilagdo
entre a redugdo e o aumento da viabilidade celular nas diferentes concentragdes de maneira
alternada. Isso pode ser explicado pelo efeito hormese, relatado inicialmente por Sagan em
1991, em que diferentes concentragdes de determinada substancia provocam diferentes
estresses e reacdes nas células em razao de respostas adaptativas celulares (Silva, 2012), em



especial uma célula cancerigena, que tende a ter maior capacidade de adaptacao a diferentes
ambientes e estimulos.

Ao aumentar ou manter a viabilidade celular, entende-se que o microplastico provoca
um estresse moderado que ativa os mecanismos de defesa e sobrevivéncia da célula
cancerigena. J& a reducdo na viabilidade celular nas mais altas concentragdes pode ser
explicada devido a toxicidade da substancia em grandes quantidades, o que compromete o
funcionamento celular normal.

5 CONCLUSAO

A relacdo exata entre os nanoplasticos e seus efeitos na saide humana, especialmente
no cancer de mama ainda sdo pouco conhecidos e objetivamente definidos, perante a isso,
mostra-se necessaria a realizacao de mais estudos neste assunto, a fim de estabelecer maiores
conhecimentos do impacto dos nanopléasticos no tumor de mama e sua associagdo com o
comprometimento de uma terapia celular eficaz, especialmente estudos relacionados ao
entendimento das vias moleculares que estdo envolvidas na resposta das células cancerigenas
ao microplastico, além da analise de estresse oxidativo, dos processos inflamatorios associados
e da expressdo génica relacionada.
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