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Avaliacao da exposicao de hepatdcitos de Danio rerio ao Bisfenol A

Resumo

A introducdo de substancias tdxicas no ambiente pode causar efeitos locais e alteracdes
sistémicas dos ambientes. Entre estas substancias estdo os desruptores endocrinos (DES),
que sdo descartados de forma indevida no meio ambiente, e estdo presentes no solo e
sedimentos onde podem ser causadores de graves problemas aos organismos, incluindo os
seres humanos. O bisfenol A (BPA) é um DEs comumente encontrado no ambiente e no
corpo humano e provoca efeitos na fertilidade, imunidade, sistema nervoso e
comportamento. O figado é o principal 6rgdo para o metabolismo e detoxificacdo de BPA,
desta forma podendo estar mais exposto aos seus efeitos, e alteragdes hepéaticas podem ser
Uteis como marcadores que indicam a exposicao a estressores ambientais/xenobioticos. A
linhagem celular ZFL é derivada de figados de peixes adultos da espécie Danio rerio, e
fornecem um sistema importante para estudos in vitro do efeito de agentes toxicos em
células hepéticas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da exposicéo
de hepatocitos de Zebrafish a diferentes concentraces de BPA (0,1pg/L; 1ug/L; 10ug/L;
50ug/L), avaliando a viabilidade celular através de trés metodologias: teste de exclusdo de
Azul de Tripan, teste de MTT e teste de incorporacdo do corante Vermelho Neutro (VN).
Pelo método de exclusdo do Azul de Tripan comparando-se 0s tratamentos de BPA no
mesmo tempo, foi observado diminuicdo significativa na viabilidade celular em 30min nas
concentragdes 10ug/L e 50ug/L, o que ndo foi observado para os tempos de 24h e 48h. A
baixa viabilidade observada no tempo 30 min pode estar relacionada a mecanismos de
detoxificacdo (MXR) que s6 foram ativados nos tempos de 24h e 48h devido ao curto
tempo de exposicdo, podendo estes mecanismos serem tempo e concentracdo dependentes
em ZFL expostos ao BPA. Pelos métodos de MTT e VN foi observado um aumento
significativo ao longo do tempo para todos os tratamentos, provavelmente devido a
proliferacdo celular, entretanto, a concentracdo 50ug/L de BPA foi estatisticamente menor
que os demais tratamentos em 30 min, 24h e 48h (MTT) e 24h e 48h (VN) em relacdo ao
controle, o que pode indicar que as mitocondrias, e mais tardiamente as membranas
lisossomais, sejam alvos mais imediatos do efeito do BPA em ZFL. Pode-se concluir que o
BPA induziu efeitos de diminuicdo de proliferacdo em ZFL expostas as concentracfes
10ug/L e 50ug/L verificado pelos métodos de viabilidade celular analisados, sendo que os

testes MTT e VN foram mais sensiveis ao verificar efeitos em maior tempo de exposigao.

Palavras — chave: Desruptores Endocrinos, MTT, Vermelho Neutro, BPA, ZFL.



Assessment of exposure to Bisphenol A in Danio rerio hepatocytes

ABSTRACT

The introduction of toxic substances in the environment can cause local effects
and systemic changes of environments. Among these substances are the endocrine
desruptores (EDs), which are improperly disposed in the environment, and are present in
soil and sediment which may be causing serious problems for organisms, including
humans. Bisphenol A (BPA) is a EDs commonly found in the environment and in the
human body and causes effects on fertility, immunity, nervous system and behavior. The
liver is the main organ for metabolism and detoxificationof BPA, in this way may be more
exposed to its effects. Liver abnormalities may be useful as markers that indicate exposure
to environmental / xenobiotics stressors. The ZFL cell is derived from fish liver of adult
zebrafish, and provide an important system for in vitro studies of toxic agents effect in
liver cells. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of exposure of zebrafish
hepatocytes to different concentrations of BPA (0.1ug/L; lug/L, 10mg/L; 50mg/L),
assessing cell viability through three methods: Trypan Blue exclusion assay, MTT assay
and Neutral Red test (VN). By Trypan Blue exclusion method comparing the BPA
treatments at the same time, a significant decrease was observed in the cell viability for
30min at concentrations of 10mg/L and 50mg/L, which was not observed for 24 times and
48h. The low viability observed in time 30min can be related to detoxification mechanisms
(MXR) that were activated only in times of 24h and 48h due to the short exposure time,
these mechanisms can be time- and concentration- dependent in ZFL exposed to BPA. For
the MTT and VN methods was observed a significant increase over time for all treatments,
probably due to cell proliferation, however, concentration 50 mg/L of BPA was
statistically lower than the other treatments for 30min, 24h and 48h (MTT) and 24h and
48h (VN) compared to the control group, which may indicate that mitochondria, and later
the lysosomal membranes, are targets of more immediate effect of BPA in ZFL. It can be
concluded that BPA induced proliferation lowering effects in ZFL exposed to
concentrations of 10mg/L and 50mg/L verified by the analyzed methods of cell viability,
and the MTT and VN tests were more sensitive to verify effects of longer exposition.

Key-words: Endocrine Disruptors, MTT test, Neutral Red test, BPA, ZFL.



Introducéo Geral

A introducdo de substancias toxicas no ambiente, tanto de origem antrdpica
doméstica como agricola, pode causar efeitos locais imediatos, bem como resultar em
alteracdes sistémicas como a contaminacgédo de bacias hidrograficas e 0 comprometimento
de reservatorios subterraneos, o que pode levar a disseminacdo desta contaminagédo
(Balinova, 1993, Brambilla et al., 1993).

Essas substancias tdxicas sdo também conhecidas como Xxenobiéticos, que séo
substancias quimicas de origem exogena como plantas, produtos sintéticos, e poluentes
ambientais, que quando incorporados pelos organismos, podem resultar em efeitos sobre
muitos 6rgdos, como o sistema cardiovascular, sistema nervoso central, figado e trato
gastrointestinal (Zinedine et al., 2007).

Dentre os diversos compostos quimicos produzidos no mundo existem compostos de
ordem domeéstica, industrial e agricola que possuem atividade hormonal, e estdo presentes
em repelentes, inseticidas, detergentes, solventes, dentre tantos outros produtos. (Sodré et
al., 2007). Essas substancias sdo denominadas Desreguladores Endécrinos (DES), pois séo
capazes de mimetizar os estrogénios e anti-androgénios e desta forma interferir em
componentes do sistema enddcrino como tiredide, hipotalamo e hipofise (Sonnenschein
and Soto, 1998). Sua exposicdo pode estar relacionada com reducédo da fertilidade, queda
da quantidade de esperma e aumento na incidéncia de cancer de mama, entre outros fatores
(Aschengrau et al., 1998).

Grande parte dos DEs é destinada de forma indevida no meio ambiente, estando
presentes nas EstacOes de Tratamento de Esgoto, no solo e sedimentos marinhos (Clara, et
al., 2004), onde podem ser causadores de graves problemas aos organismos como plantas,
aves e peixes. Os DEs também podem atingir lencois freaticos (Steinmetz, et al., 1998) e,
desta forma interferir na vida dos seres humanos principalmente no periodo de reproducéo,
provocando inicio precoce da maturacdo sexual, reducdo da producdo espermatica,
desenvolvimento de tecidos alterados na organizagdo da glandula mamaria (Stocker et al.,
2003), crescimento da prostata (Prins, 2008), desenvolvimento de problemas neurologicos
(Leranth et al., 2008), e mau funcionamento da tireoide, blogueando os receptores do
horménio desta glandula (Zoeller, 2007).

A grande preocupacao em relacdo aos desreguladores enddcrinos se deve ndo apenas
aos seus efeitos no meio ambiente, mas também pelo fato de causarem diversos efeitos aos

organismos mesmo quando expostos a concentragdes muito baixas (Bila and Dezotti,



2007). Os receptores de estrogénio (RE) tornam-se mais suscetiveis a ativagdo por uma
variedade de compostos ambientais, tais como 0s xenoestrogenos, devido ao fato de serem
pouco especificos (Bolger et al. 1998).

Um exemplo de DEs comumente encontrado tanto no ambiente como na alimentagéo
é o Bisfenol A (2,2-bis (4-hidroxifenil) propano, BPA). O BPA foi sintetizado pela
primeira vez em 1891 pelo quimico russo Alexsander Dianin, e durante a década de 1930
ja existiam estudos sobre o potencial uso comercial do BPA como um estrégeno sintético.
Embora a atividade estrogénica do BPA tenha sido confirmada, testes realizados no mesmo
periodo com outro composto sintético estruturalmente relacionado, o diethilstilbestrol
(DES) indicaram que o DES exercia agdo estrogénica bem mais potente que o BPA. O uso
do BPA como estrogénio sintético foi entdo abandonado em favor do DES, o qual passou a
ser administrado a mulheres gravidas desde o final da década de 1940 (como tratamento
terapéutico contra problemas relacionados a menstruacdo, menopausa, nauseas durante a
gravidez, e para prevencdo de abortos) até 1971, quando seu uso foi relacionado a
problemas incluindo abortos, nascimentos prematuros, bem como o desenvolvimento de
canceres vaginal e cervical nas filhas de mulheres expostas (Vogel, 2009).

A partir do desenvolvimento da quimica organica e sintética, houve um aumento na
producdo de plasticos e polimeros sintéticos, que se tornaram muito utilizados em nossas
vidas. Devido ao baixo custo e praticidade, o plastico logo passou a ser incorporado em
diversos tipos de embalagens, porém o visual ndo era atrativo, as embalagens
apresentavam aspecto quebradico demonstrando fragilidade do material (Beserra et al.,
2012). Entretanto, a partir dos anos de 1940 foi identificada a utilidade do BPA na
industria dos plasticos, proporcionando maior resisténcia e maleabilidade aos produtos.
Com o passar do tempo, o BPA passou a ser utilizado em ampla gama de produtos,
constituindo a unidade basica de polimeros e revestimentos de alto desempenho e
durabilidade sendo utilizado na producdo de plésticos policarbonatos, selantes dentérios a
base de resina (Tsai, 2006), resinas epdxi em revestimento interno de enlatados (Erickson,
2008), tampas de garrafas, frascos de comida de bebés (Kang et al., 2006; Benachour and
Aris, 2009). Podem ser encontrados também em adesivos, papéis para fax, tubulacdes,
painéis de carros e produtos eletronicos (Biles et al., 1997).

O BPA ¢ quimicamente obtido pela condensacdo de acetona com duas moleculas de
fenol em presenca de &cido cloridrico (HCI), utilizando cloreto de zinco como catalisador
(Kang et al., 2006; Vanderberg et al., 2009). Devido a sua polimerizacdo incompleta e

degradacdo dos polimeros pela exposicdo a temperaturas extremas, a contaminagdo por
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BPA, tanto via ambiente como alimentar, ocorre principalmente através da lixiviagdo de
polimeros de embalagens em contato com alimentos e &gua, especialmente quando
aquecidos e/ou congelados (Garcia-Diaz and Macias-Matos, 2008; Le et al., 2008). J& é
bem documentada a acdo estrogénica do BPA devido a sua ligagdo a receptores de
estrégeno (Ghiselli and Jardim, 2007).

O BPA pode ser absorvido por via oral, através de dieta. Contudo, alguns estudos
tém demonstrado que o BPA pode ser absorvido também por via dérmica quando presente
no ambiente (Kang et al., 2006; Von Goetz et al.,2010), aléem disso, quando ingerido
agregado a alimentos ou bebidas, o BPA ¢ absorvido rapidamente pelo trato
gastrointestinal e figado, e parte dele é imediatamente conjugada com &cido glucurénico
para BPA-glucuronido, ndo ativo, na parede do intestino e figado. Quantidades pequenas
de BPA podem ainda reagir com sulfato formando BPA-sulfato. A formagédo desses
conjugados de BPA constituem o processo de detoxificagdo (Matthews et al., 2001, Snyder
et al., 2000), portanto somente as formas livres de BPA possuem atividade estrogénica. Em
seres humanos, posterior a sua formacéo, os conjugados de BPA séo liberados na corrente
sanguinea, atingem o rim e desta forma séo excretados na urina (\Volkel et al., 2002, 2005).
O processo de detoxificagdo em humanos resulta em baixas doses de BPA estrogénico,
quando em absorc¢éo oral de baixas doses.

Segundo a revisdo de Erler and Novak (2010), a exposi¢cdo humana, mesmo a baixas
doses de BPA, provocam efeitos sobre a fertilidade, sistema nervoso e comportamento, e
pode provocar prejuizos a salude, como diabetes, cancer, puberdade precoce, obesidade e
doencas cardiacas. Outros estudos mostraram que a exposicdo de camundongos ao BPA,
desencadeou a diferenciacdo de células fibroblasticas em adipdcitos (Sakurai et al., 2004),
maturacdo acelerada de camadas de gordura e aumento no numero de adipécitos em
glandulas mamarias (Vandenberg et al., 2007).

Por ser um estrégeno nédo esteroide, o BPA interfere com a ligacdo de 17 p-estradiol
ao seu receptor nos tecidos-alvo. Além disso, é capaz de mimetizar, amplificar, inibir a
atividade de estrogenos enddgenos ou interferir na acdo de receptores nucleares de
estrégeno, tendo efeitos na funcéo tireoidiana, no desenvolvimento do sistema imune, na
diferenciacéo e funcdo do sistema nervoso, efeitos no metabolismo e efeitos androgénicos
(Wetherill et al., 2007).

Em 2002 uma avaliacdo publicada por especialistas do Scientific Committee on Food
(SCF) da Uniéo Europeia estabeleceu com base em seus estudos, a dose diaria de 0,01 mg
de BPA/Kg de massa corporal. Nos anos posteriores foram publicados estudos da EFSA



(European Food Safe Authority), considerando efeitos do BPA em humanos levando a
redefinicdo dos paré@metros toleraveis de BPA no organismo (T.D.l. — Ingestdo Diéaria
Toleravel) em 0,05 mg/Kg de massa corporal (Gatti, 2009). Agéncia de Prote¢do ao Meio
Ambiente dos Estados Unidos (EPA) estabeleceu que a NOAEL (Nivel de Efeito Adverso
N&o Observado) para exposicéo cronica de Bisfenol A é de 50mg/kg de peso corporal por
dia (IRIS 1988), mas como seguranca é considerada uma dose 1000x inferior, isto é,
50ug/kg/dia.

No Brasil, somente em 2011, a ANVISA proibiu, por meio da Resolu¢cdo RDC
n.41/2011, a fabricagdo de mamadeiras plasticas contendo o BPA em sua composi¢do a
partir de Janeiro de 2012 (ANVISA, 2015). O principal argumento desta Instituicdo é que
estudos realizados mostraram que o BPA poderia causar problemas neuroldgicos e
hormonais principalmente em criangas expostas nos anos iniciais de vida (Beserra et al.,
2012).

Contudo, significativo nimero de estudos tem sido publicado nos ultimos anos
mostrando o efeito prejudicial do Bisfenol A, tanto em diferentes espécies animais como
culturas celulares, tanto primarias quanto estabelecidas (Dimastrogiovanni et al., 2015;
Erler et al., 2010; Maffini et al., 2006;\Vom Saal and Hughes, 2005). Quando administrado
in vivo, além de importantes danos no sistema reprodutor, também tém sido observados
efeitos no sistema nervoso (MacLusky et al., 2005), no comportamento (Farabollini et al.,
1981) e no sistema imune (Sawai et al., 2003, Yoshino et al., 2004). Estes resultados
preocupam ainda mais considerando que em muitos estudos a administragdo do BPA
aconteceu em doses inferiores as consideradas permitidas nos alimentos (Vom Saal and
Hughes, 2005). Além disso, ainda sdo poucos os trabalhos que abordam efeitos do BPA
ndo relacionadas ao sistema reprodutor, e desta forma, o potencial impacto de sua
exposicdo em diferentes funcdes se ndo aquelas relacionadas a reproducdo, ndo deve ser
negligenciado. Devido as diversas varidveis encontradas em estudos com os mais variados
modelos experimentais, a ingestdo diaria toleravel (TDI) continua ainda sendo discutida
por agéncias regulamentadoras.

Desta forma devido a crescente ocorréncia de substancias exdgenas incluindo os DEs
contaminando tanto o ambiente e alimentos, € imprescindivel que haja investigagdo quanto
a seus efeitos nos organismos que podem estar constantemente expostos a  essas
substancias. Como o figado é o principal 6rgédo para o metabolismo e detoxificacdo de DEs
(Lang et al., 2008),véarios autores sugerem o estudo de tecidos/células hepéaticas como

modelo para o estudo das interagdes entre meio ambiente e estruturas/funcbes hepaticas,
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onde as alteragbes poderiam ser Gteis como marcadores que indicam a exposi¢do a
estressores ambientais ou xenobioticos (Brusle and Anadon, 1996; Dimastrogiovanni et al.
2015; Huc et al. 2012; Moon et al. 2012; Pritchett et al. 2002).

A linhagem celular ZFL é derivada de figados de peixes adultos da espécie Danio
rerio, também conhecida como peixe-zebra ou paulistinha. Essa linhagem apresenta
morfologia tipica de células epiteliais e sdo células aderentes. As células ZFL continuam a
exibir propriedades do parénquima hepatico apds 100 geracdes em cultura, podendo
fornecer um sistema in vitro muito importante para estudos toxicolégicos, de metabolismo
e de formacdo de metabdlitos em celulas hepaticas (Ghosh et al., 1994; Miranda et al.,
1993). Atualmente, muitos estudos toxicologicos envolvendo células ZFL estdo sendo
realizados e 0 uso dessas células nas pesquisas esta em constante crescimento (Chan et al.,
2006; Chen and Chan., 2011; Cheuk et al., 2008; Costa et al., 2012; Seok et al., 2007; Wan
et al., 2009;).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da exposicdo de
hepatécitos de Danio rerio da linhagem celular ZFL, a diferentes concentracdes de BPA,
através da viabilidade celular avaliada pelo teste de exclusdo do Azul de Tripan (Adaptado
de Goulart et al., 2015); da proliferacdo celular e atividade mitocondrial, avaliadas pelo
método de MTT (Goulart et al., 2015), e da estabilidade da membrana lisossomal avaliada
pelo Teste de Vermelho Neutro (Rogero et al., 2003). O teste de exclusdo de Azul de
Tripan permite detectar células ndo viaveis, cuja membrana, por apresentar danos, permite
a incorporacdo do corante e coram-se em azul; enquanto que as células viaveis, por
apresentarem membrana integra, bloqueiam a passagem do corante ficando transparentes.
O método de MTT baseia-se na reducdo dos sais amarelos de tetrazélio por redutases
mitocondriais de células metabolicamente ativas. Formam-se, intracelularmente, cristais
azuis que sdo solubilizados e posteriormente analisados por espectrofotometria. Deste
modo, quanto menor a viabilidade celular, menor sera a reducdo do MTT e menor o sinal
espectrofotométrico. Outro pardmetro muito utilizado na estimativa da toxicidade celular é
a avaliagdo da viabilidade celular evidenciada com auxilio de corantes vitais como o
vermelho neutro (VN), que é solGvel em agua e que passa através da membrana celular,
ficando retido nos lisossomos, fixando-se por ligacdes eletrostaticas hidrofébicas em sitios
anionicos na matriz lisossomal. Muitas substancias toxicas danificam as membranas
resultando no decréscimo de ligacdo e retencdo do vermelho neutro no lisossomo. A

captacdo do VN pelas células vidveis pode ser quantificada por espectrofotometria, e desta
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forma é possivel se fazer a distingdo entre células vivas e células danificadas ou mortas,

pela medida de intensidade de cor da cultura celular.
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Artigo a ser submetido a revista Toxicological Sciences

Avaliacédo da Exposi¢do de Hepatdcitos de Danio rerio ao Bisfenol A
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Biologicas Universidade Federal do Rio Grande — FURG, Rio Grande, RS, Brasil;
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Grande, RS, Brasil.

Resumo
Entre as diversas substancias toxicas introduzidas no ambiente estdo os desruptores

enddcrinos (DEs), que sdo descartados de forma indevida e estdo presentes no solo e
sedimentos, onde podem ser causadores de graves problemas aos organismos, incluindo os
seres humanos. O bisfenol A (BPA) é um DEs comumente encontrado no ambiente, e no
corpo humano e provoca efeitos na fertilidade, imunidade, sistema nervoso e
comportamento. O figado é o principal 6rgdo para o metabolismo e detoxificacdo de
Bisfenol A (BPA), desta forma pode estar mais exposto aos seus efeitos. Os hepatdcitos de
Danio rerio (ZFL) fornecem um sistema importante para estudos in vitro do efeito de
agentes toxicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da exposicéo da linhagem
ZFL ao BPA, atraveés da avaliacdo de viabilidade celular por testes de exclusdo de Azul de
Tripan, teste de MTT e teste de Vermelho Neutro (VN). Pelo método de Azul de Tripan, se
observou diminuicédo da viabilidade em 10ug/L e 50ug/L de BPA apenas no tempo de 30
min. Estes resultados podem estar relacionados a mecanismos de detoxificacdo que podem
ser tempo e concentracdes dependentes. Pelos métodos de MTT e VN foi observado uma
diminuicdo de proliferacdo celular na concentracdo de 50ug/L de BPA em 30 min, 24h e
48h (MTT) e 24h e 48h (VN), o que pode indicar que as mitocondrias, e mais tardiamente
as membranas lisossomais, sejam alvos mais imediatos do efeito do BPA em ZFL. Pode-se
concluir que o BPA induziu efeitos na inibicdo da proliferacdo em hepatdcitos ZFL
expostas as concentragdes 10ug/L e 50ug/L verificado pelos métodos viabilidade celular
analisados, sendo que os dois ultimos testes foram mais sensiveis ao verificar efeitos em

maior tempo de exposicéo.

Palavras-chave: Desruptores Enddcrinos, MTT, Vermelho Neutro, BPA, ZFL, Danio rerio
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1. Introducéo

Com o aumento da producdo de diversas classes de produtos quimicos e,
consequentemente, da sua utilizagdo (Andrady and Neal, 2009), a geracdo de residuos tem
aumentado abruptamente. A falta de conhecimento e muitas vezes o descuido e/ou descaso
por parte do ser humano para com o meio ambiente tem levado a degradacao da qualidade
ambiental pela contaminagcdo por xenobidticos e agentes quimicos de origem
antropogénica. Essa contaminacdo tem exercido uma série de efeitos adversos nos
organismos vivos, no funcionamento dos ecossistemas e consequentemente na saude
humana (Vom Saal and Hughes, 2005).

O Bisfenol A é um desregulador endocrino com atividade estrogénica
(xenoestrogeno) muito utilizado como estabilizante na producdo de plasticos, inclusive
embalagens de alimentos, policarbonatos, epoxi, poliéster insaturado e resinas
polisulfonadas, entre muitos outros produtos (Cousins et al.,, 2002). Os efeitos da
exposicdo ao BPA ndo séo restritos a fisiologia reprodutiva, apresentando agdes em uma
ampla variedade de funcgdes fisioldgicas (Oehlmann et al., 2009). Em ratos, além de
importantes danos no sistema reprodutor, também tém sido observados efeitos no sistema
nervoso (MacLusky et al., 2005), no comportamento (Farabollini et al., 1981) e no sistema
imune (Rogers et al., 2013, Sawai et al., 2003, Yoshino et al., 2004). Estes dados
preocupam ainda mais considerando que em muitos estudos a administragdo do BPA
aconteceu em doses inferiores as consideradas permitidas nos alimentos (0,05mg/Kg/dia)
(Vom Saal and Hughes, 2005). Além disso, ainda sdo poucos os trabalhos que abordam
efeitos do BPA ndo relacionados ao sistema reprodutor, e desta forma, o potencial impacto
de sua exposicdo em diferentes fungdes se ndo aquelas relacionadas a reproducédo, ndo deve
ser negligenciado.

O BPA pode ser absorvido por via oral, através de dieta. Contudo, alguns estudos
demonstraram que o BPA pode ser absorvido também por via dérmica quando presente no
ambiente (Kang et al., 2006; VVon Goetz et al.,2010), além disso, quando ingerido agregado
a alimentos ou bebidas, o BPA ¢ absorvido rapidamente pelo trato gastrointestinal e figado,
e parte dele é imediatamente conjugada com &cido glucurdnico para BPA-glucuronido, ndo
ativo, na parede do intestino e figado. Pequenas quantidades de BPA podem reagir com
sulfato formando BPA-sulfato. A formacdo desses conjugados de BPA constituem o
processo de desintoxicacdo (Matthews et al., 2001, Snyder et al., 2000), portanto somente
as formas livres de BPA possuem atividade estrogénica. Em seres humanos, posterior a sua

formacdo, os conjugados de BPA sédo liberados na corrente sanguinea, atingem o rim e
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desta forma sdo excretados na urina (VoOlkel et al., 2002, 2005). O processo de
detoxificagdo em humanos resulta em baixas doses de BPA estrogénico, quando em
absorcéo oral de baixas doses.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da exposi¢éo de

hepatocitos da linhagem ZFL a diferentes concentracdes de BPA.

2. Metodologia

2.1 Manutencéo da linhagem ZFL

A linhagem celular de hepatocitos de Danio rerio (ZFL) foi adquirida da American
Type Culture Collection — American collection (ATCC), depositada no Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ) e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. José Maria Monserrat. No
Laboratério de Cultura do ICB (Instituto de Ciéncias Bioldgicas) da FURG, as células
foram mantidas em garrafas de cultura celular (25cm?) em meio RPMI suplementado com
5% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de Antibidtico (penicilina/estreptomicina) em estufa

a 28°C. As células foram repicadas uma vez por semana.

2.2 Exposicdo das células ao BPA

Apos o repique, as células foram avaliadas quanto a viabilidade celular pelo teste de
exclusdo de Azul de Tripan, assumindo-se viabilidade maior que 95% para realizacdo dos
experimentos. Os experimentos foram realizados em placas de 96 pocos com a
concentracdo de 2,5x10° células/mL em meio RPMI sem vermelho fenol contendo 1% de
antibidtico/antimicotico e 5% de SFB tratado com carvdo ativado para descartar a
possibilidade de hormonios esteroides interferirem com a acdo do BPA. As células foram
deixadas aderindo por cerca de 24h em estufa a 28°C antes das exposi¢oes.

Apo6s o periodo de adesdo as células foram expostas a diferentes concentracdes de
BPA: 0,1ug/L (0,438uM); 1ug/L (4,38uM); 10ug/L (43,8uM); 50ug/L (219uM) e
tratamentos Controle (CTR) e Controle veiculo (CTR DMSO), todos os tratamentos
contendo meio RPMI sem vermelho fenol. As células foram expostas a estes tratamentos
durante 30 min, 24hs e 48hs. Para a solucdo estoque de BPA foi utilizado DMSO como
diluente, em concentragcdo final de 0,05%. O controle veiculo recebeu a mesma
concentragdo de DMSO. Ao final de cada exposicdo realizou-se a avaliagdo da viabilidade
celular pelo método de exclusdo de Azul de Tripan, o teste de MTT e o teste de Vermelho
Neutro. Para todas as analises, foram realizados 5 experimentos com 5 réplicas para cada

tratamento.
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2.3 Avaliacédo da Viabilidade Celular por teste de exclusdo do Azul de Tripan
(Adaptado de Goulart et al., 2015)

Apos a exposicdo das celulas ao BPA, as placas foram centrifugadas a 1600rpm por
5 minutos, retirado o0 meio com a exposicao e as pocgas foram lavadas com PBS e as células
ressuspensas com tripsina e apds sua acao neutralizada com a mesma quantidade de meio
RPMI sem soro, depois foram diluidas em Azul de Tripan (0,08%) para contagem em
camara de Neubauer, onde foi registrado o numero de células viaveis (ndo coradas) e de

celulas ndo viaveis (coradas de azul).

2.4 Avaliacao da Viabilidade Celular por Ensaio de MTT (Goulart et al., 2015)

Ap0s a exposicdo das células ZFL ao BPA, as placas foram centrifugadas a 1600rpm
por 5 minutos, retirado o sobrenadante e as células foram lavadas com PBS em
temperatura ambiente. Em cada poco, foi adicionado 200uL de MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, Sigma Aldrich, St Louis —
USA] diluido em meio RPMI em uma concentracdo final de 0,5mg/mL e incubado por 3
horas em estufa a 28°C protegido da luz. Apéds a incubacdo com MTT, foi realizada nova
centrifugacdo (1600 rpm, 5 minutos), removido o sobrenadante e adicionados 200uL de

DMSO as pogas, e entdo lida a absorbancia em leitora de microplaca em 550nm.

2.5 Avaliagdo da Viabilidade Celular por Teste de Vermelho Neutro (VN)
(Rogero et al., 2003)

Apo6s a exposicdo das células ZFL ao BPA, as placas de exposicdo foram
centrifugadas a 1600 rpm por 5 minutos, o sobrenadante removido e as pocas lavadas com
PBS em temperatura ambiente. Em cada poco foi adicionado 200uL de VN (3-amino-2-
methyl phenazine-amino-7dimetil chloride, Sigma Aldrich, St Louis — USA) diluido em
meio RPMI em uma concentracao final de 0,04 mg/mL, e incubado por 3 horas em estufa a
28°C protegido da luz. Apds a incubacdo com VN, foi realizada nova centrifugagéo,
removido o sobrenadante e adicionado as pogas 200pL de Formaldeido 0,5% em solucgéo
de Cloreto de Célcio 1% e deixado agir por 5 minutos. A placa foi novamente centrifugada
(1600rpm, 5 minutos), e depois de removido o sobrenadante foi adicionado 100pL de
solucéo alcool-acido (1% de acido acético em etanol 50%) e entdo lida a absorbancia em

leitora de microplaca em 550nm.
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2.6 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média + erro padrdo. Os resultados foram
comparados através do teste de ANOVA para amostras independentes, seguido por teste a
posteiori de Tukey. Os pressupostos da ANOVA (normalidade e homogeneidade de
variancias) foram previamente testados (Zar, 1984). O nivel de significancia utilizado em

todos os casos foi de 5%.

3. Resultados
3.1 Avaliacdo da Viabilidade Celular pelo método de Azul de Tripan
Os resultados de Viabilidade Celular pelo método de exclusdo por Azul de Tripan

séo apresentados na Figura 1. Ao comparar-se a viabilidade dos diferentes tratamentos no
mesmo tempo, ndo houve diferenca significativa (p < 0.05) nos tempos de 24h e 48h.
Entretanto, no tempo de 30 minutos foi observada diminuicdo significativa da viabilidade
nos tratamentos 10ug/L e 50ug/L de BPA. Quando comparado o mesmo tratamento nos
diferentes tempos, apesar de ter sido observada diminui¢do significativa na viabilidade
celular, no tratamento CTR DMSO ao longo do tempo, quando este tratamento &
comparado ao controle no mesmo tempo, nao existe diferenca significativa na viabilidade.
Quando comparado o mesmo tratamento nos diferentes tempos foi observada diminuigéo
significativa na viabilidade no tratamento de 0,1ug/L de BPA, sendo o tempo 30 min
significativamente mais alto dos tempos 24h e 48h. Ja nas duas maiores concentracfes foi
observado um aumento na viabilidade, onde em 10ug/ L de BPA a viabilidade em 48h foi
significativamente maior que 30 min e 24h, e em 50pug/L de BPA a viabilidade em 30 min
foi significativamente menor que em 24h e 48h.

3.2 Avaliacéo da Viabilidade e Proliferacao Celular por Ensaio de MTT
Os resultados relativos ao teste de MTT estdo apresentados na Figura 2. Quando
comparados os diferentes tratamentos no mesmo tempo, foi observado que o tratamento de
50ug/L de BPA foi significativamente menor que os demais (p < 0.05) em todos os tempos
avaliados. Porém quando se comparou cada tratamento ao longo do tempo, ainda foi
observado um aumento significativo na absorbancia para todos os tratamentos, de 30 min
as 48h.
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Figura 1 - Viabilidade Celular pelo método de exclusdo por Azul de Tripan em ceélulas
ZFL expostas a 0,1ug/L, 1ug/L, 10pg/L e 50ug/L de BPA e grupos Controles. Dados séo
expressos como média + erro padrdo. n=15. Simbolo (*) indicam diferencas estatisticas
significativas entre as médias dos tratamentos no mesmo tempo (p < 0.05) e (+) indicam
diferencas estatisticas significativas entre as médias do mesmo tratamento nos tempos de
30 min, 24h e 48h (p < 0.05).

3.3 Auvaliacdo da estabilidade da membrana lisossomal pelo método de
Vermelho Neutro

Os resultados de estabilidade da membrana lisossomal séo apresentados na  Figura
3. Ao se comparar os diferentes tratamentos em um mesmo tempo, ndo foi observada
diferenca significativa (p < 0.05) no tempo de 30 minutos. Porém nos tempos de 24h e 48h
foi observada reducdo significativa da estabilidade da membrana lisossomal na
concentracdo de 50ug/L de BPA quando comparado ao controle. Quando comparado cada
tratamento ao longo do tempo, foi observado um aumento significativo na absorbancia

para todos os tratamentos, de 30 min as 48h.
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Figura 2 - Viabilidade e Proliferacdo Celular por Ensaio de MTT em células ZFL expostas
a 0,1ug/L, 1ug/L, 10ug/L e 50ug/L de BPA e grupos Controles. Dados séo expressos como
média + erro padrdo. n=25. Simbolo (*) indica diferencas estatisticas significativas entre as
médias dos tratamentos no mesmo tempo (p < 0.05). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas significativas entre as médias do mesmo tratamento nos tempos de 30 min, 24h
e 48h (p < 0.05).
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Figura 3 — Estabilidade da membrana lisossomal por Ensaio de Vermelho Neutro em
células ZFL expostas a 0,1ug/L, 1pg/L, 10ug/L e 50ug/L de BPA e grupos Controles.
Dados sdo expressos como media *+ erro padrdo. n=25. Simbolo (*) indicam diferencas
estatisticas significativas entre as meédias dos tratamentos no mesmo tempo (p < 0.05).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre as médias do mesmo

tratamento nos tempos de 30 min, 24h e 48h (p < 0.05).

4. Discusséo

Os resultados de viabilidade celular avaliados pelos trés métodos empregados
mostram diferencas significativas tanto quando analisados os tratamentos no mesmo tempo
de exposicdo, quanto quando analisados cada tratamento ao longo do tempo de exposicéo
(Figuras 1,2 e 3).

Pelo método de exclusdo do Azul de Tripan (Figura 1) se comparando 0s
tratamentos de BPA no mesmo tempo, foi observado que em 30 min as duas maiores
concentracdes de BPA (10ug/L e 50ug/L) apresentaram diminuicdo significativa na
viabilidade celular, o que néo foi observado para os tempos de 24h e 48h. Ainda, quando
se analisou essas mesmas concentragdes ao longo do tempo, foi observado no tempo 30min
viabilidade significativamente menor que 24h (10ug/L e 50ug/L) e 48h (10ug/L). Esta

baixa viabilidade, observada no tempo 30min, pode estar relacionada a mecanismos de
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detoxificacéo ativados nos tempos de 24h e 48h e que em 30 min ainda ndo havia sido
possivel tal ativacdo pelo curto tempo de exposicao.

Os organismos aquaticos desenvolveram mecanismos de defesa conhecidos como
resisténcia a multiplos xenobidticos (MXR) (Kurelec, 1992; Bard, 2000), tendo em vista
que estdo expostos a uma grande variedade de compostos toxicos tanto de origem natural
como antropogénica. O principio da MXR é comparavel ao mecanismo de resisténcia a
multiplas drogas (MDR) primeiramente descritas em linhagens celulares tumorais, onde as
bombas glicoproteinas-P (P-gp) sdo as mais extensivamente estudadas responsaveis pelo
mecanismo MDR. Estas P-gps sdo proteinas de transporte de membrana responsaveis pelo
efluxo ativo de uma vasta gama de substratos enddgenos e xenobidticos, e atuam reduzindo
0 acumulo intracelular dessas substancias e, desta forma, protegendo a célula de efeitos
potencialmente toxicos. Horménios esteroides podem agir como moduladores deste
mecanismo, e existem estudos demonstrando que o BPA é capaz de modular a atividade de
mecanismos de detoxificagio como os associados a MDR, dependendo da sua
concentracdo e tipo celular (Anselmo et al., 2012).

Quando avaliada a viabilidade celular pelo método de MTT, comparando cada
tratamento ao longo do tempo, foi observado um aumento significativo no nimero de
células para todos os tratamentos, incluindo os controles, nos tempos de 30 min a 48h
(Figura 2). Esses resultados apontam para a possibilidade de o BPA estar influenciando na
diminuicdo da proliferacdo celular, pois apesar de todas as leituras de MTT aumentarem
significativamente ao longo do tempo, a concentracdo de 50ug/L aumenta menos em
relacdo ao controle. A diminuicdo da atividade mitocondrial, resultando nos mais baixos
valores de MTT observados na maior dose de BPA pode representar uma estratégia celular
na exposicdo ao BPA, onde as células poupam energia para manterem-se vivas.

Os resultados de viabilidade celular avaliada pela estabilidade da membrana
lisossomal (Figura 3) corroboram os resultados do ensaio de MTT, mostrando que houve
um aumento da retencdo do vermelho neutro em todos os tratamentos ao longo do tempo, e
também que apesar deste aumento, a retencdo do corante pelos lisossomos dos hepatdcitos
foi menor na maior concentracdo de BPA testada (50ug/L) quando comparada com 0s
demais tratamentos nos tempos de 24h e 48h, confirmando a possivel inibicdo de
proliferacdo celular, reforgada pela auséncia de reducédo na viabilidade por Azul de Tripan.

Apesar de ser bem documentada a acdo estrogénica do BPA na proliferacdo de
células (Keri et al., 2007; Lee et al., 2012; Rivas et al., 2002) mesmo em doses

consideradas muito baixas (Sheng et al., 2013, Wau et al., 2013) atuando nas mesmas vias
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de resposta dos horménios esteroides atraves da ligagdo com RE, vérios trabalhos relatam a
acdo citotoxica do BPA em células hepaticas de diferentes espécies. Em Pritchett et al.
(2002) foi verificada citotoxicidade em cultura primaria de hepatdcitos de ratos,
camundongos e humanos atraves do teste de LDH (teste de lactato desidrogenase), na
concentracdo de 50uM de BPA, uma concentragdo muito proxima da segunda maior
concentracdo de BPA utilizada em nosso trabalho (10ug/L). Ainda, Yang and Chan (2014)
estabeleceram a concentracdo de 367,1uM como LC50 para a linhagem ZFL, e nesta
concentragéo foi observado que o BPA afetou a transcricdo de enzimas de metabolizagéo
hepatica de fase Il, o que pode prejudicar os processos de detoxificacdo que ocorrem nesta
faze, como a conjugacdo do BPA com &cido glucurdnico resultando em BPA-glucuronido
ndo ativo, na parede do intestino e figado (Matthews et al., 2001, Snyder et al., 2000), e
portanto, ndo detoxificando as formas livres de BPA que possuem atividade estrogénica. O
processo eficiente de detoxificagdo em humanos, resulta em baixas doses de BPA
estrogénico, quando em absorcdo oral de baixas doses.

De fato, com os resultados encontrados neste trabalho e aqueles encontrados por
outros autores, é possivel se deduzir que apesar das diferentes abordagens de avaliacdo da
toxicidade provocada pelo BPA, todas as informacgdes convergem para a mesma opinido de
que a exposicdo ao BPA é capaz de provocar prejuizos em diferentes linhagens e tipos
celulares podendo seus efeitos ser dependentes da dose e do tempo.

5. Concluséo

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que o BPA
induziu efeitos de diminuicdo de proliferacdo celular em ZFL expostos as concentraces
10ug/L e 50ug/L verificado pelos métodos viabilidade por Azul de Tripan, ensaio de MTT
e estabilidade da membrana lisossomal por ensaio de Vermelho Neutro, sendo que 0s dois
altimos testes foram mais sensiveis ao verificar efeitos em maior tempo de exposicéo,
possivelmente devido & mitocondria ser um alvo mais imediato do efeito do BPA. E
crescente a importancia dada a assuntos relacionados aos efeitos dos DEs nos diferentes
sistemas e organismos. Desta forma, torna-se de extrema importancia a realizagdo de mais
estudos para elucidar os possiveis efeitos do BPA, bem como de outros DEs, em ZFL,
tanto por periodos mais prolongados de exposi¢cdo, como também a avaliacdo de outros
parametros importantes, como a expressdo de receptores de estroOgenos e parametros

envolvidos no estresse oxidativo.
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Consideracoes finais

Apesar de varios trabalhos realizados in vivo demonstrarem efeitos deletérios da
exposicdo ao BPA em diferentes espécies (Chitra and Maiby, 2014, Hassan et al., 2012,
Kausch et al., 2008, Keri et al., 2007, Liu et al., 2012), os métodos utilizados in vitro
apresentam vantagens em relacdo aos estudos in vivo tais como limitar o nimero de
variaveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente, além do periodo de

teste, em muitos casos, ser mais curto.

A investigacdo sobre os efeitos causados por BPA ou a outros DEs em linhagens de
hepatdcitos, assim como outras linhagens celulares, é importante ja que é sabido que a
exposicdo a essas substancias ocorre constantemente. Desta forma, o presente trabalho
buscou investigar os efeitos do BPA em diferentes concentracfes de exposicao, a ponto de
causar danos a células, mas ndo levando a morte. Nossos resultados demonstraram que o
BPA causa prejuizos as ceélulas diminuindo a proliferacdo celular e estabilidade da
membrana lisossomal em hepatécitos de Zebrafish expostos as concentracbes de 10ug/L e
50ug/L de BPA, como verificados pelos ensaios de MTT e de Vermelho Neutro.

Como a variedade de compostos DEs a serem avaliados tem crescido muito, ha
necessidade de se estudar novas metodologias e escolher entre elas as que possam
responder melhor quanto a presenca e efeitos destes compostos. Estudos com os métodos
apresentados neste e em varios outros trabalhos, demonstraram que testes com culturas
celulares podem ser utilizadas com sucesso, pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e

financeiramente acessiveis para a execucao de estudos in vitro.

Culturas celulares, como a de hepatdcitos ZFL, que sdo derivadas de tecidos
especificos, tém se mostrado como instrumentos de grande importancia na medida em que
auxiliam na compreensdo de processos tanto celulares como moleculares, com a
possibilidade de serem referenciados aos tecidos correspondentes quando in vivo. Estas
culturas, sendo utilizadas de forma adequada, fornecem uma alternativa relativamente de
baixo custo e muitas vezes com resultados mais rapidos no estudo de mecanismos que

frequentemente podem ser complexos e dificeis de serem desenvolvidos in vivo.
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