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RESUMO GERAL

O cancer de pulmdo apresenta alta letalidade e o fumo se constitui como um
importante fator de risco. O tumor de células ndo pequenas € o tipo de carcinoma
pulmonar mais comum, menos agressivo e o tratamento envolve cirurgia,
quimioterapia e radioterapia. Entretanto, o diagndstico tardio, em fungdo da auséncia
de sinais e sintomas nos estagios iniciais da doenca, faz com que a taxa de
sobrevivéncia seja baixa. Nesse sentido, a busca de novas substancias quimicas
com caracteristicas de seletividade, de efetividade e de baixa toxicidade tem se
refletido em pesquisas que investigam o uso dessas substancias no tratamento do
cancer. Estudos mostram que a sericina, proteina extraida dos casulos do bicho-da-
seda, apresenta atividade antitumoral e anticarcinogénica em células cancerosas de
célon e de pele, estimulando a apoptose e interrompendo o ciclo celular, além de
proteger células normais contra estresse oxidativo e peroxidagéo lipidica. Assim, o
potencial terapéutico da sericina suscitou o interesse em avaliar seu efeito em
linhagem celular de cancer de pulmao do tipo células ndo pequenas. Os estudos
foram conduzidos em cultura, em que foram avaliados os efeitos da proteina da
seda: na viabilidade celular, por meio de ensaios pelo vermelho neutro e de
citotoxicidade com o tetrazdlio - MTT; no potencial apoptético, com ensaios com
anexina-5 e Alexa Fluor® e lodeto de Propidio; e na migragao celular, ensaio com o
modelo Wound Healing. Baixas doses de sericina foram capazes de aumentar a
viabilidade lisossomal, reduzir a viabilidade mitocondrial, aumentar a apoptose e a
migracao celular, enquanto altas doses de sericina reduziram exponencialmente a
migracdo celular e nao alteraram a taxa de apoptose/necrose das células
cancerosas. A sericina € um biomaterial que provoca efeitos biolégicos na linhagem
celular testada, e pode ser utilizada para aumentar a viabilidade lisossomal, reduzir
a funcdo mitocondrial, aumentar a apoptose em baixas doses e inibir a migracao
celular em doses altas.

Palavras-chave: Neoplasias pulmonares, Sericina, Sobrevivéncia Celular, Movimento
Celular, Apoptose.
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on human lung cancer cell line. 2017. 70 f. Master Thesis (Master Degree Course in
Biosciences and Health) — State University of West Parana, Cascavel, 2017.

EVALUATION OF BIOLOGICAL EFFECTS OF SERICIN ON HUMAN LUNG CANCER
CELL LINE

GENERAL ABSTRACT

Lung cancer is highly lethal and smoking is an important risk factor. Non-small cell tumor
is the most common, less aggressive type of lung carcinoma and treatment involves
surgery, chemotherapy, and radiation therapy. However, late diagnosis, due to the
absence of signs and symptoms in the early stages of the disease, makes the survival
rate low. In this sense, the search for new chemical substances with characteristics of
selectivity, effectiveness and low toxicity have been investigated in the treatment of
cancer. Studies show that sericin, a protein extracted from silkworm cocoons, exhibits
anti-tumor and anticarcinogenic activity in colon and skin cancer cells, stimulating
apoptosis and disrupting the cell cycle, and protecting normal cells against oxidative stress
and lipid peroxidation . Thus, the therapeutic potential of sericin has raised interest in
evaluating its effect on non-small cell lung cancer cell line. The studies were conducted in
culture, where the effects of silk protein were evaluated: on cell viability, by neutral red
assays and tetrazolium - MTT cytotoxicity; in the apoptotic potential, with annexin-5 and
Alexa Fluor® and Propidium lodide assays; and in cell migration by the Wound Healing
model assay. Low doses of sericin were able to increase lysosomal viability, reduce
mitochondrial viability, increase apoptosis and cell migration, while high doses of sericin
exponentially reduced cell migration and did not alter the rate of apoptosis / necrosis of
cancer cells. Sericin is a biomaterial that causes biological effects on the cell line tested,
and can be used to increase lysosomal viability, reduce mitochondrial function, increase
apoptosis at low doses and inhibit high-dose cell migration.

Keywords: Carcinoma, Non-Small-Cell Lung, Sericin, Cellular Survival, Cell Movement,
Apoptosis
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INTRODUGAO GERAL

O cancer de pulmdo é o que mais mata no mundo e, em paises
desenvolvidos, a sobrevida média cumulativa total em cinco anos varia entre 13 e
21%; ja nos paises em desenvolvimento entre 7 e 10% (JUNIOR, 2012). Segundo
dados do levantamento mundial GLOBOCAN, realizado pela Agéncia Internacional
de Pesquisa no Cancer (IARC), pertencente a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), o cancer de pulméo é o terceiro tipo mais prevalente de cancer, tanto que
em 2012 foram registrados mais de 1,5 milhdo de mortes. A expectativa para os
préximos cinco anos € que a doenca mate cerca de 19 milhdes de pessoas. O
Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que, no ano de 2017, o cancer de
pulmao acometera mais de 28 mil brasileiros, com uma razdo de mortalidade de
aproximadamente 90% (FERLAY et al., 2015; INCA, 2016).

A faixa etaria de maior incidéncia de cancer de pulmao é acima de 55 anos,
além de ser a que apresenta também o maior numero de mortes. Esse fato se
associa ao padrao de exposicao cronica, ao longo da vida, aos carcindégenos
ambientais, como a poluigdo; aos carcinbgenos ocupacionais, no caso do amianto e
de hidrocarbonetos policiclicos; e ao tabagismo, tanto ativo como passivo, que se
constitui como a principal causa de cancer de pulmdo. Além disso, fatores
hereditarios, que envolvem alteragdes na forma de metabolizagdo dos componentes
do cigarro, tais como mutagdes no cromossomo 15925, em que dois nucleotideos
mutados afetam a interacdo com a nicotina e aumentam a possibilidade de
desenvolvimento do cancer. Matakidou et al. (2005) chegaram a conclusdo que
existe um forte componente familial no cancer de pulmao e que é superior ao fumo

passivo. Ainda, evidéncias apontam que pessoas com cancer de pulmao tém maior
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chance de desenvolvimento de outros tipos de cancer (FERLAY et al., 2015;
CONSONNI et al., 2010, HUNG et al., 2008; MATAKIDOU et al., 2005)

O estilo de vida desempenha um papel importante no desenvolvimento desse
cancer. Uma alimentagao rica em carnes, embutidos e derivados aumentam a sua
possibilidade, enquanto habitos alimentares envolvendo consumo de frutas e
verduras, especialmente verduras cruas escuras, diminuem essa possibilidade. Além
disso, foi encontrada associagdo entre a ativagdo da transcriptase telomerase
reversa (TERT) durante processos inflamatérios e a ocorréncia do céancer de
pulm&o, indicando uma influéncia pré-oncogénica de fatores enddégenos, como a
inflamacédo, que promove agressdo celular prolongada e colabora com o
desenvolvimento da patologia (DE STEFANI, 2009; BALDER et al., 2005; BRENNER
et al., 2010).

A alta letalidade do cancer de pulmao se relaciona a fisiopatologia da doencga,
que é insidiosa e produz sintomas pouco especificos, acarretando em diagndstico
tardio. O sintoma inicial é a tosse; essa evolui e se agrava para dispneia, ocorrendo
perda de peso, que é um sinal caracteristico da doenca (KUMAR et al., 2014).

Dos cénceres de pulmao existentes, o de células ndo pequenas € o0 mais
prevalente, 86% dos casos, e € um tipo de cancer que apresenta pouca metastase,
sendo menos responsivel aos tratamentos cirurgico, quimioterapico e radioterapico
(KUMAR et al., 2014). O tratamento cirargico mostra um sucesso de 48%, quando o
diagndstico é precoce e a doenga é localizada. No entanto, apenas 15% dos casos
apresenta doenca localizada e € elegivel para tratamento cirurgico, levando-se em
consideracao, para isso, a idade dos pacientes, em fungdo das comorbidades, como
hipertensdo e diabetes, que aumentam o risco cirurgico (KUMAR et al., 2014;
RAMALINGAM et al., 2011; BEIUNEN E SCHELLENS, 2004).

O principal esquema quimioterapico utiliza derivados de platina (cisplatina e
carboplatina), conjugados com o etoposideo, sendo frequentemente associado com
a radioterapia. E importante ressaltar que a radioterapia parece encurtar a sobrevida
dos pacientes (FRANCA et al., 2011; JUNIOR, 2012).

Pesquisas cientificas no tratamento do cancer estdo voltadas para o
desenvolvimento de terapias ditas biolégicas, que atuem em receptores e enzimas
iniciadores ou perpetuadores do processo neoplasico, de forma a se restaurar vias
metabdlicas inibidas, como a apoptose, ou mesmo inibir a atividade de enzimas pro-

oncogénicas, como a tirosinase. As pesquisas abrangem também terapias
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especificas com agao no DNA e RNA. Segundo informagdes do Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos, estdo sendo conduzidos cerca de 464 ensaios clinicos
dessa natureza (MOREIRA; ENG, 2014; NIC, 2016; ROSELL; KARACHALIOU,
2015).

Nesse contexto de investigacao cientifica, a proteina sericina, extraida do
casulo do bicho-da-seda (Bombyx mori), apresenta algumas caracteristicas
biolégicas de interesse, que revelam seu potencial uso no tratamento do cancer de
pulmao, tais como: atividade antitirosinasica; antitumoral; antiapoptotica, em casos
de agressao celular primaria; pré-apoptética, em casos de carcinogénese ja
estabelecida; e capacidade de interromper o ciclo celular de células cancerosas de
célon intestinal. Ademais, apresenta baixa citotoxicidade em células normais,
capacidade de regulacdo da intensidade da inflamagao e efeito protetor na célula
contra a peroxidagao lipidica e o estresse oxidativo (CAO; ZHANG, 2015;
ZHAORIGETU et al., 2001; DASH et al., 2008a, b; KATO et al., 1998; KAEWKORN
et al., 2012; CHLAPANIDAS et al., 2013).

A sericina, juntamente com a proteina fibroina, s&o constituintes do casulo de
seda e sao sintetizadas pela glandula da seda das lagartas de B. mori. A fibroina é
bastante utilizada na industria de fiagdo, na producao de diversos tipos de tecidos de
seda; entretanto, a sericina, que compreende 20-30% do peso total do casulo
(SASAKI et al.,, 2000), ndo é aproveitada, sendo frequentemente descartada.
Ultimamente, a industria cosmeética tem a utilizado devido as caracteristicas
hidratantes, antirrugas e hipoalérgica, além de promover a reepitelizagdo em
queimaduras (MONDAL et al., 2007; BERARDESCA et al., 2015; ARAMWIT et al.,
2013; KATO et al., 1998).

Assim, considerando que o cancer de pulmio de células ndo pequenas é o
carcinoma pulmonar mais comum e apresenta baixa resposta aos tratamentos
disponiveis, € necessario o desenvolvimento de pesquisas com 0 uso de novos
agentes com potencial antitumoral e antioncogénico. Este estudo, entdo, se propés
a investigar os efeitos antitumorais da sericina em cultura de células ndo pequenas.
Se os efeitos do uso da sericina em outros tipos de cancer puderem ser
reproduzidos na linhagem de carcinoma de pulmao de células ndo pequenas, isso
representara uma descoberta capaz de fomentar estudos posteriores com animais
experimentais e ensaios clinicos, e resultar em tratamento complementar, com

reflexos positivos na sobrevida e qualidade de vida dos pacientes.
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OBJETIVOS

Geral

Analisar o potencial efeito antitumoral da sericina em linhagem celular de

cancer de pulmao de células ndao pequenas.

Especificos

Avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de sericina na viabilidade e na
apoptose das células ndo pequenas;

Verificar os efeitos da sericina na necrose das células cancerosas de pulmao;

Avaliar a agao da sericina na migragao das células ndo pequenas de cancer

de pulmao.
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REVISAO GERAL DE LITERATURA

Este estudo abordou temas nas areas de patologia, epidemiologia, saude
publica, sericina, entre outros diretamente relacionados a esses. Objetivando
otimizar a forma de apresentagcido, procurou-se organizar este item em tdpicos,

apresentados a seguir.

CANCER DE PULMAO
Incidéncia e Fatores de Risco

De acordo com o ultimo levantamento global do cancer, o GLOBOCAN, o
cancer de pulmao matou 1,59 milhdes de pessoas em 2012, sendo 1,09 milhdes de
homens e 491 mil mulheres. E o terceiro tipo de cancer mais comum em paises
desenvolvidos e o primeiro em regides em desenvolvimento, com 758 mil e 1,06
milhdes de casos, respectivamente. Com 384 mil novos casos em 2012, o
continente Americano € o terceiro com mais numero de casos no mundo. As taxas
mais altas de cancer de pulmao, para 100.000 pessoas, sao de 176,9 para os
homens e 91,7 para as mulheres, e ambas sao registradas em individuos da racga
negra residentes nos Estados Unidos. A tendéncia para 2030 é que o cancer de
pulmao crescga entre as mulheres e diminua entre os homens. No Brasil, a estimativa
feita pelo INCA, valida para o ano de 2017, € de que ocorrerdao mais de 16 mil novos
casos de cancer de pulmdo entre homens e mais de 10 mil novos casos entre
mulheres, totalizando mais de 28 mil novos casos (BRAY et al., 2012; FERLAY et
al., 2015; INCA et al., 2016).

O habito tabagico € o principal causador de cancer de pulméao e corresponde
de 85% a 90% dos casos. Existem cerca de 40 substdncias que sao potenciais

causadoras de cancer no cigarro comum, no qual a concentracdo de alcatrao e
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nicotina tem forte relagcdo com a carcinogénese. O risco aumenta de acordo com os
habitos do fumante, tais como: numero de cigarros por dia - pessoas que fumam um
e dois magos de cigarro por dia apresentam um risco de dezessete e sessenta e
quatro vezes maior, respectivamente, em comparagdo com aquele nunca fumou;
grau de inalagao; e o uso de cigarros sem filtro. Deve-se considerar, ainda, a idade
de inicio do habito e o tempo de fumo, que se relacionam com o risco de
desenvolver uma neoplasia pulmonar (PORTER; KAPLAN, 2011).

Para pessoas que ja fumaram, a taxa de risco é mais alta, independente da
cessacao do habito. Nao obstante, € possivel se diminuir o risco, ainda que nao
exista possiblidade de retornar ao risco da populagdo que nunca fez uso do tabaco.
Calcula-se que um tempo de abstinéncia em torno de 30 anos seja necessario para
que a taxa de risco seja rebaixada para 2,0, o que representaria para um ex-fumante
o dobro de chance de desenvolver cancer de pulmdo na comparagdo com a
populagdo que nunca fumou. Cachimbos e charutos também aumentam o risco de
desenvolver esse cancer; porém, em menor escala na comparagdo com o cigarro. A
fumaca do cigarro tem a tendéncia de ser inalada muito mais profundamente e por
mais tempo do que a fumacga produzida pelo tabaco, utilizado em cachimbos e
charutos; o que influencia as taxas de neoplasia pulmonar (LEE et al., 2010).

Drogas ilicitas, como a maconha, séo tidas também como causadoras de
cancer pulmonar, mas o potencial real dessas drogas ainda néo foi elucidado, uma
vez que seu uso € menos comum e, por vezes, ilicito (ALDINGTON et al., 2008).

O fumo passivo também é fator de risco para o cancer de pulmé&o. A inalagao
involuntaria da fumaca do cigarro, proporcionada pela exposicdo em ambientes
fechados, aumenta o risco de desenvolvimento do adenocarcinoma, um subtipo de
cancer de pulméo de células ndo pequenas (LEE et al., 2010).

Existem outras substancias ambientais causadoras de cancer de pulméo,
normalmente relacionadas a ocupag¢ao, como o raddnio, os asbestos, o arsénio, o
berilio, o cadmio, o cromo, o niquel, o cloreto de vinil e os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), que sao classificados pela Agéncia Internacional para
Pesquisa de Cancer (no inglés, IARC) no grupo | como carcindbgenos conhecidos na
génese do cancer de pulmao. Os principais agentes causadores de cancer de
pulmao relacionados ao trabalho sdo os asbestos para os homens e os

hidrocarbonetos policiclicos para as mulheres. As ocupagdes que demonstram mais
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forte correlagcdo com o aparecimento de cancer de pulmdo em homens sdo: a
industria de base com materiais nao férreos, a olaria e a industria da ceramica. Entre
as mulheres, as ocupacgdes que demonstraram maior incidéncia de cancer foram
aquelas relacionadas a lavanderia e a limpeza a seco. Em torno de 9% dos homens
e 2 % das mulheres que desenvolveram céancer de pulmdo tiveram exposicdo a
carcindgenos em suas atividades ocupacionais como fatores determinantes da
neoplasia pulmonar (CONSONNI et al., 2010).

O radbnio, mencionado anteriormente, € um gas derivado de minério
radioativo de uranio e de radio, especialmente o uranio-238 e o radio-226, que lesa
as células pulmonares por meio da radiacdo a que emite. Seu risco esta relacionado
a ocupagdes envolvendo atividades de mineragdo, mas também ao solo e a agua
consumida pelos habitantes de certas regides com alta concentragdo desses
componentes radioativos no solo. No caso dos asbestos, a lesdo pulmonar é
causada por fibras microscopicas desse material. As ocupagdes normalmente
relacionadas com a exposi¢ao ao amianto envolvem lojas de automoveis, estaleiros,
minas e fabricas téxteis e de cimento. A exposicdo aos asbestos aumenta mais de
cinquenta vezes o risco de desenvolvimento de cancer de pulmdao em um fumante.
Estima-se que lesdes pulmonares decorrentes da exposi¢cao ocupacional ao amianto
permanec¢am durante cerca de 25 a 40 anos, periodo que representa o advento da
neoplasia pulmonar (RIDGE et al., 2013).

O arsénico, também relacionado as atividades de mineragéao, é resultado da
volatizagdo de minérios de estanho, combinado com cobre, chumbo e zinco. E
bastante utilizado em agrotoxicos, podendo estar presente no ar, no solo, na agua e
nos alimentos. A exposicdo ao arsénico aumenta o risco de um fumante em
desenvolver cancer de pulmao, para além do risco ja proporcionado pelo cigarro. O
cadmio, que esta presente na industria de plasticos, bateria e pigmentos, aumenta o
risco de cancer de pulméo, assim como o cromo, que é utilizado na fabricagao de
cimento, borrachas e tintas, e o cloreto de vinil que é utilizado pela industria da
ceramica. Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) estdo presentes no
cigarro, na industria do aluminio, do ago e do estanho (CONSONNI et al., 2010;).

O tabagismo pode levar a outras doencas, antes de provocar o cancer de
pulm&o, como a doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Por causa de sua

acgao agressiva nas células pulmonares, o tabagismo produz uma inflamagéo que se
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torna crénica com o uso continuo do cigarro. A inflamagao tem sido apontada como
tendo papel central na carcinogénese de pulm&o, por aumentar as mutagdes
geneéticas, promover sinalizagdo antiapoptética e aumentar a angiogénese. A
subunidade h5p15 da telomerase transcriptase reversa (no inglés, TERT) e a
subunidade 6p21 do complexo principal de histocompatibilidade (no inglés, MHC),
mostraram forte correlagdo com a promogao de respostas inflamatérias precursoras
do cancer de pulmao. A existéncia de uma doenca pulmonar inflamatéria de base,
como a DPOC, a asbestose, a silicose e a fibrose pulmonar, aumenta em quatro
vezes o risco de neoplasia pulmonar (BRENNER et al., 2010; CONSONNI et al.,
2010).

A dieta também desempenha papel importante na prevengéo e na génese do
cancer de pulméo. Verifica-se que existe uma relagcdo inversamente proporcional
entre o consumo de frutas e verduras de coloracido verde e amarela e a ocorréncia
do cancer de pulmao. O risco aumenta quando esses alimentos nao sao incluidos
na dieta, sendo que esse efeito parece estar associado a presenga das vitaminas A
e E, do isotiocianato e selénio, que tém acdo antioxidante e apresentam acgao
preventiva para o cancer de pulmao. No entanto, esse efeito protetivo ndo apresenta
protecao crescente conforme a quantidade consumida de vitaminas, sendo que a
suplementagcao com betacaroteno, de fato, colabora com o aumento da incidéncia
de cancer de pulmao. Um estilo de vida que envolve o consumo de gordura animal,
de carne, especialmente a suina, de carne processada e seus derivados, aumenta a
incidéncia do cancer de pulmao (BALDER et al., 2005; DE STEFANI et al., 2009;
MOLINA et al., 2008).

O risco de desenvolver cancer de pulmdo de pequenas células e
adenocarcinoma € maior em mulheres do que homens, o que pode estar associado
ao papel do estrdgeno como agente pro-oncogénico, as variacbes de género
existentes na metabolizacdo dos componentes do cigarro, especialmente nas
enzimas do citocromo P-450. A maiores taxas de incidéncia e de mortalidade por
cancer de pulméao sao encontradas entre homens afro-americanos. Essa predilegcao
esta associada aos habitos alimentares, com maior consumo de gorduras, maior
utilizacao do tabaco e uma possivel diferenca na metabolizagcdo dos componentes
do cigarro. A sindrome da imunodeficiéncia humana apresenta associagédo com o

desenvolvimento do cancer de pulm&o. O fumo, no entanto, desempenha papel
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fundamental, apesar do risco trazido pela prépria doenca, no desenvolvimento da
neoplasia pulmonar (BRAY et al., 2012; GOLDMAN; AUSIELLO, 2011).

O cancer de pulmao possui predilecdo hereditaria e familial, sendo que o risco
no seu desenvolvimento aumenta em seis vezes, caso exista histérico de neoplasia
pulmonar entre parentes de primeiro grau. Isso pode estar relacionado a exposigao
a doses cronicas de fumo passivo, mas existe predisposicdo que aponta para
herangca génica. Genes precursores da enzima p53, que esta envolvida em
processos de reparo do DNA e na morte celular; da enzima p450 envolvida na
metabolizagdo dos componentes do cigarro e da enzima detoxificadora glutationa —
S - transferase p, estdo relacionados a carcinogénese pulmonar. Foi apontado,
também, que polimorfismos nos nucleotideos rs1051730 e rs8034191 do
cromossomo 15025 apresentam forte predilecao pela nicotina e aumentam o risco
da doencga cancerosa pulmonar quando acontece a exposicao tabagica. Condicdes
hereditarias epigenéticas de metilagao de genes, como o p716, 0 RAR-3, 0 RASSFIA,
a metilguanina-metil-transferase e a proteina quinase associada a morte (DAP-
quinase), encontrados no cancer de pulmao de células ndo pequenas diminuem a
funcdo de genes supressores de tumor, colaborando para proliferagao
descontrolada das células (JACKMAN; JOHNSON, 2005; HUNG et al., 2008).

Classificagao

Clinicamente, o cancer de pulmao é classificado, com base na responsividade
a quimioterapia e capacidade em promover metastases, em: pequenas células, com
grande responsividade ao tratamento quimioterapico e capacidade em promover
metastases; e células nao pequenas, que metastatizam menos e apresentam pouca
resposta ao tratamento quimioterapico (KUMAR et al., 2014).

Existe também a classificagdo baseada no tipo histolégico proposta em 1924
por Marchesani, a qual divide o cancer de pulmao em: adenocarcinoma; carcinoma
de células escamosas; o carcinoma de pequenas celulas; e carcinoma de grandes
células (Figura 1) (TARANTINO, 2002).

Ressalta-se que 13% dos canceres de pulmdo em homens sdo do tipo
carcinoma de pequenas células e 87% de células ndo pequenas. Com relagcédo ao
cancer de pulmao de células ndo pequenas, o adenocarcinoma responde por 37%

dos casos, o carcinoma de células escamosas por 32%, e o carcinoma de células
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grandes por 18%. Entre mulheres, o cancer de células ndo pequenas representa
82% dos casos, sendo 47% de adenocarcinomas, 25% de carcinoma de células
escamosas e 10% de carcinoma de pequenas células. Nas mulheres, o cancer de
pequenas células representa 18% dos casos de cancer de pulmao (KUMAR et al.,
2014).

O carcinoma de células escamosas esta intimamente relacionado ao
tabagismo. A principal caracteristica desse subtipo de cancer de pulmdo é a
presenga de queratinizagcdo e de pontes intercelulares (Figura 1 e 3). Tais
caracteristicas podem ser observadas com facilidade nos tumores bem
diferenciados, e apenas focalmente em tumores mal diferenciados nos quais a
atividade mitotica tende a ser maior. Existe uma forte tendéncia de migracdo dos
carcinomas de células escamosas para a periferia do pulm&o. Entre todos os tipos
de cancer de pulméo, o carcinoma de célula escamosas € 0 que apresenta a maior
frequéncia de mutagdes p53, assim como uma expressao acentuada do receptor do
fator de crescimento epidérmico (no inglés, EGF) que ocorre em 80% dos

carcinomas de células escamosas. (PETERSEN, 2011).

Figura 1. Variantes histolégicos de carcinoma de pulm&o. A, Adenocarcinoma; magnificagdo mostra
fator de transcrigéo tirdideo detectado por imunohistoquimica. B, Carcinoma de células escamosas
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bem diferenciado mostrando queratinizagao (seta). C, Carcinoma de células pequenas. Existem ilhas
de pequenas células profundamente basofilicas e areas de necrosis. D, Carcinoma de células
grandes. As células tumorais sao pleomorficas e ndo mostram evidéncias de diferenciagdo escamosa
ou glandular (KUMAR et al., 2014).

O adenocarcinoma € um tipo de cancer com diferenciagao glandular, podendo
apresentar produgao de mucina em 80% das células tumorais. Observa-se, por esse
motivo, de maneira focal ou difusa estruturas acinares ou papilares nos tecidos
adenocarcinomatosos. Existem varios padrdes de crescimento apresentados pelos
adenocarcinomas, 0s quais podem ser puros ou mistos, a saber: padrao acinar,
papilar, bronquioloalveolar e sélido. As lesdes iniciadoras do processo oncogénico
tendem a ser menores e estarem localizadas na periferia pulmonar. O
adenocarcinoma esta algumas vezes associado a areas de cicatrizagado e tende a
metastatizar mais rapido que os outros tipos de cancer de pulmao de células nao
pequenas. E provavel que o adenocarcinoma pulmonar surja de uma hiperplasia
adenomatosa (Figura 2) que progride para o carcinoma bronquioloalveolar o qual
mais tarde se transforma em adenocarcinoma invasivo. O tumor apresenta padrao
de crescimento lepidico, sem destruicdo da arquitetura alveolar (WARTH et al.,
2013).

Ultra estruturalmente os carcinomas bronquioloalveolares sdo formados por
um grupo heterogéneo de células: células brénquicas secretoras de mucina, células
da Clara ou, ainda, Pneumocitos do tipo Il. Podem se apresentar na forma de nédulo
solitario ou como multiplos nédulos, ou até mesmo todo um lobo estar consolidado
pelo tumor, se assemelhando a uma pneumonia lobar. Essas lesdes apresentam
uma maior probabilidade de serem curadas por meio de cirurgia. O adenocarcinoma
bronquioloalveolar, ao contrario dos outros tipos de cancer de pulméao
metastatizante, tendem a matar por sufocamento, em virtude de seu padrdo de
disseminagao (KUMAR et al., 2014; HAMMERSCHMIDT; WIRTZ, 2009).
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Figura 2. Células de um adenocarcinoma em um esfregaco de escarro (GOLDMAN et al.,
2011).

O carcinoma de pequenas células apresenta extrema malignidade e tipo
histologico bem definido com células epiteliais pequenas com formato arredondado,
oval ou fusiforme, possuindo citoplasma escasso, bordos mal definidos, cromatina
nuclear em padrao de sal e pimenta e nucléolos ausentes ou inconspicuos. Seu
tamanho tende a ser menor que o de linfocitos em repouso. O crescimento celular é
acentuado, ocorrendo de forma desordenada, sem definicdo tecidual, sendo
bastante frequente e extensa a presenca de necrose. A microscopia eletronica
revela granulos neurosecretores semelhantes aos encontrados nas células
argentafins neuroenddcrinas do epitélio bronquico do feto e neonato (KUMAR et al.,
2014; TARANTINO, 2002).

Os carcinomas de pequenas células apresentam relagdo estreita com o
tabagismo e ocorrem tanto na porgao central como na periferia do pulmao. Sao os
tumores mais agressivos, ndo apresentam fase pré-carcinogénese, metastatizam
amplamente e raramente sdo curados por meios cirurgicos. Os genes supressores
de tumor p53 e RB frequentemente estdo mutados, e em 90% dos tumores ocorre
intensa expressdo do gene antiapoptotico Bcl-2, enquanto o gene pro-apoptoético
Bax é hipoexpresso (JACKMAN; JOHNSON, 2005).
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Figura 3. Diagndstico citolégico de cancer de pulmdo. Uma amostra de escarro mostra uma
coloragdo alaranjada, carcinoma de células escamosas queratinizado com nucleo
hipercromatico proeminente (seta maior). Note o tamanho das células tumorais comparado
com neutrdéfilos normais (seta menor) (KUMAR et al., 2014).

O carcinoma de grandes células € um tipo de tumor epitelial altamente
indiferenciado, que nao apresenta semelhancga histolégica com nenhum dos outros
tipos de cancer de pulmao. Apresenta células com grandes nucleos e quantidade
moderada de citoplasma. Provavelmente os carcinomas de grandes células tenham
origem em carcinomas prévios de células escamosas e adenocarcinoma que se
tornaram tao indiferenciados, que ndo podem ser mais reconhecidos, pois ultra
estruturalmente, diferenciagcbes escamosas ou glandulares podem ser encontradas.
Entre as variagbes histologicas, esta a variante de carcinoma neuroendocrino de
células grandes, com organizagdo em ninhos organoides, trabeculares, tipo-roseta e
palicada. O carcinoma compartilha esta semelhanca de variagdo com as alteracbes
moleculares do carcinoma de pequenas células (PETERSEN, 2011; KUMAR et al,
2014).

Fisiopatologia

O cancer de pulméo é o resultado de um processo que inclui hiperplasia de
células pulmonares, displasia, e carcinoma in situ. As alteragbes genéticas

promovidas pelo cigarro promovem a perda do controle do crescimento celular.
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Ocorre ativagcado de genes “janus” como o p53, que apresentam atividade normal na
célula até o momento em que carcinbgenos como os do cigarro levam a mutagdes
que lhe conferem fung¢des carcinogénicas. O agente agressor celular leva a perda de
funcdo de alguns genes responsaveis por impedirem 0s processos oncogénicos e
promoverem o controle da proliferacdo celular. O fator de crescimento epidérmico
humano, localizado no cromossomo 17, presente também em carcinomas invasivos
de mama; esta frequentemente ativado nos cénceres de células ndo pequenas
predizendo uma sobrevida bastante curta quando sua expressao se mostra
aumentada em adenocarcinomas. O Bcl-2, que codifica uma familia de proteinas
antiapoptoticas esta frequentemente ativado nos cénceres de pulmao,
especialmente no cancer de pulméo de pequenas células. O gene p53 codifica uma
proteina celular que controla a divisao celular, funcionando como um verificador de
qualidade, capaz de interromper a divisdo celular quando o DNA apresenta danos.
Porém quando mutado, na maioria das vezes em consequéncia do tabagismo, a
verificagcdo n&o € mais realizada resultando na perpetuagdo de mutagdes génicas
através das células filhas (KROEMER et al., 1995).

O p53 encontra-se mutado em 50% dos canceres de pulmao de células nao
pequenas e em torno de 80% dos canceres de pulmao de pequenas células. Ocorre
estimulagdo paracrina e por vezes autdcrina de fatores de crescimento, que
contribuem para a proliferacdo celular de células cancerosas como o peptideo
liberador de gastrina (GRP), envolvido em muitos casos de cancer de pulméo de
pequenas células; o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) e o
fator de crescimento de hepatdcito. O receptor do fator de crescimento epidérmico,
uma tirosina-quinase, € por vezes superexpresso pelo oncogene c-erB-1. Esta
situagdo é bastante comum no cancer de pulmao de células ndo pequenas, e leva
um aumento consideravel na proliferacdo de células neoplasicas (MOLINA et al.,
2008; KROEMER et al., 1995).

Manifestagoes Clinicas

O cancer de pulméao é silencioso, ndao provoca dor, até 0 momento em que
orgaos vizinhos sdo acometidos por contiguidade ou por metastase. Isso se deve
principalmente ao fato de que o pulmdo n&o contém receptores para dor
(HAMMERSCHMIDT; WIRTZ, 2009).
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O diagndstico geralmente é acidental, ocorrendo quando o paciente vai ao
servigo de saude por outras razdes. Os sinais e os sintomas comuns do cancer de
pulmao, ainda que nao especificos para esse tipo de cancer, sdo a anorexia, a
perda de peso, a fadiga, a anemia e a febre. Os pacientes, no entanto, apresentam
sinais e sintomas que podem estar relacionados diretamente ao fenbmeno de
crescimento tumoral. Esses sinais e sintomas podem ser locais, como invasao e
obstrugao brénquica, podem estar relacionados a disseminagao contigua regional do
tumor, outros estéo relacionados a metastases distantes, existindo também os sinais
e sintomas atribuiveis a sindromes paraneoplasicas (TARANTINO, 2002).

O sintoma mais comum causado por crescimento tumoral localizado é a tosse
que esta presente na maioria dos casos, embora ja seja comum em fumantes e
pacientes com DPOC. Pode ocorrer, ainda, hemoptise, dispnéia e sibilos quando
ocorre ulceragao ou obstrugao da luz brénquica, o que pode levar a pneumonia pos-
obstrutiva com lesbes cavitarias, ocasionando a formacdo de abscessos
pulmonares. Em casos em que a caixa toracica € acometida, os pacientes
experimentam, como sintoma preditivo, dor toracica grave. Pode acontecer disfagia,
por compressao do eséfago, rouquiddo, pela compressdo do nervo laringeo
recorrente; e hemiparesia ou hemiparalisia de um membro superior, causada pela
compressdo do plexo braquial. Quando os tumores estdo localizados no apice
pulmonar, pode ocorrer sindrome de Horner pela compressao de nervos simpaticos,
que levam a miose pupilar, a ptose palpebral,e a anidrose em um lado da face. Pode
haver também derrame pleural, derrame pericardico, insuficiéncia cardiaca, arritmia
e disseminacdo linfatica pelos pulmdes, causando dispneia e hipdxia
(HAMMERSCHMIDT; WIRTZ, 2009).

Nos casos de disseminacado extratoracica do tumor, a metastase dssea é
observada em 30% a 40% dos pacientes, especialmente em vértebras, costelas e
ossos da pelve, nos quais a dor é um sintoma preponderante. ocorrer E possivel
ocorrer também metastases hepaticas produzindo sintomas como fadiga e perda de
peso, metastase adrenais, podendo haver dor; metastase cerebral causando
nauseas, vOmito, dores de cabecga, convulsdes, confusdo e alteracdo de
personalidade, além de sinais e de sintomas especificos relacionados a area afetada
pela doenca metastatica (RIIHIMAKI et al., 2014).
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Dentre as sindromes paraneoplasicas mais comuns, estdo as sindromes
enddcrinas que produzem secregdo inapropriada do horménio antidiurético,
horménio adrenocorticotréfico, da gonadotrofina coribnica humana, da prolactina,
gastrina, hormdnio do crescimento, o fator de crescimento semelhante a insulina e a
calcitonina. Embora sejam raras, as sindromes paraneoplasicas neurologicas podem
acontecer no cancer de pulmao, especialmente no cancer de pulmédo de pequenas
células, e incluem a encefalopatia limbica, a degeneragéo cerebelar, a neuropatia
sensorial subaguda, a neuropatia autondmica e a neurite optica. Existem, ainda, as
sindromes esqueléticas, que incluem baqueteamento digital e osteopatia pulmonar
hipertréfica, e as sindromes hematolégicas, com hipercoagulagédo, tromboflebite

migratoria e endocardite trombadtica (KANAJI et al., 2014).

Diagnéstico e Estadiamento

No momento do diagnostico, a anamnese € o primeiro passo na busca das
causas dos sintomas, e fatores como o habito tabagico, a idade do paciente, a
exposicao a carcinégenos ambientais, histérico familiar de cancer e historico de
doenga infecciosa pulmonar devem ser levados em consideragdo. O diagnostico
preciso do cancer de pulméo é feito com exame citoldégico de amostras de tecidos,
que podem ser obtidos via bidpsia, escarro, lavado brénquico, escovagao brénquica,
lavado broncoalveolar e aspirado brénquico e alveolar por meio de agulha. O exame
citopatologico (Figuras 2 e 3) permite identificar o tipo histologico do cancer, o que
ird influenciar a terapia a ser utilizada. Entretanto, os exames por imagem sao
normalmente a primeira linha de contato com a alteragdo brénquica, ndo sendo
eficazes para diagnosticar de forma diferencial o carcinoma pulmonar, muito embora
a tomografia por emisséo de pdsitrons (PET) consiga proporcionar a formulagéo da
hipotese de carcinoma pulmonar de maneira satisfatoria. A analise citologica
apresenta sensibilidade de 80% para lesdes centrais e quando utilizadas trés ou
mais amostras esta sensibilidade atinge quase 90%. Ja a bidpsia aspirativa com
agulha fina consegue geralmente uma correlagao de detecgao de 85% dos canceres
de pulmao (MOLINA et al., 2008).

Com a identificagao da neoplasia, procede-se o estadiamento TNM (Figura 4),
mundialmente aceito para o cancer de pulmao de células ndo pequenas, no qual T &

o tamanho do tumor, N o envolvimento dos linfonodos regionais e M a presenca de
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metastases distantes. No caso do cancer de pulm&o de pequenas células, o
estadiamento apresenta apenas duas categorias: doenga limitada ou doencga
extensa, sendo essa ultima geralmente associada a estados metastaticos (IELCAP
et al., 2006; SIMOES et al., 2008).

A radiografia toracica possui pouco valor na definigdo do estagio do cancer de
pulm&o, ndo sendo segura para deteccao de linfoadenopatia hilar ou mediastinal. A
tomografia computadorizada é util para identificar linfonodos metastaticos do hilo do
mediastino, figado e glandulas adrenais, porém n&o possui capacidade de
diferenciagao, mostrando apenas o alargamento linfonodal. Embora seja preditivo de
metastase, o alargamento linfonodal ndo é fator absoluto pois linfonodos de
tamanho normal tém 8% a 15% de probabilidade de ter doenga metastatica. A PET
se mostra mais sensivel que a tomografia comum com especificidade e valor
preditivo negativo de 96%, se constituindo em exame de imagem de escolha no
estadiamento e acompanhamento do cancer de pulmao (JACKMAN, JOHNSON;
2005).

Tratamento

O tratamento do cancer de pulmao é baseado no tipo histoldgico e no estagio
em que a neoplasia pulmonar se encontra (Figura 4). As terapias mais utilizadas sao
a cirargica, a quimioterapia e a radioterapia (JUNIOR, 2012).

Nos estagios | e Il do cancer de pulméao de células ndo pequenas, a cirurgia €
o tratamento de escolha. E necessario, entretanto, exame fisico e avaliagdo
imagiologica e citolégica adequadas para garantir a ressecg¢ao do tumor. Testes de
funcdo pulmonar volume expiratério forcado em 1 segundo (VEF1), de capacidade
de difusdo pulmonar do monodxido de carbono (DLCO) e analise gasométrica
sanguinea mostrardo qual tipo de cirurgia € a mais eficaz (pneumonectomia,
lobectomia, ressec¢gdo em cunha ou segmentectomia). Baixos valores de VEF1 e
DLCO predizem mortalidade acentuada. Ainda outros fatores, como a existéncia de
comorbidades, devem ser avaliados antes do processo cirdrgico (SIMOES et al.,
2008).

A quimioterapia tem indicagéo nessa fase de modo complementar e se baseia
na administragdo de cisplatina 120 mg/m? a cada quatro semanas com etoposideo,

100 mg/m?, vinorelbina, 30 mg/m? semanalmente, vinblastina, 4 mg/m?
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semanalmente ou vindesina, 3 mg/m? semanalmente. A administracdo de
quimioterapia adjuvante se mostrou pouco efetiva na sobrevida dos pacientes. O
tratamento com anticorpos monoclonais ndo foi consistentemente benéfico. A
radioterapia ndo tem indicagao nos estagios | e Il, e quando os pacientes ndo podem
realizar ressecgao cirurgica, a radioterapia pode ser utilizada visando a cura da
doenca. Nesse caso, a sobrevida desses pacientes para cinco anos varia entre 10 e
20% (FRANCA et al., 2011; JUNIOR, 2012).

No estagio Ill, quando ainda ha possibilidade de ressec¢cdo e cura, o
tratamento cirdrgico ndo apresenta tanta eficacia quanto a obtida nos estagios | e Il,
pois o risco de metastase escusa € alto. Nesses casos, uma terapia combinada
(quimioterapia e radioterapia) € utilizada antes e apds o tratamento cirurgico
(JUNIOR, 2012).

Nos estagios llIA e llIB, a doenga pode atingir um patamar no qual a cura ndo
€ mais possivel. A radioterapia toracica pode ser utilizada para alivio dos sintomas
toracicos sem influéncia positiva significativa na sobrevida para 5 anos. Quando a
doenga se encontra nesse estagio, utiliza-se uma terapia combinada (radioterapia e
quimioterapia) que aumenta a sobrevida em 5 anos para 7% a 19%. Nao obstante, a
terapia combinada aumenta em 5 vezes os efeitos colaterais, do quais o mais
proeminente € a esofagite. Novas formas de tratamento com terapias de alvo
molecular e enzimatico, ou que utilizam liberagdo seletiva e gradual de
quimioterapicos em alvos especificos, tém sido bastante estudadas, com propdsito
de reduzir a toxicidade do tratamento ao cancer. Tratamento envolvendo inibidores
da tirosinase-quinase EGF tem mostrado resultados promissores em relagdo a
quimioterapia tradicional, embora de maneira discreta. O Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos contabiliza que estejam sendo conduzidos atualmente
mais de 460 ensaios clinicos, na busca de novas substancias para tratamento do
cancer de pulmao de células ndo pequenas (JUNIOR, 2012; MOREIRA; ENG, 2014;
NIC, 2016; ROSELL; KARACHALIOU, 2015).
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ESTADIAMENTO DO CANCER DE PULMAO
Estadio Tumor Linfonodo Metastase Descricio Garal
CANCER PULMONAR DE CELULAS NAD PEQUEMAS*

LOCALIZADO

14 Tl MO Mo Tumor 718 < 3 cm, circundads por pulman ol pewra; nenhum
turmor mals prowima gue o branguin inbar

IB T2 MO MO Tumor T2: = 2 cm, envalvendo o brénguic principal = 2 cm distal

da carina, invadindo o pleura; a atelectasia cu pneumaniie se
estende para o hile, mas ndo para o pulmao inteiro

1} T1 M ] M1 erwnid mento cos Iinfonodns peribranquicos [petareris oo
hitzras e dos linfonodos infrapuimonares por extensan direta

LOCALMENTE AVANCADO
[]z] T2 M Mo Tumior T3: invasdc da parede toracica, diafragma, peura
T3 MO i E] mediastingl, percardio e do brénguie prindplal, distalmente a
rarina < 2 o atelectasia oo preumonites de odo o pulmao
& T M2 1] M2 erwohdmento doc linfonodos mediastinais ipsilaterais ou
T2 Mz ] subcarinais
L Pl Min
T3 M2 rAD
ne CQuelguer T M3 v} h3: ervohimento dos linfonodos {pulmonares) contraleterais ou
doz linforodos supraclavioulares
AVANCADC
I8 T4 Guaalguer rAD Tumar T4: invasso do mediastino, coracio, grandes vasos,

traqueia, estifago, corpo vertebral e carina; nddulos tumerais
separados; derame pleural maligno
1Ty Duslguer T Gualguer M M1 hielastases distantes

CANCER PULMONAR DE CELULAS PEQUENAS T

Doenca limitada Evidenca de turnor carfinaca ac hemitérax ipsitateral; um Gnics
partal de radiacio pode abrangé-lo
Doenca extensa Tedas as outras doengas, indusive doencas metastaticas

Figura 4. Estadiamento do cancer de Pulmao segundo a escala TNM. (GOLDMAN et al., 2011)

No estagio IV, a doenga encontra-se disseminada e o tratamento € paliativo.
Os quimioterapicos utilizados nessa fase sdo a cisplatina ou carboplatina,
combinada com paclitaxel, docetaxel, gemcitabina, vinorelbina, irinotecano ou
topotecano. A sobrevivéncia para dois anos varia de 10% a 15%. A duracido da
quimioterapia nessa fase € de quatro a seis ciclos, sendo que a radioterapia
apresenta beneficios para os pacientes com cancer de pulmado de células nao
pequenas metastatico na redugédo de sintomas, como a dor éssea (MOLINA et al.,
2008; JUNIOR, 2012).

No caso do cancer de pulmao de pequenas ceélulas, a quimioterapia € o
tratamento de escolha, devido a boa responsividade e a caracteristica de alta
disseminacao dese tipo de cancer. Em 40% dos casos de cancer de pulmao de
pequenas células, a doenga encontra-se no estagio limitado e a quimioterapia e
radioterapia sdo os procedimentos de escolha. A cirurgia no cancer de pulmao de
pequenas células é apenas indicada em 5% dos casos, quando existem ndédulos
isolados, o que nao é caracteristico da maior parte dos canceres de pulmao de

pequenas células. Para a grande maioria dos pacientes a terapia combinada é
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efetiva, sendo utilizada no Brasil e nos Estados Unidos, a associagao de etoposideo
e cisplatina com a radioterapia. Esse tratamento produz uma taxa de sobrevivéncia
de 26% para 5 anos (JACKMAN; JOHNSON, 2005; JUNIOR, 2012)

No estagio extenso do cancer de pulmé&o de pequenas células, a
quimioterapia é o tratamento mais indicado, sendo a associagéo entre o etoposideo
e cisplatina ou carboplatina a mais utilizada. O uso de radioterapia craniana
paliativa € recomendado neste estagio pelas Diretrizes Diagndsticas e Terapéuticas
do Céancer de pulméo no Brasil. Nesse estagio, nenhuma terapia reune evidéncia de

aumento da sobrevida, nem mesmo as terapias de alvo molecular (JUNIOR, 2012)

SERICINA
Sericicultura

Estima-se que a sericicultura tenha se iniciado na China entre os anos 2.850
e 2.650 a.C. A China foi o primeiro pais produtor e exportador mundial da seda,
delineando a famosa rota da seda. Durante muito tempo, uma pena capital era
aplicada para quem retirasse bichos-da-seda da China, porém, entre os anos 200-
300 a.C, aproveitando-se do tumulto politico que circundava o Pais, ovos do inseto
foram contrabandeados para a Coréia, india e Asia Central; e a China perdeu seu
monopolio. Entre os anos 300-400 d.C houve uma nova expansdo no mercado da
seda, tendo como principal produtor o Japdo. Tempos depois, o cultivo da seda foi
ampliado para a Europa. No Brasil, o cultivo da seda se iniciou no século XIX,
durante o reinado de D. Pedro I, com a instauragdo da “Companhia Seropédica
Fluminense”. No Parana, a sericicultura teve inicio em 1932, na cidade de Cambara,
onde, em 1946, surgiu a primeira fabrica paranaense (FEDERICO, 1997; PADUA,
2005)

Atualmente, os principais paises produtores de casulos de seda sao a China,
a India, o Uzbequistdo, o Brasil, a Tailandia, a Republica Islamica do Ird e o Vietna.
No mundo, sdo produzidos anualmente cerca de 563 mil toneladas de casulos
secos, sendo que China e india, em 2014, somaram mais de 90% da producdo
mundial. (CIRIO, 2014).

O Brasil produziu, no ano de 2012, cerca de 3,2 mil toneladas de casulos, dos
quais o estado Parana é o principal produtor, respondendo por cerca de 90% da

producao nacional. No ano de 2011, o Parana contribuiu com 85% das exportacbes
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brasileiras de fios e de subprodutos de seda. Entre os anos de 2013 e 2014, a
sericicultura esteve presente em 181 municipios paranaenses, somando 1.900
sericicultores (CIRIO, 2014; FREDERICO,1997).

A sericicultura € uma atividade agroindustrial que se utiliza da m&o de obra de
pequenos produtores rurais, representando uma importante fonte de renda para as
familias, auxiliando na diminuigdo do éxodo rural e das desigualdades sociais. Além
das caracteristicas socioeconémicas, a atividade apresenta um aspecto ambiental
positivo, devido ao baixo impacto no uso de agrotoxicos que invariavelmente levam
a morte do inseto (BRANCALHAO, 2002; PANUCCI-FILHO; CHIAU; PACHECO,
2011)

O produto final da sericultura, a seda, € uma fibra natural obtida dos casulos
produzidos pelas lagartas do bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera
bombycidae). O casulo protege o inseto das intempéries e de outros
microrganismos, de forma a possibilitar sua metamorfose em mariposa
(FEDERICO,1997).

Esse casulo é constituido principalmente pelas proteinas sericina e fibroina. A
sericina constitui cerca de 25-30% da proteina da seda e envolve a fibroina com
sucessivas camadas adesivas, que ajudam na formagao dos casulos (Zhang, 2002).
Na produgdo de seda bruta, a sericina deve ser removida dos casulos, pelo
processo de degomagem, no qual se utiliza de agua quente (60°C), a fim de
dissolver esta proteina e liberar os fios (fibroina) para a posterior fiagdo (OLIVEIRA,
1996).

Esse processamento gera a cada ano no mundo cerca de 50 toneladas de
residuos que sao constituidos principalmente por sericina. Esses residuos sao
comumente descartados no meio ambiente sem o tratamento adequado (WU, 2006;
ZHANG, 2002).

Sericina

A sericina é uma proteina globular, de estrutura enovelada, amorfa e
randémica, com ocorréncia de folha do tipo beta na sua menor extensdo. E
constituida por 17 aminoacidos dos quais os principais sdo a serina (31%), a glicina
(19,1%), o acido aspartico (17,8%) e a treonina (8,0%). Possui ponto isoelétrico de

cerca de 3,9 e pode ser considerada, de acordo com suas caracteristicas, como



33

uma espécie de cola hidrofilica, por causa de sua propriedade de aderir firmemente
os fios de fibroina (CHEN F. et al., 2012; KATO et al.,, 1998; KODAMA, 1926;
PADAMWAR et al., 2005; ZHANG et al., 2004).

O peso molecular da sericina possui uma grande variagao, de 10 a mais de
400 kDa; entretanto, a estrutura e o peso molecular da sericina variam de acordo
com o método de extracdo e purificagdo. Peptideos de sericina de alto peso
molecular (PM) ou grande sericina apresentam um PM de 191 a 400 kDa, ja os de
baixo PM ou pequena sericina de 61 a 132 kDa. A grande sericina tem sido
investigada para utilizagdo em materiais meédicos, biomateriais degradaveis,
polimeros compostos, biomembranas funcionais, hidrogéis, fibras funcionais e
tecidos; enquanto a pequena sericina tem sido utilizada em cosméticos, incluindo
produtos para cuidados da pele e dos cabelos, pois possui atividade antibacteriana,
€ resistente a radiacao ultravioleta e absorve e libera a umidade facilmente. Ainda, a
sericina foi capaz de produzir aumento nos niveis de hidroxiprolina e hidratacdo das
células epidérmicas, além de diminuicdo da perda de agua transepidérmica
(KAEWKORN et al., 2012; PADAMWAR et al., 2004; ZHANG, 2002).

Varios sao os estudos utilizando as proteinas da seda, destacando sua
aplicabilidade na area da saude. Shin et al. (2010) verificaram um aumento na
concentragdo de testosterona plasmatica, em ratos apdés administragdo de uma
solugédo contendo aminoacidos extraidos da seda. Entre esses aminoacidos, os de
maior expressao foram a alanina (34.36%), glicina (27.23%), serina (9.58%), valina
(3.49%) e treonina (2.00%). Somado ao aumento de testosterona, verificou-se
aumento na contagem de espermatozoides e aumento na resisténcia muscular,
possibilitada por um efeito antioxidante provocado pela solugdo de aminoacidos da
seda.

Kato et al. (1998) demonstraram a primeira evidéncia do potencial
antioxidante da sericina verificando a acao de inibicado da atividade da tirosinase
(polifenol oxidase), uma enzima cuproférrica envolvida na sintese de melanina em
diversos sitios corporais, gerando escurecimento. Esse potencial é de grande
importancia, especialmente na industria de alimentos e de cosméticos, na qual o uso
da sericina tem sido estudado como uma valiosa matéria prima.

Entre as diversas acdes da sericina, a que lhe torna bastante atrativa é seu

efeito cosmético de hidratacdo profunda da pele e antirrugas. Esse efeito
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provavelmente se deve ao alto conteudo do aminoacido serina da molécula. Outra
propriedade da sericina, bastante explorada pelo meio cosmético, é o seu potencial
em se ligar a outras proteinas, tais como a queratina, presente na pele e nos
cabelos. A sericina, uma vez ligada a proteina queratina, passa a formar um
biofilme aquoso que proporciona protecao, hidratagdo e aparéncia de vitalidade aos
cabelos, funcionando como um escudo interligado as proteinas queratina, numa
alusdo a sua ligagdo com a fibroina (KATO et al., 1998; KIMBERLY-CLARK
WORLDWIDE INC, 2003).

Aramwit et al. (2007) estudaram os efeitos da sericina na cicatrizagdo e
diminuicdo do tamanho de feridas em ratos. O creme a base de sericina nao
exerceu citotoxicidade e diminuiu as reag¢des inflamatorias da pele, além de acelerar
a cicatrizacao das feridas.

A capacidade anti-inflamatéria da sericina esta associada a inibicdo da
atividade macrofagocitaria, da secrecao da interleucina 10 (IL-10), do fator de
necrose tumoral (TNF-a), e do interféron gama (IFN-y), o que evidencia seu papel
anti-inflamatério, sua capacidade de biocompatibilidade e protegcédo contra agressdes
enddégenas (CHLAPANIDAS et al., 2013; PANILAITIS et al., 2003).

Além de sua capacidade de inibir os processos inflamatorios, a atividade
antioxidante da sericina ocorre especialmente por meio de um mecanismo de
ligacdo ao grupamento cuprico de enzimas oxirredutoras, como aquela responsavel
pela peroxidagédo e oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL). Quando se
liga ao cobre, por intermédio do grupamento hidroxil da serina e carboxil do acido
aspartico, a sericina impede a oxidagdo e o estresse causados a célula pelos
processos oxirredutores. A sericina também elimina espécies reativas de oxigénio
(ROS) e possui atividade antitirosinasica e antielastasica (CHLAPANIDAS et al.,
2013; ZHAORIGETU et al., 2007). No seu mecanismo de reducdo do estresse
oxidativo, a sericina provoca diminuigado da atividade e dos niveis intracelulares das
enzimas catalase, lactato desidrogenase e malondialdeido (KATO et al., 1998).
Dessa maneira, a proteina é indicada por Dash et al. (2008a) como molécula de
escolha na prevencdo do estresse oxidativo, podendo ser utilizada em terapia
combinada com outros antioxidantes ndo enzimaticos como o acido ascoérbico, o

tocoferol, acido urico e o betacaroteno.
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Em um estudo envolvendo a aplicagdo de um potente agente indutor de
estresse oxidativo no célon intestinal de ratos fora encontradas evidéncias de que a
administragdo oral da sericina exerceu efeito protetor antioxidante e preveniu a
formagédo de criptas aberrantes. Uma das vantagens da utilizagdo da sericina no
coélon intestinal € a sua resisténcia a proteases, o que leva a sua permanéncia no
trato digestorio, prolongando a agao protetora e antioxidante (KATO et al., 1998).

Essas agdes foram também comprovadas no figado de ratos. A época, Li et
al. (2008) verificaram que o alcool, um dos principais causadores de doenca
hepatica, teve sua metabolizacdo hepatica e excre¢cdo aumentadas pela sericina.
Assim, com a protecédo da sericina, as células hepaticas controlaram as alteragdes
celulares induzidas pelo alcool, eliminando espécies reativas de oxigénio e
aumentando a atividade de enzimas antioxidantes, o que reduz os danos
mitocondriais e nucleares e protege a membrana do hepatdcito contra a peroxidagao
lipidica. Esse resultado, segundo os autores, atribui a sericina a alcunha de agente
hepatoprotetor, sendo seu uso potencialmente recomendado em situacdes de
prevencao da lesado hepatica.

Os efeitos da sericina vao além dos potenciais ja pontuados e podem ser
observados na diabetes, tanto na doenga como nas complicagdes advindas dela.
Chen et al. (2013) relatam que, apds a administracdo de sericina a ratos diabéticos
por dano hipocampal, houve reduc¢do da glicose plasmatica, diminuicdo da secrecao
do horménio do crescimento (GH), aumento significativo do numero de receptores
hipocampais para o GH, aumento do nivel circulante do fator de crescimento
derivado da insulina (IGF-1) e diminuicdo da apoptose de neurénios hipocampais.

Uma complicagdo comum da diabetes € a queratopatia, que atinge cerca de
50% dos diabéticos. Essa condigcao de lesdo corneana foi induzida em ratos por
Nagai et al. (2009) num modelo experimental de diabetes tipo Il, que receberam
aplicacao ocular de sericina. Nesse caso, a sericina foi capaz de promover a
cicatrizacdo e a diminuicdo a area cicatricial, o que torna a sericina um potencial
agente protetor da cérnea de paciente diabéticos.

Song et al. (2013) exploraram uma outra complicagdo muito frequente do
diabetes, a neuropatia diabética. Os autores trataram um modelo experimental de
ratos diabéticos com sericina e observaram efeito neuroprotetor do nervo isquiatico,

diminuicdo da expressao do neuropeptidio inibidor Y, aumento da liberacdo de
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neurotransmissores, vasodilatagcdo, redugao da isquemia tecidual e aumento na
velocidade da recuperagdo neurofisioldégica. Os autores afirmam, portanto, que a
sericina é um agente neuroprotetor contra danos provocados pelo diabetes mellitus
tipo 1.

Além da diabetes, outra condicdo de saude altamente incidente é a
obesidade, na qual a sericina também demonstrou efeitos positivos. Seo et al.
(2011) sugerem que a alimentagdo com proteinas da seda, especialmente a
sericina, € eficaz em promover diminuigdo da massa gorda, redugédo do ganho de
peso, regulacdo da produgédo de adipocinas e inibigao da lipogénese adipocitaria e
hepatica. Chen Z et al. (2012) mostraram ainda que a sericina diminui a resisténcia
insulinica e o nivel de triglicerideos, fosfolipidios, colesterol e acidos graxos livres.

Onsa-Ard et al. (2013) estudaram o efeito da sericina na hipertensao arterial.
Oligopeptideos de sericina de 5 kDa promoveram vasodilatagdo e relaxamento da
musculatura lisa da parede arterial, levando a reducdo da pressao arterial. O
possivel mecanismo desse efeito € a agdo antagonista e bloqueadora da sericina
nos canais de calcio e a interagdo agonista com o oxido nitrico e a prostaciclina, o
que em ambos 0s casos resulta em relaxamento da musculatura lisa da artéria.

Os efeitos da sericina também foram estudados nos processos de
carcinogénese e pré-carcinogénese, utilizando canceres ja estabelecidos e
reconhecidos agentes causadores de cancer. Um desses estudos foi o de
Zhaorigetu et al. (2003), que irradiaram luz ultravioleta (UVB) sobre a pele de ratos
sem pelo e realizaram tratamento com sericina. A sericina protegeu a epiderme
contra lesdes por radiagado, promoveu reducdo da ciclo-oxigenase 2 (COX-2), que
nos casos de lesdes por radiagcdo € o principal vetor celular de estresse oxidativo,
reduziu a proliferacao celular e a atividade tumoral. Os autores do estudo concluiram
que a sericina pode ser utilizada como agente protetor contra danos fisicos
provocados pelos raios solares UVB.

Num estudo in vitro realizado por Dash et al. (2008b), com irradiagao de luz
UVB e suplementagédo com sericina de linhagem imortalizada de queratinécitos
humanos, foi observado que a sericina reduziu a apoptose, diminuiu a expressao da
caspase — 3 e da proteina pré-apoptética Bax, aumentou a expressao das proteinas
antiapoptoticas BCL-2 e reduziu a ativagao da enzima poli-ADP-ribose polimerase

(PARP) que esta envolvida diretamente nos processos de clivagem do DNA do
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processo apoptotico. Houve, ainda, diminuicdo da concentragao intracelular das
ROS e redugao da concentracao intracelular de perdxido de hidrogénio, que € um
importante causador de disfungdo da membrana mitocondrial e desencadeador de
apoptose. Com isso, os autores afirmam que a sericina € um potente agente
antiapoptotico e antioxidante.

A acgao da sericina em células do colon intestinal foi descrita por Kaewkorn et
al. (2012), utilizando células cancerosas de colon intestinal humano (SW480),
células normais do célon intestinal humano (FHC) e sericinas de dois pesos
moleculares. A sericina, especialmente a de baixo peso molecular, foi capaz de
provocar aumento da ativagdo da caspase-3, diminuicdo da expressao da proteina
antiapoptoticas BCL-2, diminuicdo do ciclo celular e aumento da apoptose em
linhagens SW480. Estes efeitos ndo foram observados em linhagem FHC. O
tratamento com sericina ndo mostrou indicios de citotoxicidade em nenhuma das
linhagens celulares (KAEWKORN et al., 2012).

A enzima L- asparaginase (L-ASNase) é utilizada no tratamento da leucemia
linfoblastica aguda (LLA). Zhang et al. (2004) testaram a insercéo da sericina no
tratamento da LLA como um agente estabilizador da enzima L-ASNase. A sericina
foi capaz de proporcionar resisténcia contra alteragcbes de temperatura e protegao
contra enzimas cataliticas, o que aumentou a estabilidade e o tempo de ag¢do da L-
ASNase. Essa terapia combinada de sericina e L-ASNase, aumenta a eficacia no

tratamento da LLA com a L-ASNase.
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Resumo Abstract

Introdugdo: O cancer de pulmao apresenta alta Introduction: Lung cancer presents high
letalidade e o fumo se constitui como lethality and smoking constitutes an important

importante fator de risco. O tumor de células risk factor. Non-small cell tumor is the most



nao pequenas é o tipo de carcinoma pulmonar
mais comum e o tratamento envolve cirurgia,
guimioterapia e radioterapia. Entretanto, a
auséncia de sinais e de sintomas nos estagios
iniciais da doenca faz com que a taxa de
sobrevivéncia seja baixa. Nesse sentido, a
busca de novas substancias quimicas com
caracteristicas de seletividade, de efetividade e
de baixa toxicidade tém sido pesquisadas no
tratamento do cancer. Estudos mostram que a
sericina, proteina extraida dos casulos do
bicho-da-seda, apresenta atividade
antitumoral, anticarcinogénica e pro-
apoptaética. Objetivo: Analisar o potencial efeito
antitumoral da sericina em linhagem celular de
cancer de pulmao de células ndo pequenas.
Materiais e Métodos: Os estudos foram
conduzidos em cultura, na qual foram avaliados
a viabilidade celular por meio do ensaio pelo
vermelho neutro, de citotoxicidade com o MTT;
potencial apoptdtico, com ensaios com
anexina-5 e Alexa Fluor® e lodeto de Propidio;
e na migragdo celular, com o ensaio Wound
Healing. Resultados: Baixas doses de sericina
foram capazes de aumentar a viabilidade
lisossomal, de reduzir a viabilidade
mitocondrial, de aumentar a apoptose e a
migracao celular, enquanto altas doses de
sericina reduziram exponencialmente a
migracdo celular e ndo alteraram a taxa de
apoptose/necrose das células cancerosas.
Conclusdo: A sericina é um biomaterial que
provoca efeitos bioldgicos na linhagem celular
testada, e pode ser utilizada para aumentar a
viabilidade lisossomal, reduzir a funcao
mitocondrial, aumentar a apoptose em baixas
doses e inibir a migracao celular em doses
altas.
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common type of lung carcinoma and the
treatment involves surgery, chemotherapy, and
radiation therapy. However, the absence of
signs and symptoms in the early stages of the
disease makes the survival rate low. In this
sense, the search for new chemical substances
with characteristics of selectivity, effectiveness
and low toxicity have been investigated in the
treatment of cancer. Studies show that sericin,
a protein extracted from silkworm cocoons, has
antitumor, anticarcinogenic and pro-apoptotic
activity. Objective: To analyze the potential
antitumor effect of sericin on non-small cell
lung cancer cell line. Materials and Methods:
The studies were conducted in culture, where
the cell viability was evaluated through the
neutral red assay, cytotoxicity with MTT;
apoptotic potential, with annexin-5 and Alexa
Fluor® and Propidium lodide assays; and cell
migration with the Wound Healing assay.
Results: Low doses of sericin were able to
increase lysosomal viability, reduce
mitochondrial viability, increase apoptosis and
cell migration, while high doses of sericin
exponentially reduced cell migration and did
not alter the rate of apoptosis / necrosis of
cancer cells. Conclusion: Sericin is a biomaterial
that causes biological effects on the cell line
tested, and can be used to increase lysosomal
viability, reduce mitochondrial function,
increase apoptosis at low doses and inhibit
high-dose cell migration.
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Carta ao editor:

[Imo. Sr. Editor Chefe

Estamos encaminhando nosso trabalho intitulado "Avaliacdo de Efeitos Bioldgicos da
Sericina em Linhagem Celular de Cancer De Pulmao Humano" para anélise e publicacio
nesta revista.

Os autores declaram que:

a) O presente trabalho ¢ original e ndo foi publicado ou encaminhado para publicacdo em
nenhum outro periddico ou revista cientifica, independentemente do idioma;

b) Observaram as normas para publicagdo disponiveis em
http://www.jbpml.org.br/instrucoes-aos-autores

¢) Aceitam ceder o direito de reprodugdo para o Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial, do trabalho cujo titulo estd acima descrito (ou o titulo que
posteriormente chegar a ser adotado, para atender as sugestdes dos revisores e editores);
d) Todos os autores tiveram contribuicao substancial neste trabalho, no que se refere a
concepgdo do projeto de pesquisa, andlise e interpretacao dos dados, redacdo e revisao
critica,

certificando que participaram suficientemente do trabalho para tornar publica sua
responsabilidade

pelo conteudo.

Atenciosamente,

INTRODUGAO

Segundo dados da Agéncia Internacional de Pesquisa no Cancer (IARC), o cancer
de pulmao é o terceiro tipo mais prevalente de cancer. A expectativa para os
proximos cinco anos € que a doenca mate cerca de 19 milhdes de pessoas. O
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Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima 28 mil casos no ano de 2017, com uma
razdo de mortalidade de aproximadamente 90% ('-2),

A faixa etaria de maior incidéncia de cancer de pulméao é acima de 55 anos e é a que
apresenta também o maior nimero de mortes (V). Esse fato se associa ao padrao de
exposigao cronica, ao longo da vida, aos carcinbgenos ambientais e ocupacionais
), Além disso, fatores hereditarios, como mutagcdes no cromossomo 15q25, afetam
a interagdo com a nicotina e aumentam a possibilidade de desenvolvimento do
cancer ¥. O habito tabagico é o principal causador de cancer de pulmio e
corresponde a cerca de 85% dos casos ©).

Além disso, foi encontrada associacédo entre a ativacdo da transcriptase telomerase
reversa (TERT) durante processos inflamatorios e a ocorréncia do cancer de pulmao,
indicando uma influéncia pré-oncogénica deste fator endégeno ©).

Dos canceres de pulmao existentes, o de células ndo pequenas é o mais prevalente,
86% dos casos, e menos responsivel aos tratamentos cirurgico, quimioterapico e
radioterapico (. O principal esquema quimioterapico utiliza derivados de platina
(cisplatina e carboplatina), conjugados com o etoposideo, sendo frequentemente
associado com a radioterapia ®). E importante ressaltar que a radioterapia parece
encurtar a sobrevida dos pacientes ©).

Pesquisas cientificas no tratamento do cancer estdo voltadas ao desenvolvimento de
terapias com foco nos receptores e enzimas iniciadores ou perpetuadores do
processo neoplasico, visando restaurar vias metabdlicas inibidas, como a apoptose,
ou inibir a atividade de enzimas pré-oncogénicas, como a tirosinase. As pesquisas
abrangem também terapias com agdo no DNA e RNA (10.11),

Nesse contexto, a proteina sericina, extraida do casulo do bicho-da-seda (Bombyx
mori), apresenta algumas caracteristicas biolégicas de interesse, como: atividade
antitirosinasica; antitumoral e pré-apoptética. Além disso, apresenta baixa
citotoxicidade em células normais, capacidade de regulacédo da intensidade da
inflamacao e efeito protetor na célula contra a peroxidacao lipidica e o estresse
oxidativo (12-16),

OBJETIVO

Analisar o potencial efeito antitumoral da sericina em linhagem celular de cancer de
pulmao de células ndao pequenas.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido nos Laboratérios de Biologia Estrutural e Funcional e no
Laboratério de Patologia Molecular, da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE).

Cultivo Celular

Foi utilizada linhagem celular A549 de adenocarcinoma humano gentiimente doadas
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pelo Dr. Ricardo Alexandre de Azevedo, da Alchemy, Inovagcdo Pesquisa e
Desenvolvimento. A linhagem celular foi cultivada em meio RPMI 1640,
suplementado com 1% de estreptomicina e penicilina, e 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) em frascos de cultura, incubados a 37°C em atmosfera umida de 5% de CO2.
Cada vez que a cultura atingiu 80% de confluéncia, as células foram repicadas até
qgue se obteve um volume celular suficiente para cada experimento.

Extracao da Sericina

O peptideo sericina foi extraido de casulos do bicho-da-seda (Bombyx mori), obtidos
da empresa sericicola BRATAC Silk do Brasil, com o protocolo de extragao proposto
por Gimenes et al. (2014). A concentracdo da proteina medida pelo método de
Bradford ('® mostrou uma concentragdo de 1395 ug/mL.

Doses de Sericina

Foram utilizadas as doses de 13.95, 34.88, 69.75, 104.625, 139.5, 697.5 e 1395 10-1
ng/uL, para o ensaio MTT, Vermelho Neutro e de Migragcdo Celular. No ensaio de
Apoptose e de Necrose, foram utilizadas as doses de sericina de 13.95, 69.75, 139.5
e 1395 10-1 ng/pL.

Teste de Viabilidade Celular por Exclusao do Azul de Tripan

O teste de viabilidade celular foi utilizado para quantificar o numero de células viaveis
das amostras utilizadas nos experimentos. Os dados resultantes foram expressos
em percentual de células viaveis, que foram, para todos os ensaios, maiores que =
90% (19,

Ensaio MTT

O ensaio MTT foi realizado em triplicata, conforme proposto por Mosmann (9. A
viabilidade celular apés exposicao as diferentes concentragdes de sericina foi aferida
apo6s 24 e 48 horas, por absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 570 nM.

Ensaio de Viabilidade Celular com Vermelho Neutro

O ensaio de Viabilidade Celular com Vermelho Neutro foi realizado em ftriplicata,
conforme proposto por Repetto et al. ?1). A viabilidade celular apds exposi¢édo as
diferentes concentracdes de sericina foi aferida apds 24 e 48 horas, por absorbancia
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 540 nM.

Ensaio de Apoptose e Necrose com Alexa® Fluor 488 Annexin V e lodeto de
Propidio

O ensaio de Apoptose e Necrose com Alexa® Fluor 488 Annexin V e lodeto de
Propidio foi realizado em triplicata, conforme protocolo proposto pelo fabricante (22
com o modelo de fixagdo proposto por Rieger et al. ?3. O nimero de células em
apoptose, em necrose ou em viaveis foi aferido apds 24 horas, em microscopio de
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fluorescéncia, com numero total final de 300 células por grupo. Para o procedimento
de contagem celular, foi utilizada a distribuigdo FIJI do programa ImageJ (2425,

Ensaio de Migragao Celular

A realizagdo do ensaio de Migragdo Celular seguiu principios dos protocolos
propostos por Martinez-Mora et al. %% e Liang et al. %), com tempo total de 46 horas.
As imagens foram obtidas utilizando um microscépio invertido, e posteriormente
mensuradas na distribuigdo FIJI do programa Imaged (2425,

Analise estatistica

Utilizando o programa StatSoft STATISTICA 7.0, foram utilizados o teste ANOVA
Fatorial, com pos teste de Tukey, teste Qui-Quadrado para Independéncia e
Regressao multipla polinomial. Em todos os testes o nivel de significancia adotado
foi de a= 5%.

RESULTADOS
Ensaio MTT

Na figura 1, expressou-se o resultado do ensaio de MTT. No tempo de 24 horas, foi
verificado que houve diminuicdo da viabilidade celular, exceto na concentracdo de
13,95 x 10" ng/uL, na qual ocorreu um ligeiro aumento da viabilidade. Ndo foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa (p=0,6968) no tempo de 24
horas. Em 48 horas, houve redugao estatisticamente significativa (p= 0,009) da
viabilidade celular dos grupos tratados com sericina, sendo que na comparagdao com
o controle, o grupo 697,5 x 10" ng/uL foi o Unico que apresentou diferenca
significativa (p= 0,0203243).

Ensaio com Vermelho Neutro (Figura 2)

No tempo de 24 horas, as doses de 69,75 e 104,625 (x 10" ng/uL) foram
estatisticamente diferentes na comparagdo com o controle, indicando aumento
significativo da viabilidade celular. Com 48 horas, a viabilidade celular adotou
comportamento parabdlico, com aumento de viabilidade nas menores doses e depois
diminuigao da viabilidade nas doses mais altas. As doses de 34,88; 69,75; 104,625 e
139,5 (x 107" ng/uL) apresentaram aumento estatisticamente significativo da
viabilidade celular na comparagao com o grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado da comparagdo dos grupos tratados com
sericina com o grupo controle. Valores de p-valor significativos
evidenciados em negrito.

Doses (x 10" ng/uL)  Tempo p- valor




52

13,95 24 horas p>0,5
13,95 48 horas p>0,5
34,88 24 horas p>0,5
34,88 48 horas p<0,001
69,75 24 horas p<0,001
69,75 48 horas p<0,001
104,625 24 horas p<0,001
104,625 48 horas p<0,05
139,5 24 horas p>0,5
139,5 48 horas p<0,001
697,5 24 horas p>0,5
697,5 48 horas p>0,5
1395 24 horas p>0,5
1395 48 horas p>0,5

Ensaio de Apoptose e Necrose

Os resultados da contagem da marcagao das células A549 viaveis, apoptoticas e
necroticas foram expostas na Figura 3, figura 4 e na Tabela 2. Na Tabela 2,
encontra-se a contagem final de cada tipo celular para cada dose de sericina
testada, com as diferencas estatisticas indicadas por letras. O numero de células
viaveis foi significativamente maior na dose 1.395 x 10-1 ng/L, enquanto que nas
doses de 13,95 e 69,75 (x 10" ng/uL) foi significativamente menor. Quanto ao
numero de células necréticas, o grupo 69,75 x 10-1 ng/uL apresentou numero
significativamente maior e o grupo 1395 x 10-1 ng/uL a um numero
significativamente reduzido. Os grupos 13,95 e 69,75 (x 10-1 ng/uL) tiveram o maior
numero de células apoptéticas, sendo o grupo 69,75 x 10-1 ng/uL estatisticamente
diferente do controle, que apresentou a menor taxa de apoptose (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de tipos celulares encontrados para cada grupo experimental de
acordo com tratamento utilizado (doses em x 10-1 ng/uL).

Controle 13,95 69,75 139,5 1395

Vivas 1864 1498 1518 1804 218¢
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Necréticas 48A 498 42C€ 27¢ 3P

Apoptéticas 66" 1028 107° 938 798

* Letras diferentes em cada categoria (Vivas, Mortas e Apoptéticas) denotam significancia na comparagéo
intergrupo a=5%

Ensaio de Migragao Celular

Os resultados de area foram dispostos em forma de grafico modelado de regressao
multipla polinomial disposto na Figura 5. Nesse ensaio, em doses menores, a
sericina provocou um aumento da migragao celular e consequente diminuicdo da
area de scratch; porém, esse efeito se inverteu com o aumento da concentragao de
sericina, quando a area de scratch foi maior e a migragao celular, menor (figura 6),
sendo 46 horas o tempo de fechamento aferido em nosso experimento. Tais
resultados podem ser relacionados com os resultados encontrados nos ensaios de
viabilidade no tempo de 48 horas.

DISCUSSAO

O cancer de pulmao de células ndo pequenas é o que mais mata entre os tipos de
cancer de pulméo. A busca de novas terapias para esse tipo de cancer, que usem
vias diferentes ou complementares aos quimioterapicos comumente utilizados, tem
sido verificada na literatura. Estudos descrevendo a acao de fitoterapicos no
tratamento desse tipo de cancer revelaram que alguns compostos naturais possuem
acdes de interesse, por se mostrarem mais lesivas as células cancerosas do que as
células normais.

Em um desses estudos, Wu et al., 8 utilizando teobromina proveniente do cha
verde e linhagem A549 de células de cancer de pulmdo humano de células n&o
pequenas, observaram diminuicdo da expressdo de enzimas antiapoptéticas,
aumento da expressao de enzimas apoptéticas, aumento da atividade da enzima
p53, e gatilho génico da apoptose induzida por caspases. O efeito aumentou em
funcdo do aumento da concentragao e do tempo.

Ainda utilizando linhagens celulares A549 de cancer de pulmao humano de células
ndo pequenas, Lin et al. ?°) concluiram que a exposigdo dessa linhagem a um tipo de
microalga marinha, comum na culinaria oriental, aumenta a expressao de BAX e
diminui a expressao de Bcl-2. Além disso, também houve aumento das formas ativas
das caspases 3 e 9. Segundo os autores, o composto utilizado foi eficiente em
produzir apoptose na linhagem A549 por meio da via mitocondrial.

Kaewkorn et al. %0 ao utilizarem sericina de baixo peso molecular (61-132 kDa),
reportaram aumento da apoptose em linhagem de cancer colorretal humano, com
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reducdo significativa da expressdo de enzimas pro-apoptdticas e aumento de
expressao de caspase 3 e enzimas BAX. Esse estudo evidenciou tendéncia de
reducdo da mortalidade e da apoptose das células da linhagem A549 com o aumento
da dose, em 24 horas, sendo que os resultados mais significativos de apoptose
foram encontrados nas menores doses utilizadas.

Além do potencial apoptatico, foram reportados outros efeitos utilizando compostos
naturais, como a diminuicdo do potencial metastatico. Num estudo utilizando
Cinamaldeido, foi encontrada forte acdo pro-apoptética e também reducédo da
transformagao epitelial para tecido mesenquimal, o que reduz o potencial invasivo e
migratorio das células cancerosas 1.

Diferentemente, estudos como o de Martinez-Mora et al. ?® mostraram que a
sericina tem o potencial de aumentar a migragao celular in vitro. Utilizando linhagem
de queratindcitos humanos e dose de 0,05% de sericina, equivalente a metade da
menor dose usada neste estudo (13,95 10-1 ng/uL), os autores obtiveram aumento
estatisticamente significativo da migracéo celular. Esse fato foi confirmado nos dados
obtidos, nos quais pequenas quantidades de sericina produziram diminuigao da area
de scratch, indicando migracéo celular.

De maneira similar, num estudo com linhagens celulares e um modelo in vivo de
infarto do miocardio, a sericina foi capaz de diminuir a area cicatricial pés infarto,
aumentar a neovascularizagao, reduzir a apoptose e a inflamagdo, promover a
migragcdo e transformacédo celular 2. A quantidade de sericina utilizada nesse
experimento, 2%, é equivalente a dose de 139,5 x 10-1 ng/uL utilizada neste estudo,
que obteve resultados semelhantes na analise de migragao celular e no numero de
células sob apoptose.

Aramwit et al., %3 utilizando sericina num sistema de microesferas de liberagédo
prolongada, corroboraram os efeitos da sericina sobre linhagem celular fibroblastica
de ratos L929, ja relatadas por Cao et al. 34). Os autores também investigaram o
efeito da sericina sobre linhagens de hibridomas, linhagens celulares de céancer
hepatico, cancer de mama e linhagem A549, que apresentou, neste estudo, boa
aceitacao da substituicdo do soro fetal bovino pela sericina. As quantidades de
sericina com melhor crescimento, 5 e 10% sao semelhantes as doses de 697,5 x 10-
1 ng/uL e 1395 x 10-1 ng/uL aqui utilizadas. Embora este estudo nido tenha
substituido o soro fetal pela sericina e sim acrescentado as dosagens de sericina, 0s
resultados de viabilidade foram diferentes dos encontrados por Cao et al. 34, quando
comparados com o mesmo teste de viabilidade. De forma geral, a viabilidade da
linhagem A549 apresentou tendéncia de diminuigdo com o uso destas dosagens de
sericina nos tempos utilizados. Se considerar, entretanto, a funcédo lisossomal, a
dose de 697,5 x 10-1 ng/uL, equivalente a dosagem de 5% do estudo de Cao et al.
(34) representa uma excecdo, ja que nessa dose no estudo deste e no presente,
houve aumento de viabilidade acima dos valores do grupo controle.

Uma das grandes dificuldades no tratamento é a inespecificidade da terapia, que
acaba provocando efeitos colaterais. Entre as estratégias utilizadas para esse fim
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estdo as terapias-alvo com ligantes associados a quimioterapicos. Huang et al. 3
utilizaram nanoparticulas conjugadas de sericina-folato carregadas com
doxorrubicina no tratamento de linhagem celular HeLa de cancer cervical humano,
com alta expressao de receptores de folato. Os autores testificaram da eficacia
dessa terapia e aludem que tal estratégia pode ser utilizada na terapéutica de outros
tipos de cancer com a alta expressao de receptores de folato, com alta afinidade e
baixos efeitos colaterais. No estudo de O’Shanessy et al., % 74% dos
adenocarcinomas apresentavam alta expressdo de receptores de folato. O estudo
mostrou que grupos tratados com baixas doses de sericina tiveram aumento da
viabilidade lisossomal na comparagao com o grupo controle, o que corrobora o uso
da sericina se utilizando de vias lisossomais. Por outro lado, a diminuicdo da
viabilidade mitocondrial nessas baixas doses significa outra vantagem do uso da
sericina. Segundo Okon e Zou, ®") a produgdo de espécies reativas de oxigénio pela
mitocdndria pode também desempenhar efeito promotor da oncogénese e produzir
resisténcia aos quimioterapicos, especialmente quando o alvo da terapia € o EGFR,
como € o caso do cancer de pulmao humano de células ndo pequenas.

CONCLUSAO

A sericina tem a capacidade de influenciar nas fungdes citofisioldgicas da linhagem
de cancer de pulmdo humano de células ndo pequenas A549. Tais resultados
sugerem que a sericina ndo tem uma acgao propria definida, agindo ora como
promotora, ora como inibidora do crescimento e proliferacdo das células cancerosas.
No entanto, a sericina mostra potencial para ser utilizada no cancer de pulmao de
células ndo pequenas, ja que seus resultados mostram que consegue influir na
fungado de duas importantes organelas celulares, a mitocéndria e o lisossomo.
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Figura 1. Resultado do ensaio de viabilidade celular através do ensaio MTT mostrando para
cada fempo (24, 48 & 72 horas) a resposta de cada dose de sencina utilizada, Os resultados
580 mostrados por madia e intervalo de confianca (95%) segundo o Teste ANOVA


http://www.sgponline.com.br/jbpml/sgp/download.asp?file=A1#ZDJiMTlhMTUyOTdmMzAyYWZkMzllZTNkNmUwYzM2YWE3MjFiNTQ5MTlhZWM5NGQ3YWE3YWUxMDBkYzhkZTRhOA%3D%3D#MS6Bdbw%2BX8TJT/PDpg4aQfpC4KAS7Lhy&caminho=A1#MjIxOGYwMjZiMWVhMTQ3Mzk3MTlkNDAxODRkMmU0ZTMwMDAxZDRkNDQxYzFmNWI4ZThhZWJmOWE3NzQ3YjMzNA%3D%3D#gyzozf%2BrZQ8/CZZiLEeqDy/%2BeBETK4wm

.40

0351

0,20 ¢
0,15
ﬂ,'lu i i i i i i L .I.
Controle 13,895 3488 BOTS 104825 1385 BOTS 1385 = 24 hotas
. A =0- Ti
Concentracbes de Sericina (x 10 ng/pL) = Tampe
Figura 2. Resultado do ensaio de viabdlidade celufar com vermetho neutno mosirando em valores de

ia. para cada tempo {24, 48 & T2 horas) a resposta de cada dose de sencina utilizada, Os resullados
=830 mostrados por média e intervals de confianga (95%)

Ensaio de Apoptose

250
@ 200
=
" 150 ® Controle
5 = 13,95
o
5 100 569,75
2 50 =139,5

Ill. = 1395
['] —
Vivas Necraticas Apoptaticas
Tipo de céelula

Figura 3, Numero de células viavels, necroticas e apaptdticas encontradas de acordo
com a dose de sericina.

60


http://www.sgponline.com.br/jbpml/sgp/download.asp?file=A1#OTQ4YzRlNTE5OTA3ZDYyODc4Yjg4NzhjZTI5YWQ2YmQ1MWJkNGFjM2FkM2E2ZTI2ZmNiZmUwNzhmYjk0OTc5NQ%3D%3D#462paR1rTk4RDrgR0ECrHL4L5LBcvtxK&caminho=A1#YmY0MjQxZDFiYTJiN2M0MTA5ZDk5OTcwNjRjNDZjYTFjZDhhNGJjYTBiZTAyNDNlZjZiYjM5NWM5YTQ5YWU4MA%3D%3D#0tlec9UqJAbdaF2Duz98DPMca8tNTCsy
http://www.sgponline.com.br/jbpml/sgp/download.asp?file=A1#MjNhMWIzNmY3MWQyZDNkYmRiMGYzMjBhZjBmZGQ4YzRlNTBhMzZkNTFkZTBiYjNiMTgyYzg0NjU4ZmU1ZDJiYw%3D%3D#yz7hWtckuPAWpH8QEFXPhnY9W8PPcodv&caminho=A1#NDMzMjEyMGFjODA1NDI4YmJmMGE5OWI0MjVmNWU2ZDNhNjYxY2MxMzc1OWM1ZGFhN2Q1OTdmZDcyMjEwNzVmMA%3D%3D#lovXfEsI28mGAgmoPWVFZrhWe%2BDygEBP

Figura 4. Fotomicrografia das células A549, viavel (A), necrdtica (B)
e apoptotica (C). conforme ensaio de apoptose e necrose com
Alexa® Fluor 488 Annexin V e lodeto de Propidio
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Figura 6. Fotomicrografias de celulas A549 durante o Wound
Scratch Assay, ensaio de migracao celular. Em A, grupo
controle; B, dose de 13,95 x 10-1 ng/uL; C, dose de 104,625 x
10-1 ng/uL; D, dose de 1355 x 10-1 ng/pL.
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ANEXO B:
Normas da revista cientifica

INSTRUCOES AOS AUTORES

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML, versao
impressa: 1678-2444, versao online: 1678-4774), continuagado do Jornal Brasileiro
de Patologia, de periodicidade bimestral (fevereiro, abril, junho, agosto, outubro e
dezembro), é o 6rgao oficial da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial (SBPC/ML), da Sociedade Brasileira de Patologia (SBP) e da Sociedade
Brasileira de Citopatologia (SBC). E indexado no Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), no Periodica e no Chemical Abstracts e é
integrante da base de dados Scientific Electronic Library Online (SciELO). Destina-se
a publicagao de trabalhos cientificos que contribuam para o desenvolvimento da area
de Medicina Laboratorial e aceita as seguintes categorias: artigos originais, de
revisdo, de atualizagcédo, experimentais, relatos de caso, comunicagbes breves e
cartas aos editores. Os trabalhos podem ser submetidos nos idiomas portugués,
inglés ou espanhol, mas o texto completo sera publicado apenas em inglés, com
resumo em portugués ou espanhol.

ANALISE DOS TRABALHOS

O manuscrito recebido sera enviado para, pelo menos, dois avaliadores
independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area
contemplada pelo artigo. Apds andlise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML
entrara em contato com o autor principal comunicando os passos a serem seguidos
na aceitacao do trabalho para publicagdo ou sua eventual rejeigao.

ETICA

Estudos realizados com seres humanos, incluindo érgaos e/ou tecidos isoladamente,
bem como prontuarios clinicos ou resultados de exames clinicos, deverédo estar de
acordo com a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Quando
pertinente, o trabalho devera ter aprovacdo do comité de ética da instituicdo onde foi
realizada a pesquisa, em consonancia com a Declaragdo de Helsinki, atualizada
em 2008.

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados os
principios éticos de experimentagao animal do Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) e as normas estabelecidas no Guide for Care and Use of
Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life
Sciences, National Research Council, Washington, D.C., atualizada em 2011). As
drogas e substancias quimicas eventualmente utilizadas na realizagdo do trabalho
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devem ser identificadas com precisdo. Nao devem ser utilizados nomes ou iniciais do
paciente nem informados nomes comerciais, de empresas e/ou registros de
hospitais.

RESPONSABILIDADE DA AUTORIA E CONFLITO DE INTERESSES

De acordo com as diretrizes elaboradas pelo International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE), atualizada em 2013, a autoria deve ser validada para: a)
concepcgao e projeto do trabalho ou aquisi¢cao, analise e interpretagcao dos dados; b)
redacao inicial do artigo ou revisdo critica do seu conteudo; c) aprovacgéao final da
versao para publicacido; d) responsabilidade para todos os aspectos do trabalho,
garantindo que questdes relacionadas a acuracia ou integridade de qualquer parte
do trabalho sejam adequadamente investigadas e analisadas. Todos os autores
listados no artigo devem preencher os quatro critérios de validagdo de autoria para
serem designados como tal. Os participantes do trabalho que n&o preencherem os
quatro critérios devem ser incluidos na secgdao de Agradecimentos
(Acknowledgements). O autor principal deve especificar a contribuicdo de cada um
nas diferentes etapas do estudo.

Do mesmo modo, o autor principal deve declarar ou negar a existéncia de possiveis
conflitos de interesse. Caso exista algum conflito, ele deve ser especificado como
nota no final do artigo.

RESUMOS E UNITERMOS

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois
resumos: um em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos
devem identificar os objetivos, os procedimentos e as conclusdes do trabalho
(maximo de 250 palavras para artigos originais, artigos de revisdo e artigos de
atualizacdo; e maximo de 100 palavras para relatos de caso e comunicacdes
breves). Caso o trabalho tenha sido escrito em espanhol, devera haver um resumo
também nesse idioma.

Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem ser
em numero de trés a seis, utilizando o vocabulario controlado Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) da BIREME, acrescidos de outros termos, quando
necessario. Devem ser apresentados em portugués e inglés. Caso o trabalho tenha
sido escrito em espanhol, devera haver descritores também nesse idioma.

AGRADECIMENTOS

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a instituicdo que contribuiu
substancialmente para a elaboragcdo do trabalho. Devem ser incluidos apds as
conclusdes e antes das referéncias bibliograficas.
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ESTRUTURA DO TEXTO
Artigos originais

Sao contribuigdes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original que possam
ser replicados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura formal
deve seguir o esquema de apresentacdo do texto para esse tipo de artigo:
Introdugdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e
Referéncias Bibliograficas.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussao. Implicagdes
clinicas e limitagcbes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se o
detalhamento do tépico Material e Método. Para esses artigos, exige-se a
apresentacao de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos
obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introdugdo, Objetivos, Material e
Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e Referéncias. O Abstract (resumo em
inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias bibliograficas devem
aparecer no final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir

Comunicagoes breves

Sao relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares com
achados sugestivos que garantam uma investigacdo mais definitiva; 2) estudos de
replicacao; e 3) estudos negativos de topicos importantes. Esses artigos devem ter
até 1.500 palavras, incluir resumo nao estruturado e, no maximo, uma tabela ou
figura, além das referéncias bibliograficas.

Artigos de revisao
Serao aceitos apenas mediante convite.

Avaliagbes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto, devem
incluir conclusdes e ter até 5 mil palavras. A organizagao do texto, com excecao de
Introdugéo, Discussdo e Conclusédo, fica a critério do autor. Para esses artigos,
exige-se um resumo estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma lista
extensa de referéncias bibliograficas deve aparecer no final do texto.

Relatos de caso

Sao trabalhos de observagbes clinicolaboratoriais originais, acompanhados de
analise e discussao. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar,
no minimo, os seguintes topicos: Introdugéo, Relato (s) dos (s) caso (s) e Discusséo.
Incluir um resumo néo estruturado no idioma do texto e outro em inglés.

Cartas aos editores
Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a relatar
pesquisas originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com no
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maximo 500 palavras (incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serao
consideradas se estiver explicita a frase “para publicagao”.

REFERENCIAS

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, € ser numeradas
sucessivamente pela ordem em que s&o mencionadas pela primeira vez no texto.
Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periddicos deverao ser
referidos na forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of Journals
Indexed in Index Medicus). Se a lista de referéncias ndo seguir a norma adotada, os
trabalhos serao imediatamente rejeitados, sem revisao de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da
lista de referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A
exatiddo das referéncias bibliograficas €& de responsabilidade dos autores.
Comunicagdes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderao ser citados,
quando absolutamente necessarios, mas ndo devem ser incluidos na lista de
referéncias bibliograficas; apenas mencionados no texto ou em nota de rodapé. A
lista de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.

Exemplos:

o Artigos de periédicos (um s6 autor)
Fry PH. O significado da anemia falciforme no contexto da ‘politica racial’ do
governo brasileiro 1995-2004. Hist Cienc Saude Manguinhos. 2005; 12: 347-70.
PubMed PMID: 16353330.

o Artigos de periédicos (até seis autores)
Barbosa AJA, Queiroz DM, Mendes EN, Rocha GA, Lima GF Jr, Oliveira CA.
Immunocytochemical identification of Campylobacter pylori in gastritis and
correlation with culture. Arch Pathol Lab Med. 1988 May; 112(5): 523-5. PubMed
PMID: 3282485.

o Artigos de peridodicos (mais de seis autores)
Rocha GA, Queiroz DM, Mendes EN, et al. Indirect immunofluorescence
determination of the frequency of anti-H. pylori antibodies in Brazilian blood
donors. Braz J Med Biol Res. 1992; 25(7): 683-9. PubMed PMID: 1342599.

e Artigo de peridodico on-line
Polgreen PM, Diekema DJ, Vandeberg J, et al. Risk factors for groin wound
infection after femoral artery catheterization: a case-control study. Infect Control
Hosp  Epidemiol [Internet]. 2006 Jan; 27(1): 34-7. Disponivel
em: http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/ v27n1/2004069/2004
069.web.pdf.

e Livros no todo (dois autores)
Eyre HJ, Lange DP. Informed decisions: the complete book of cancer diagnosis,
treatment, and recovery. 2nd ed. Atlanta: American Cancer Society; 2002.

o Capitulos ou parte de livro editado por outro autor
Mendeenhall WM. Treatment of head and neck cancer. In: DeVita VT Jr,
Lawrence TS, Rosenberg SA , editors. Cancer: principles and practice of
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oncology. 9th ed. Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins; 2011. p. 729-
80.

o Parte de livro em meio eletrénico
S&o Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizagdes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: Sdo Paulo (Estado). Entendendo o
meio ambiente. Séo Paulo; 1999. V. 1. Disponivel
em: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.

« Evento em meio eletrénico
Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational effort statistic
for genetic programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller J, Ryan C, Tettamanzi
AG, editores. Genetic programming. EuroGP 2002: Proceedings of the 5th
European Conference on Genetic Programming; 2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland.
Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.

« Tese ou dissertacao
Silva MAL. Estudo da identificacdo de haplodtipos e a relagdo com as
manifestacdes clinicas em pacientes com doenca falciforme. 2008. [dissertacao].
Programa de pés-graduacao em Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul; 2008.

o Citagoes no texto
Devem ser identificadas por algarismos arabicos (numeros-indice). Podem
também ser acrescentados o nome do autor e o ano. As referéncias com mais
de um autor devem conter o sobrenome do autor seguido da expressao et al.,
como, por exemplo, Higashi et al.

Tabelas e figuras

As tabelas deverao ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e
encabecadas por seu titulo, recomendando-se a nao repeticdo dos mesmos dados
em graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de apresentagao tabular
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundacgao
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).

As ilustragdes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos e citadas como figuras. Devem ser
suficientemente claras para permitir sua produgdo. Os graficos deverdo vir
preparados em programa processador de graficos. Deverao ser indicados os locais
aproximados no texto onde as ilustracdes serao intercaladas como figuras.

O SGP aceita a importacéo de tabelas, imagens e graficos em arquivo eletrénico nos
seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png, e com resolugdo de no minimo 300 dpi.

O direito a privacidade do paciente ndo deve ser infringido. Imagens que
eventualmente permitam a identificacdo pessoal somente poderao ser utilizadas com
consentimento por escrito do paciente ou responsavel, quando da submissdo do
manuscrito

Abreviagcoes e nomes de medicamentos
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As abreviagdes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira utilizago.
Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de componentes nao
disponiveis para prescrigao.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no
sistema métrico decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema
Internacional (SI) entre parénteses.

Contato com a secretaria do JBPML

Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
Tel.: +55 (21) 3077-1400

e-mail: jppml@sbpc.org.br

COMO SUBMETER UM ARTIGO AO JPBML
1. Entre em www.jbpml.org.br.

2. Se vocé ja é cadastrado, digite seu login e sua senha e clique no botao “Entrar no
SGP’”. Se ainda nao é cadastrado, clique em “Quero me Cadastrar”.

3. Primeiro passo: no campo “Informe seu Email”, cadastre o e-mail que sera usado
para receber os avisos e informagdes do Sistema de Gestao de Publicagdes (SGP).
Clique em “Continuar cadastro”.

4. Segundo passo: preencha os campos do cadastro. Atengédo: os campos marcados
com * sao obrigatérios.

Clique em “Continuar cadastro”. Aparecera a mensagem “Seu cadastro no SGP foi
concluido com sucesso”. Um e-mail com o login e a senha informados sera enviado
para seu endereco cadastrado.

Nesta mesma pagina, clique em “Voltar”.

5. Vocé sera encaminhado a pagina inicial do SGP, com login e senha. Nesta
pagina, digite o login e a senha que vocé cadastrou e clique em “Entrar no SGP”.
Obs.: o login e a senha estdo no e-mail que o SGP Ihe enviou no final do seu
cadastro.

6. Na pagina de abertura do SGP aparece uma mensagem informando ser esta a
primeira vez que vocé acessa o sistema. Caso contrario, a mensagem informa
quantas vezes ja o acessou, data e hora do ultimo acesso e que vocé tem acesso
com nivel de autor.

7. Observe o0 menu do lado esquerdo da tela. Se vocé ainda ndao submeteu nenhum
artigo pelo SGP, todos os itens do menu estao indicados com quantidade “zero”.

8. Para submeter um artigo, clique em “Submeter novo artigo para Jornal Brasileiro
de Patologia e Medicina Laboratorial”.

9. Janela “Passo 1”: informar a classificagdo do artigo (manuscrito):

e Artigo de revisao
o Artigo original
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« Carta ao editor

e« Comunicacao breve

« Relato de caso

Clique na opgao correspondente a classificagdo do artigo. Por exemplo: Artigo
original.

10. Janela “Passo 2”: anexar imagens e/ou graficos usados no artigo. Todas as
imagens e/ou graficos devem estar em um dos seguintes formatos: jpg, gif, png, pdf
ou tif.

Apos anexar imagens/graficos, clique em “Enviar imagens”. Caso o artigo nao tenha
imagens, clique em “Nao necessito enviar imagens”.

11.Nesta janela o autor pode conferir as imagens que enviou e enviar mais. Caso
nao tenha enviado imagens, aparecera a mensagem “Nenhuma imagem foi enviada
pelo autor”.

Clique em “Préximo”.

12. Janela “Passo 3”: inserir/editar/excluir novos coautores. Para cada novo coautor
devem ser preenchidos os campos “Nome”, “Titulagdo”, “Cargo” e, opcionalmente,
CPF (pedido para posteriormente gerar o termo de Copyright, que garante os direitos
autorais).

A ordem de importancia dos autores pode ser alterada clicando nas setas amarelas
(para cima ou para baixo). O primeiro nome sera considerado o autor principal, e os
demais, coautores.

ApO0s inserir/editar/excluir novos coautores, clique em “Gravar’ e em “Proximo”.

Se nao houver novos coautores, clique em “Préximo”.

13. Janela “Passo 4”: preencher com o titulo do artigo e descritores (palavras-chave
ou key words). Essas informag¢des devem ser escritas na lingua nativa do autor (por
exemplo, portugués ou espanhol) e em inglés.

Clique em “Préximo”.

14. Janela “Passo 5”: preencher com o resumo (abstract). O autor também pode
incluir informacgdes adicionais, como o nome da instituicdo, nome e endereco para
correspondéncia e se recebeu suporte financeiro.

Também é possivel redigir uma Carta ao Editor contendo informagdes adicionais que
considere importantes. Somente o editor tera acesso a esta carta. Clique em
“Proximo”.

15. Janela “Passo 6”: redigir o artigo propriamente dito. E fornecido um editor de
texto com os comandos necessarios para formatagdo. E possivel “colar” um texto ja
escrito e formatado em MS Word. Clicar em “Préximo”.

16. Janela “Passo 7”: formato de visualizacdo do artigo (html ou pdf). Nesta janela, o
autor decide se vai submeter o artigo ou vai exclui-lo e desistir de fazé-lo.

17. Janela “Concluido”: indica que vocé terminou o processo de submisséo do artigo.

18. Vocé recebera um e-mail comunicando que o artigo foi submetido a avaliagao.



