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Resumo

O cancer de mama é o primeiro em mortalidade de mulheres em todo o mundo, e
observa-se que a sua incidéncia aumenta apds os 50 anos. Iniumeras doencas
também tém sua prevaléncia nessa faixa de idade, como diabetes. A glicose é um
estimulador de crescimento de células cancerigenas, ou seja, da progressao
tumoral. Objetivou-se avaliar diferentes concentracfes de glicose e insulina em
células de adenocarcinoma de mama (MCF7). Foram realizadas técnicas de cultivo
celular com avaliacdo de citotoxicidade pelo método do MTT e Vermelho Neutro
para diferentes concentracbes de glicose e insulina. Observou-se que a
concentracdo 6tima para o crescimento celular das linhagens MCF7 e 3T3 em meio
hipertonico é de 10,5mM e que a insulina em concentracdes de 7 a 10 Ul apresenta
maior toxicidade celular e que quanto mais reduzida é a sua concentracao melhores
sdo os resultados de viabilidade celular. Pode-se concluir que a insulina apresenta
maior toxicidade para as células da linhagem tumoral.

Introducéao

No Brasil, o cancer de mama € a neoplasia mais incidente na populacao
feminina, depois do cancer de pele ndo melanoma, respondendo por
aproximadamente 28% dos casos novos a cada ano. E também o primeiro em
mortalidade por cancer em mulheres, com taxa bruta de 11,49 a cada 100 mil (INCA,
2007). Diversos fatores estao ligados ao aumento do risco de desenvolver a doencga,
como: idade, fatores enddcrinos, fatores comportamentais e ambientais e fatores
genéticos e hereditarios.

O fator idade relaciona fatores enddcrinos, metabdlicos, comportamentais e
ambientais. Desta forma, o cancer de mama € considerado relativamente raro antes
dos 35 anos e sua incidéncia cresce progressivamente ap0s os 50 anos de idade. O
sexo feminino apresenta esta particularidade com o envelhecimento, caracterizado
pela menopausa. Durante a menopausa ha alteracbes no sistema reprodutivo e
enddcrino que geram mudangas importantes na composicdo corporal. Uma dessas
mudancas é um aumento na distribuicdo central da massa corporal em mulheres na
pos-menopausa. Esta distribuicdo, chamada obesidade abdominal, € um sinal de
resisténcia a insulina, a qual pode estar relacionada ao risco de desenvolver cancer
de mama (ACTIS, 2009; DAVOODI, 2013).

A resisténcia a insulina causada por sobrepeso é uma das causas de diabetes
mellitus tipo Il, pois com essa resisténcia aumentam os niveis de glicemia no
sangue. Assim, sabe-se que a hiperglicemia é um fator de crescimento tumoral,
porém ndo existem evidéncias de qual seria 0 comportamento dessas células frente
a utilizacdo de diferentes doses de insulina e diferentes taxas de hiperglicemia.
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Dessa forma, objetivou-se avaliar diferentes concentracdes de glicose e insulina em
células de adenocarcinoma de mama (MCF7).

Material e Métodos

Foram utilizadas células de adenocarcinoma de mama (MCF7) e células de
fibroblastos (3T3), as quais foram mantidas por expanséo continua em meio RPMI®
1640 suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), penicilina e amicacina, em
estufa a 37 °C com atmosfera umidificada a 5% de CO..

A avaliacdo de citotoxidade foi realizada pelo método de reducdo de MTT e
ensaio de Vermelho Neutro. As células foram incubadas em placas de 96 pocos e
mantidas em meio RPMI. Apds esse periodo, adicionou-se o tratamento escolhido
(meio hipertonico, sendo 500 ml de meio RPMI adicionado de 1,77g de manitol e
1,75g de dextrose, para obter a concentracdo de 45,5mM de glicose ou insulina) e
incubados por 48 horas. Para a leitura, no ensaio de reducdo de MTT, os cristais de
formazan resultantes foram solubilizados em solugdo de alcool isopropilico, entédo
leu-se a densidade 6ética a 560 nm, em espectrofotbmetro UV/Vis. Para o ensaio de
Vermelho Neutro a absorbancia foi medida a 520 nm, em espectrofotdmetro UV/Vis.

Os resultados obtidos foram avaliados pelo software GraphPad Prism®,
versdo 6.01 para Windows, por andlise de variancia (ANOVA de uma via), seguido
de pos-teste de Tukey. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da
média, com nivel de significancia de 5% (P < 0,05), os quais foram utilizados para
calculo de Concentracao inibitoria de 50%(Clso) e indice de seletividade (IS).

Resultados e Discusséo

Primeiramente, realizou-se uma comparacao das linhagens celulares frente as
diferentes exposicdes. Ao comparar meio RPMI e meio RPMI com insulina observa-
se uma queda na viabilidade celular em aproximadamente 30% para 3T3 e 50%
para MCF7; comparando meio RPMI e meio hipertdnico observou-se uma queda de
aproximadamente 60% para 3T3 e em mais de 90% para MCF7 e comparando meio
hiperténico e meio hipertdnico mais insulina observa-se queda de aproximadamente
90% para 3T3 e de 85% para MCF7 (Figura 1).

Analisando a influéncia do meio hipertbnico (concentracdo de 455mM de
glicose), realizou-se testes de viabilidade celular (Figuras 2) para diferentes
concentracfes do meio com o objetivo de encontrar a melhor faixa de concentragéo
para o crescimento celular de ambas as células (3T3 e MCF7).

Testou-se as seguintes concentracbes do meio: 45,5mM, 40,5mM, 35,5mM,
30,5mM, 25,5mM, 20,5mM, 15,5mM, 10,5mM, 55mM e 0,5mM. Sendo assim,
observou-se que a concentracdo que proporciona o melhor crescimento celular é a
de 10,5mM, a qual mantém a faixa de viabilidade acima de 80% para as duas
linhagens celulares.

MCF?

100

313

100

90 90
30 80
70 - 70
60 60
50 50
40 : 40
20 I ®
20 20
10 10

0 . | ]

RPMI RPMI +INS GL GLI + INSULINA RPMI RPMI + INS GLI GLI+INSULINA

’ Universidade
UzPG = propesp

Viabilidade (%)
Viabilidade (%)

:3

E POS-GRADUA



2019

V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

A

‘\. °

/ b XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica e o ' c
‘v

Figura 1. Avaliagdo da viabilidade celular de células 3T3 e MCF7 em diferentes condi¢des de cultivo.
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Figura 2. Avaliacéo da viabilidade celular de diferentes concentrag6es do meio hiperténico frente as linhagens
3T3 e MCF7.

Definindo-se a melhor concentracdo do meio hipertonico realizou-se a avaliacdo
de citotoxicidade das linhagens em meio hipertbnico frente ao tratamento com
diferentes concentracdes de insulina regular (Figura 3).
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Figura 3. Viabilidade celular apos 2 horas de exposicdo a diferentes concentragdes de insulina pelo método do
MTT (B=MCF7 e D=3T3) e Vermelho neutro (A=MCF7 e C=3T3). Cada coluna representa a média + desvio
padrao da média, considerando 2 experimentos diferentes em triplicata e considerando como significativo

p<0,0001 = **** p<0,001 = *** p<0,01 = **, p<0,05 = * em relagcdo ao controle (células incubadas apenas com o
meio RPMI hipertdnico).

Para o método de MTT, a linhagem de MCF7, apresentou viabilidade
reduzida, com diferenca estatistica com relacdo ao controle nas concentracdes de 7,
8, 9 e 10 UI. Para o método MTT, mas para a linhagem de 3T3 observou-se que as
concentracdes ndo apresentam diferenca entre elas, porém ha diferenca entre elas e
0 controle, apresentando assim uma reducdo na viabilidade celular frente a insulina.
Ja no teste Vermelho neutro, observou-se ampla variedade de viabilidade entre as
diferentes concentragdes testadas, apresentando diferenca significativa somente
para a concentracao de 9 UL.

Em analises morfoldgicas, observou-se que apds os periodos de incubagéo e
antes da realizacdo dos meétodos esperava-se maiores diferencas entre as
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concentracfes analisadas. Frente a isso, sabendo que as linhagens MCF7 e 3T3
sdo células de adesdo, acredita-se que a insulina pode interferir na adesdo das
células.

Através dos célculos de Clso, pode-se observar que a linhagem tumoral
(MCF7) é vulneravel ao potencial da insulina quando comparada a linhagem nao
tumoral (3T3), uma vez que a Clso para MCF7 apresentou valores de 5,456 Ul e
4,760 Ul, respectivamente para MTT e Vermelho neutro, e para 3T3 apresentou
valores de 7 Ul. Confirma-se, através do indice de seletividade, que a insulina se
apresentou mais toxica para a linhagem tumoral ja que que se observa valores de IS
superiores a 1, conforme pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de ICso obtidos para as linhagens celulares tratadas com insulina e os indices de Seletividade
de linhagem tumoral (MCF7) em relag&o a linhagem ndo tumoral (3T3).

Linhagem Clso (Ul de insulina) IS
" Lo
Conclusdes

Concluiu-se, entdo, que a concentragdo Otima para o crescimento celular das
linhagens MCF7 e 3T3 em meio hipertbnico é de 10,5mM. Pode-se analisar,
também, que a insulina em maiores concentracdes apresenta toxicidade celular e
gue quanto mais reduzida é a sua concentracdo melhores sdo os resultados de
viabilidade celular, apresentando, dessa forma, uma proposta para estudos futuros
com concentracdes de insulina inferiores a 1 Ul. Pode-se concluir, através do Clso e
do IS que a insulina apresenta maior toxicidade para as células da linhagem tumoral.
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