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Resumo

RIBEIRO, A. L. T. Efeitos Citotdxicos, Genotoxicos e Epigenéticos do Bisfenol A em Células HL-
60, MCF-7 e em Ratos. 2015. 162f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Bisfenol A (BPA) é um insumo largamente utilizado na produgédo de plastico
policarbonato e amplamente difundido no meio ambiente, levando o ser humano a
exposi¢ao cronica desde o periodo intrauterino. A literatura aponta a possibilidade de
BPA aumentar o risco de diversos tipos de cancer, mas sao necessarios estudos que
possibilitem o entendimento de mecanismos pelos quais isso pode ocorrer. Neste
trabalho foram investigados os efeitos do BPA ou nitro-BPA em células HL-60, MCF-7
e tecidos de ratos.

Células HL-60 foram expostas ao BPA ou nitro-BPA nas concentragoes de 25,
100 e 250 yM (0,1 % DMSO v/v) por 2, 24 ou 48 horas na presenga ou auséncia de
H,0; (40 nmol/5 x 10* células). Células MCF-7 foram expostas da mesma forma, sem
o uso de H,0O,, mas na presenca e auséncia de agonista (PCB) de receptor Ah. Ratos
Sprague-Dawley machos receberam BPA diariamente ao longo de 4 semanas (50
mg/kg de peso corporeo) por gavagem, na vigéncia e auséncia de diabetes, com
subsequente coleta de urina, figado, rins, medula 6ssea e sangue. Nos experimentos
com as células, a viabilidade, ciclo celular, fragmentacdo do DNA e a produgao
intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROs) foram avaliadas por citometria de
fluxo, a atividade da cadeia respiratéria mitocondrial pelo ensaio do XTT, e a atividade
de MPO de células HL-60 por ensaio de fluorescéncia, bem como a produgao de *NO.
A metilagao e hidroximetilagdo global do DNA e os adutos 8-oxodG, CEdG, 1,N°-edA,
1,N’-edG e BPA-Gua no DNA das células, tecidos, meio de cultura e urina foram
analisados por HPLC-ESI-MS/MS. O hemograma e mielograma dos animais foram
obtidos no Laboratério de Hematologia Experimental da FCF USP.

Observou-se que tanto BPA quanto nitro-BPA induziram a geragao de ROS em
células HL-60 logo ap6s 2h de incubacdo. BPA levou subsequentemente a perda de
atividade da cadeia respiratoria mitocondrial, aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica, fragmentacdo do DNA, parada na fase G2/M do ciclo celular e
hipermetilagdo acompanhada de hipohidroximetilagdo global do DNA. A citotoxicidade
induzida pelas mesmas concentragbes de nitro-BPA em células HL-60 foi menos
pronunciada, sem perda de atividade da cadeia respiratéria mitocondrial, com pouca
fragmentacdo do DNA, mas com parada na fase G0/G1 do ciclo celular e indugéo de
hipohidroximetilagao global do DNA na presenca de H,0,. Nao foi observada a
inducdo de adutos de DNA nas células HL-60 incubadas com BPA, mas sim de CEdG
nas ceélulas incubadas com nitro-BPA.

Os dados obtidos a partir da exposi¢gao das células HL-60 a BPA e nitro-BPA
nos indicam que as duas moléculas provocam alteragcdes metabdlicas distintas nesse
tipo celular, independentes da via estrogénica, que levam a alteragdes
predominantemente epigenéticas (BPA) ou genéticas e epigenéticas (nitro-BPA), que



podem ter consequéncias fenotipicas, como progressdo maligna, que precisam ser
investigadas.

Foi observado que as células MCF-7 sdo mais resistentes que as células HL-60
a citotoxicidade induzida por BPA e nitro-BPA. Como resultado da exposicdo das
células MCF-7 a BPA, houve pequeno aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica (250 uM), inducdo dos niveis de ROS apés 24 h (25 pM) e aumento da
populagéo de células em sub G1, ou seja, com DNA fragmentado (100 pM e 250 uM),
mas sem alteracdo do ciclo celular. No caso de nitro-BPA, foi observada parada do
ciclo celular em G2/M (25 pyM, 100 yM e 250 pM), assim como aumento de
permeabilidade da membrana plasmatica apds 24 h de incubagado (25 yM, 250 uM),
sem indugdo de ROS ou aumento de células em sub G1. Entretanto, observou-se
aumento dos niveis de CEdG e 8-oxodG no DNA das células incubadas com BPA (100
UM, 250 uM) sem a ativagao prévia de receptores Ah. A ativacdo dos receptores Ah
com PCB levou a menor aumento do nivel das lesdes apds as incubagcées com BPA. A
maior resisténcia das células MCF-7 aos efeitos citotoxicos do BPA esta
provavelmente relacionada a acido estrogénica desse xenobidtico. A sinalizagdo
estrogénica juntamente com o aumento dos niveis de lesdes no DNA aumenta a
chance de mutagdes e de transformagcdo maligna. Nas células com ativagdo do
receptor Ah, BPA levou ainda ao aumento da hidroximetilagdo global, sem alteragéo
da metilac&o global do DNA.

Os animais nao diabéticos expostos ao BPA apresentaram quantidades
diminuidas de promielécitos, blastos e bastonetes na medula 6ssea (aplasia medular),
sem alteracdo no hemograma. Houve aumento dos niveis de CEdG no figado, da
metilacdo e hidroximetilagdo global do DNA hepatico, e n&o foi observada alteragédo
das marcas epigenéticas e adutos de DNA no rim ou na urina. Os animais diabéticos
expostos ao BPA apresentaram aumento do numero de eosinodfilos e linfocitos na
medula 6ssea, podendo-se sugerir a indugdo de um estado inflamatério alérgico, e
aumento do numero total de hemacias circulantes e do hematocrito. Houve aumento
dos niveis de CEdG, da metilagdo e hidroximetilagdo global do DNA hepatico,
aumento dos niveis de 8-oxodG no DNA renal, sem alteracdo das marcas epigenéticas
no rim, e nao foi observada alteragao dos adutos de DNA na urina.

Os dados obtidos apontam para a geragdo de ROS como uma importante via
de cito- e genotoxicidade induzidas por BPA. Sua biotransformacéo para BPA-3,4-
quinona nos modelos utilizados parece ter menor importancia para os efeitos, uma vez
que nao foi detectada a lesdo BPA-Gua em nenhuma amostra de DNA, meio de
cultura das células ou urina dos animais. Alteracées metabdlicas induzidas por BPA e
ROS podem favorecer as alteragdes das marcas epigenéticas observadas no DNA das
células HL-60, MCF-7 e figado dos animais. Todas essas alteragdes podem contribuir
para a transformagao maligna de células expostas ao BPA.

Palavras-chaves: Bisfenol A, HL-60, MCF-7, Adutos de DNA, Diabetes.



Abstract

RIBEIRO, A. L. T. Cytotoxic, Genotoxic and Epigenetics Effects of Bisphenol A on HL-60, MCF-7
cells and Rats 2015. 162f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Bisphenol A (BPA) is a compound widely used in polycarbonate plastic
production and widespread in the environment, humans are chronic exposed to
BPA in intrauterine period and entire life. The literature suggests the possibility
of BPA increase the risk of developing cancers, but studies are required to
enable the understanding of mechanisms by which this can occur.

HL -60 cells were exposed to BPA or nitro-BPA at concentrations of 25,
100 and 250 uM (0.1% DMSO v/v) for 2, 24 or 48 hours in presence or absence
of H202 (40 nmol/5x10* cells), MCF-7 cells followed a similar profile of exposure
without the use of H,O,, but in presence or absence of Ah agonist receptor
(PCB126). Male Sprague-Dawley rats received BPA daily over 4 weeks (50
mg/kg body weight) by gavage in presence and absence of diabetes, with
subsequent collection of urine, liver, kidney, bone marrow and circulating blood.

The viability, cell cycle, DNA fragmentation and the intracellular
production of reactive oxygen species (ROS) was evaluated by flow cytometry,
MPO activity and NO production was evaluated by fluorescence assay for HL-
60 cells, mitochondrial activity by XTT assay, and the global DNA methylation
was checked by HPLC-PDA. DNA adducts 8-oxodG, CEdG, 1,N°-edA, 1,N°-edG
and BPA-Gua were quantified by HPLC- ESI-MS/MS in DNA of cells, culture
medium, urine and tissue collected from Sprague-Dawley rats. Blood count and
bone marrow examination were obtained in collaboration with Experimental
Hematology Laboratory of University of Sao Paulo

We observed that both BPA and BPANO; induced ROS generation in
HL- 60 cells after 2 hours of incubation. BPA subsequently led to failure of
mitochondrial respiratory chain activity, increased permeability of the plasma
membrane, DNA fragmentation, arrest in G2/M phase of cell cycle, DNA
hypermethylation with global hipohydroxymethylation.

We saw low cytotoxicity in HL-60 cells induced by nitro-bpa n the same
concentration, without loss of mitochondrial respiratory chain activity, discrete
DNA fragmentation, but leading cell cycle to stopping at GO/G1 phase, and
induction of DNA global hypermethylation. No lesions were observed in the
DNA of HL-60 cells.The results obtained from the exposure of HL-60 cells to
BPA and nitro-BPA indicate that these two molecules induce different metabolic
abnormalities in this cell line, independent of estrogen pathway, leading to
changes in epigenetic (BPA) or genetic and epigenetic (nitro-BPA) profile, that
can induce phenotypic consequences such as malignant progression.

It was observed along the study that MCF-7 cells are more resistant
than HL-60 cells to cell damage induced by BPA and nitro-BPA. As a result of
MCF-7 cells exposure to BPA, we saw a slight increase in membrane
permeability (250 mM), ROS generation after 24h (25 mM) and increase in cell
population in sub G1, so we had DNA fragmentation (100 uM and 250 uM), but
with no effect on cell cycle. However, we observed increased levels of CEdAG



and 8-oxodG on DNA of cells incubated with BPA (100 uM, 250 mM) without
prior activation of Ah receptors. The activation of Ah receptors with PCB took a
small increase in the level of DNA lesions after incubations with BPA. MCF-7
cells resistance to the cytotoxic effects of BPA is probably related to estrogen
action of this compound. Estrogen signaling in addition with the increased levels
of DNA damage increases the chance of mutations and malignant
transformation. In cells with Ah receptor activation, BPA also led to increased
DNA global hydroxymethylation, without changing the global DNA methylation.

Nondiabetic animals exposed to BPA had decreased amounts of
promyelocytes, blasts and rods in the bone marrow, with any change in blood
count. There were an increase of CEdG levels in liver, methylation and global
hydroxymethylation on hepatic DNA, and was observed any alteration on
epigenetic markers and DNA adducts in kidney or urine. On the other hand
diabetic animals exposed to BPA showed increased numbers of eosinophils
and lymphocytes in bone marrow, suggesting the induction of an allergic
inflammatory state. There were increased levels of CEdG, methylation and
global hydroxymethylation on hepatic DNA, increased 8-oxodG levels on kidney
DNA without changing epigenetic markers, was not observed DNA adducts in
urine. The data obtained indicate that the generation of ROS could be the major
route of cytotoxic and genotoxic induced by BPA exposure.

BPA biotransformation to BPA-3,4-quinone used in the models seem
to have poor effects, since we was not detected BPA-Gua lesion in any DNA
sample, culture medium of cells or urine of the animals. Metabolic changes
induced by BPA and ROS can enable changes in epigenetic markers observed
in the DNA of HL-60 cells, MCF-7 and liver tissue. All these changes may
contribute to malignant transformation of cells that were exposed to BPA.

Keywords: Biphenol A, HI-60, MCF-7, DNA Adducts, Diabetes
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1. Introducgao

1.1 Bisfenol A

O Bisfenol A (BPA), 2,2’-bis[4-hidroxifenil]propano (Figura 1), foi
sintetizado pela primeira vez em 1891, tornando-se em 1957 um insumo
largamente utilizado no ramo industrial. O BPA €& uma das principais
substancias utilizadas na sintese do plastico policarbonato, conferindo-lhe
resisténcia térmica e mecanica, além de proporcionar transparéncia ao plastico.
O policarbonato é utilizado para produzir uma variedade de produtos de uso
comum, incluindo mamadeiras infantis, garrafas de agua, potes para
acondicionamento de alimentos, equipamentos esportivos, dispositivos
médicos e dentarios, cimentos e selantes dentais, lentes de 6culos, CDs, DVDs
e eletrodomésticos (Herath, Jin et al. 2004; Alonso-Magdalena, Vieira et al.
2010; Galloway, Cipelli et al. 2010; American Dental Association Council on
Scientific 2014). Outras aplicagdes do BPA no ramo industrial sdo atribuidas a
producao de PVC, fabricacdo de papel termo sensivel, poliuretano, poliamida e
retardantes/inibidores de chama, sendo utilizados para este ramo de aplicacao
cerca de 10% da produgao anual de BPA (EURAR, 2003; E/E, 2003; EFSA,
2006(Zhang, Xu et al. 2014).

Além da presenca nos produtos plasticos, o BPA é utilizado para a
producdo da resina epodxi, largamente utilizada na produgao de tintas, adesivos,
revestimentos de latas de aluminio comumente utilizadas para acondicionar
bebidas e alimentos. A literatura ainda aponta a utilizagdo desta resina na
construcdo civil, como selante para estruturas de marmore e granito, utilizadas

principalmente nos estagios de acabamento de construgdes (2008; Groff 2010;
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Schecter, Malik et al. 2010; Manfo, Jubendradass et al. 2014; Zhang, Xu et al.
2014).

Por fazer parte de tantos processos industriais a literatura aponta que a
producdo anual de BPA chega a 2,2 milhdes de toneladas, o que ainda n&o é
suficiente para suprir a demanda de mercado, contudo o dado mais alarmante
€ que cerca de 25% deste montante é liberado no meio ambiente (Ranciere,
Lyons et al. 2015)

A estrutura do BPA é semelhante a do carcindgeno dietilestilbestrol
(DES) (Figura 1), um estrégeno sintético ndo-esteroidal utilizado durante
muitos anos para o tratamento de problemas relacionados a prostata e ainda
para diminuir o risco de aborto espontaneo (Fenichel, Chevalier et al. 2013).
Alguns anos depois do seu uso o DES foi considerado um agente cancerigeno
por aumentar o risco de cancer de mama e vagina, além do risco de cancer de
testiculo em homens, quando a exposi¢cao ocorre durante o desenvolvimento
fetal (Keri, Ho et al. 2007; Reed and Fenton 2013; Bhan, Hussain et al. 2014,
Nomura, Matoda et al. 2015). A semelhanca do BPA com esse horménio
sintético fez surgir duvidas quanto a sua seguranga, o que levou ao estudo da
possivel atividade estrogénica do BPA, que em pouco tempo gerou resultados
suficientes para considera-lo um composto xenoestrogénico (Masuda,
Terashima et al. 2005; Cavalieri and Rogan 2010; Renz, Volz et al. 2013;

Thigpen, Setchell et al. 2013; Bhan, Hussain et al. 2014).
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Figura 1 - Estruturas quimicas do Bisfenol A (BPA) e do dietilestilbestrol (DES)

No Brasil a importacédo, fabricacdo e venda de mamadeiras contendo
BPA foram proibidas pela ANVISA a partir de Janeiro de 2012, decisdo
alinhada as medidas ja adotadas em outros paises, como Canada e Estados
da Unido Europeia, para reduzir a exposicdo de criancas a esse

xenoestrogeno. Essa proibi¢ao foi realizada pela RDC 41/2011.

1.2 Exposig¢ao ao BPA

A grande utilizagdo unida as suas caracteristicas fisico-quimicas faz do
BPA um composto largamente distribuido no meio ambiente e disponivel para
exposi¢cao do ser humano no meio ocupacional, ambiental e pelo consumo de
alimentos (Geens, Aerts et al. 2012; Park, Koduru et al. 2014).

Ocupacionalmente os humanos estdo expostos ao BPA em fabricas de
tintas, em centros de funilaria automotiva ou em industrias produtoras de
adesivos, além de trabalhadores que utilizam uniformes com revestimento anti-
chama e, sobretudo, nas industrias de sintese e manipulacdo do BPA ou da
resina epoxi (Jolanki, Kanerva et al. 1995; Vandenberg, Hauser et al. 2007;

Wetherill, Akingbemi et al. 2007; Groff 2010).
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Evidéncias literarias citam a exposicdo humana ao BPA em
concentragcdes variadas no meio ambiente, partindo principalmente de fontes
como agua ou poeira contaminada pelo uso rotineiro do BPA, além da atividade
de reciclagem por incineragéo do plastico ou papel termo sensivel que permite
a liberagédo do BPA no ar (Staples, Dorn et al. 1998; West, Goodwin et al. 2001;
Goodwin, Mynar et al. 2005; Kang, Katayama et al. 2006).

A exposigédo por via oral ndo inclui somente alimentos que de alguma
forma entraram em contato com o BPA durante o cultivo ou preparagdo, mas
também pela contaminagdo originada pelo processo de lixiviagao
(transferéncia) do BPA dos acondicionantes de alimentos. A literatura mostra
que o BPA pode lixiviar do acondicionante plastico (potes, garrafas, copos)
para o acondicionado (agua ou produtos alimenticios), ou ainda pelo uso da
resina epoxi como revestimento interno de latas metalicas que acondicionam
alimentos e bebidas (Fasano, Esposito et al. 2015). A partir do revestimento
das latas de alimentos, foi detectada liberacdo de BPA em concentragbes que
variaram de 0,004 a 0,023 mg/Kg de alimento (Ehlert, Beumer et al. 2008;
Fasano, Esposito et al. 2015). O processo de lixiviagdo pode acontecer pela
polimerizagdo incompleta, ou ainda por hidrolise favorecida por temperatura,
facilitando a liberacdo do BPA para o meio. Esse processo pode ser
aumentado quando o acondicionado apresenta em sua composi¢do compostos
quimicos como cafeina, taurina ou glicose em concentragdes elevadas, o que
favorece a hidrélise das ligagbes de BPA mal polimerizado (Ehlert, Beumer et
al. 2008; Mendiola, Jorgensen et al. 2010; Rogers, Metz et al. 2013; Thigpen,

Setchell et al. 2013).
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Dentre as vias de exposi¢ao do ser humano ao BPA, a via oral € a mais
preocupante, pois essa exposi¢ao atinge uma gama de individuos com faixa
etaria variada e diferentes atividades laborais. As agéncias regulamentadoras
Environmental Protection Agency (EPA) americana e a European Food Safety
Authority (EFSA) preconizaram que em humanos a quantidade de ingestédo
diaria toleravel (TDI) para o BPA & de 50 e 25 ug/Kg/dia, respectivamente.
Esse limite foi calculado pela reducdo da dose em 1000 vezes a partir de
estudos realizados pelo National Toxicology Program (NTP) na década de
1980, em que a agdo carcinogénica foi avaliada em ratos e camundongos
alimentados cronicamente com BPA, apresentando resultados que apontavam
a Menor Dose com Efeito Adverso Observavel (LOAEL) de 50 mg/Kg/dia . A
administragdo de BPA foi iniciada na quinta semana de vida e ocorreu por 103
semanas, nao tendo sido evidenciada uma agdo carcinogénica, apesar de ter
sido verificado leve aumento da incidéncia de cancer testicular e do sistema
hematopoiético (NTP, 1982). Entretanto, limitagbes do estudo do NTP, tais
como exposicdo dos animais somente na fase adulta, uso de altas
concentragcdes de BPA sem considerar que interferentes enddcrinos em baixas
concentragbes podem provocar efeitos ndo evidenciados nas concentragdes
mais altas, uso de apenas uma linhagem de ratos e camundongos com
susceptibilidades desconhecidas ao desenvolvimento de cancer por exposi¢cao
ao BPA, e falta de avaliagdo da susceptibilidade para desenvolvimento de
cancer quando da exposicdo concomitante a outros carcindbgenos, né&o
permitem concluir que o BPA n&o seja carcinogénico (Keri, Ho et al. 2007).
Com base no conhecimento atual dos modos de acdo do BPA, o limite

recomendado pela EPA pode n&o ser seguro.
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Um humano pode ingerir de 1,7 a 2,7 ug de BPA por dia, procedente de
alimentos contaminados por acondicionamento ou cultivo, sem considerar o
BPA presente na poeira que o individuo pode deglutir juntamente com os
alimentos, em niveis que variam de 0,008 a 0,014 ug por dia. A esses valores
podem ser somadas as concentragcbes de BPA em refrigerantes enlatados e
em agua engarrafada, variando de 0,0045 a 4,5 ug por litro e 0,1 a 0,7 pg por
litro, respectivamente (Dekant and Volkel 2008; Ehlert, Beumer et al. 2008;
Cao, Corriveau et al. 2009; Groff 2010; Loganathan and Kannan 2011). A
estimativa da Unido Européia é de que os seres humanos estejam expostos a
BPA no intervalo de 10 a 600 pg/dia ou 0,7 a 9 ug BPA/Kg/dia, considerando

todas as fontes (Naik and Vijayalaxmi 2009).

1.3 Acgao estrogénica do BPA

A agdo do BPA sobre o sistema endocrino € conhecida, com varios
estudos comprovando a influéncia do BPA sobre a fungdo hormonal de
roedores, 0 que o levou a ser classificado como um interferente enddécrino
(Rogers, Metz et al. 2013; Bittner, Denison et al. 2015; Patterson, Mo et al.
2015; Vrooman, Oatley et al. 2015).

Os interferentes endocrinos podem se ligar a receptores hormonais e
desempenhar atividade agonista ou antagonista. Podem bloquear a ligagédo de
outros horménios que naturalmente se ligariam ao receptor em questdo ou
ainda aumentar a concentracdo hormonal, levando a uma alteracdo na acao
desses horménios (Schug, Janesick et al. 2011; Geens, Aerts et al. 2012).

O BPA pode se ligar aos receptores B estrogénicos e atuar como

agonista, e aos receptores a estrogénicos e atuar como agonista ou
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antagonista, desencadeando efeitos que dependem da concentragédo e tempo.
Tal caracteristica faz com que o BPA apresente efeitos tanto em concentragdes
baixas quanto altas, havendo uma resposta ndo-monotdnica a doses. Esse
fendmeno conhecido como hormese faz com que haja discrepancia entre
dados de diferentes estudos envolvendo o BPA e dificulta o estabelecimento de
uma concentragao limite para exposicao humana (Hiroi, Tsutsumi et al. 1999;
Schug, Janesick et al. 2011; Rogers, Metz et al. 2013; Thigpen, Setchell et al.
2013).

Em diversos estudos, fetos de roedores expostos a baixas doses de
BPA (20 — 400 pg/Kg/dia) apresentaram efeitos estrogénicos apos o
nascimento (Calafat, Kuklenyik et al. 2005). Os efeitos sdo diversos, como
antecipacao da puberdade, hiperplasia de prostata, diminuicdo do numero de
espermatozoides, diminuicdo dos niveis de testosterona, alteragdo do
desenvolvimento e organizagéo tecidual da glandula mamaria, e diminuigao da
resposta celular induzida por horménios, além de carcinoma mamario,
diabetes, doencgas cardiovasculares, alteracbes das fungcbes de enzimas
hepaticas, efeitos sobre o desenvolvimento cognitivo e a reprodugao (Zoeller,
Bansal et al. 2005; Galloway, Cipelli et al. 2010; Groff 2010; Melzer, Rice et al.
2010; Loganathan and Kannan 2011). Camundongos expostos oralmente ao
BPA (20 — 100 pg/kg/dia) apresentaram alteracdo na meiose, com ocorréncia
de gametas aneupldides, alteragdo que é conhecida como a principal causa de
retardo mental e também responsavel pela interrup¢do da gravidez em
humanos (Hassold and Hunt 2001; Hunt, Koehler et al. 2003; Popovic,

Martinez-Garcia et al. 2014).
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E possivel que produtos resultantes da biotransformacdo de BPA por
citocromo P450, mais especificamente as isoformas CYP 1A1 e 1A2, possuam
maior afinidade pelos receptores de estrégeno que a molécula original,
explicando o fato de a agao estrogénica observada in vivo ser muito maior que
nos estudos in vitro (Ben-Jonathan and Steinmetz 1998). Essa hipotese foi
investigada por Yoshihara e colaboradores, tendo sido constatado que a
biotransformacado de BPA por fragdo S9 de figado humano e de ratos Wistar
resulta em pelo menos um metabdlito com atividade estrogénica muitas vezes
aumentada em relagdo ao BPA, em modelos in vitro. A atividade estrogénica foi
parcialmente inibida ao ser utilizado um inibidor de P450 (Yoshihara,
Makishima et al. 2001).

Ainda que a literatura apresente muitos efeitos do BPA sobre o sistema
enddcrino, conhece-se muito pouco a respeito da toxicidade deste
xenoestrogeno sobre os demais sistemas do organismo. A falta de
concordancia entre diferentes estudos ainda deixa uma lacuna no
conhecimento sobre sua toxicidade e levanta questdbes sobre sua
biotransformacao e geracéo de intermediarios reativos, que poderiam ajudar a

esclarecer vias pelas quais BPA exerce seus efeitos toxicos.

1.4 Biotransformacao do BPA

O BPA pode ser biotransformado por humanos e roedores ao nivel
intestinal e hepatico, durante o metabolismo de primeira passagem, formando
varios metabalitos. Alguns trabalhos mostram que roedores tem capacidade de
metabolizar o BPA, administrado por via oral, transformando-o em um

metabalito conjugado com o acido glicurénico (GLcA), formando um complexo
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GLcA-BPA, sendo o metabdlito encontrado em maior quantidade na urina
desses animais. Contudo, outro metabdlito, em menor quantidade, foi
encontrado nessa mesma matriz, sendo um produto da conjugacédo do BPA
com sulfato, formando um complexo S-BPA (Yoshihara, Mizutare et al. 2004).

Além do GLcA-BPA e do S-BPA, a literatura mostra a formacao de
metabdlitos gerados via citocromo P450, onde o BPA sofre reagdes oxidativas
formando produtos altamente reativos (Yoshihara, Makishima et al. 2001; Jaeg,
Perdu et al. 2004). Varios metabdlitos sao formados por esta via, por exemplo,
metabdlitos hidroxilados do BPA, como o 3-OH-BPA, metabdlito este que pode
ser oxidado formando um composto altamente reativo, denominado de BPA-
3,4-quinona. Este metabdlito tem sido relacionado com atividade genotoxica,
como formacdo do aduto de DNA BPAQ-N'Gua e formacao de sitios apurinicos
(Bindhumol, Chitra et al. 2003; Edmonds, Nomachi et al. 2004).

A compreensao das vias de biotransformagdo do BPA em mamiferos é
um passo necessario para que se possam estimar riscos a saude decorrentes
da exposicdo frequente a esse xenobidtico. Estudos in vivo vém sendo
desenvolvidos com esse intuito, principalmente considerando a exposicdo a
baixas doses, sendo possivel verificar que apesar de o conjugado BPA-
glicuronideo ser o principal metabdlito excretado, varios outros metabdlitos,
incluindo conjugados de glicose, glicuronideos desidratados, duplos
conjugados, compostos metoxilados conjugados e dissacarideos s&o
detectados em tecidos e fetos de camundongos fémeas expostos a BPA (25
Mg/Kg, s.c.) (Zalko, Soto et al. 2003). A partir da caracterizagdo de varios
metabdlitos formados in vivo €& possivel inferir que intermediarios reativos

sejam gerados, os quais podem contribuir para a toxicidade. De fato, uma

34



fracao de BPA ndo passivel de extragcao foi detectada apds 24 h em fetos das
fémeas que receberam BPA. Tal fracdo pode ser decorrente da ligacdo de
intermediarios reativos a biomoléculas, dentre eles metabdlitos hidroxilados,
como BPA-catecol (Zalko, Soto et al. 2003). E possivel que tecidos capazes de
reter xenoestrogenos durante a organogénese estejam mais sujeitos a
instabilidade genética, mutagdes e aberragdes celulares que podem
permanecer latentes e se manifestar na fase adulta (Ben-Jonathan and
Steinmetz 1998).

Em um estudo de farmacocinética em humanos, seis voluntarios adultos
que receberam D+s-BPA (5 mg) oralmente apresentaram rapida absorgéo no
trato gastrointestinal, com quase completa recuperacéo da dose administrada
na forma conjugada D4s-BPA glicuronideo na urina apos 24 h (meia-vida de
excregdo urinaria de 5,4 h) (Volkel, Colnot et al. 2002). Outros estudos, no
entanto, mostram que a forma ndo conjugada do BPA €& frequentemente
detectada em humanos e que sua eliminagdo n&o é tdo rapida, sugerindo meia-
vida mais longa, bioacumulagdo ou exposigdes ndo orais mais significativas
(Stahlhut, Welshons et al. 2009; Vandenberg, Colborn et al. 2012).
Concentragdes reportadas de BPA na urina de humanos em condi¢gées normais
de exposicao estdo na faixa de 0,2 a 20 ug/L, havendo diferengas geograficas
e temporais (Calafat, Kuklenyik et al. 2005; Lang, Galloway et al. 2008). As
maiores concentragbes urinarias de BPA foram associadas a ocorréncia de
doenca cardiovascular, diabetes e concentracbes anormais das enzimas
hepaticas y-glutamiltransferase, lactato desidrogenase e fosfatase alcalina em
um estudo transversal que envolveu 1455 participantes entre 18 e 74 anos de

idade nos Estados Unidos (Lang, Galloway et al. 2008). Niveis circulantes de
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BPA n&o conjugado reportados em soro humano estdo na faixa de 0,2 a 20
pg/L (Welshons, Nagel et al. 2006). N&o ha relatos na literatura sobre niveis de

BPA em soro e urina da populagao brasileira.

1.5 Genotoxicidade do BPA

BPA, ao ser metabolizado via citocromo P450, gera quinonas, moléculas
reativas capazes de se ligarem covalentemente ao DNA, RNA e proteinas.
Além disso, quinonas podem ser reduzidas a catecois e entrar em um ciclo
redox, via semi-quinonas, favorecendo a geragcdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Figura 2). O esteroide sintético DES, que apresenta estrutura
semelhante ao BPA (Figura 1), sofre esse tipo de biotransformac&o, sendo
detectada a formacao de adutos de DNA in vivo (Liehr 1990; Ben-Jonathan and
Steinmetz 1998). Da mesma forma, BPA é biotransformado para o-quinona,
gerando adutos de DNA in vitro e in vivo que foram detectados por 2p.
postlabeling (Atkinson and Roy 1995; Atkinson and Roy 1995; Izzotti, Kanitz et
al. 2009; De Flora, Micale et al. 2011). Pelo menos 7 adutos foram gerados na
reacao de DNA e dGMP (desoxiguanosina monofosfato) com BPA-3,4-quinona
e com BPA ativado enzimaticamente por fracdo microssomal ou
peroxidase/H20,. Linhagens de células de prostata humana apresentaram
niveis aumentados de adutos de DNA quando expostas a altas concentracdes
(200 uM, 24 h) ou baixas concentragdes (1 nM, 2 meses) de BPA. Nos estudos
in vivo foi detectada a formagcdo de adutos de DNA no figado e células
mamarias de ratos e camundongos. Entretanto, em nenhum desses estudos as
estruturas dos adutos foram elucidadas (Atkinson and Roy 1995; |zzotti, Kanitz

et al. 2009; De Flora, Micale et al. 2011).
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Nos dois estudos realizados até o momento para caracterizagao
estrutural dos adutos de DNA gerados por BPA, foi verificado que o metabdlito
BPA-3,4-quinona origina os adutos 3-OH-BPA-N'dGuo, 3-OH-BPA-N'dAdo e 3-
OH-BPA-N*dAdo e os respectivos produtos de depurinagéo ao reagir com 0s
nucleosideos/nucleotideos isoladamente ou com DNA in vitro (Figura 3)
(Edmonds, Nomachi et al. 2004; Qiu, Yang et al. 2004). A reagdo ocorre
preferencialmente com a base guanina, sendo que o aduto de adenina nao foi
observado nas reagbes com DNA (QIU et al., 2004). Sitios apurinicos no DNA
sdo reconhecidamente mutagénicos e a indugao dessas lesdes por BPA pode
fazer parte do seu mecanismo de carcinogénese (QIU et al., 2004). Estrégenos
sofrem o mesmo processo de biotransformagdo mencionado acima, gerando
adutos de DNA que também depurinam. Tais adutos sdo apontados como
potenciais biomarcadores para predizer o risco de cancer de prostata (Yang,

Hong et al. 2009).
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Figura 2 - Ciclo redox envolvendo quinona, semi-quinona e catecol do BPA
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Figura 3 - Adutos resultantes da reagédo de BPA-3,4-quinona com dGuo e dAdo.

Ao ser avaliada a genotoxicidade do BPA em células da medula 6ssea
de camundongos Swiss, in vivo, ndo foi observada a indugdo de efeitos
lesbes/intervalos acromaticos ao nivel

clastogénicos, mas sim de

cromossOmico que podem afetar a condensacédo dos cromossomos e o aparato
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mitético. Tais lesbes representam grande amplificagdo de danos moleculares
iniciais no DNA. O mecanismo molecular subjacente a essas lesdes induzidas
por BPA é desconhecido, mas a formagao de adutos de DNA € apontada como
possivel explicacdo para essas observagdes. Além disso, foram observados
efeitos c-mitdticos, que representam uma forma indireta de testar o potencial
aneugénico devido a danos nas fibras do fuso (Naik and Vijayalaxmi 2009). E
conhecido ha algum tempo que tanto BPA quanto outros xenoestrégenos
interferem na organizacdo de microtubulos, o que pode levar a aneuploidia e
aberragdes cromossOmicas (Liehr 1990). Uma vez que os efeitos mencionados
acima nas células da medula 6ssea dos camundongos foram observados no
periodo de 48 a 72 h apos a administracdo de BPA (50 e 100 mg/kg, em doses
orais unicas), existe a possibilidade de que produtos da biotransformagéo de
BPA e/ou ROS geradas no processo estejam envolvidos (Naik and Vijayalaxmi
2009).

A administragdo oral de baixas doses de BPA (0,2 — 20 pg/Kg/dia) a
ratos Wistar por 30 dias resultou em estresse oxidativo hepatico em todas as
doses testadas, com reducdo das atividades das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase, catalase, glutationa redutase e glutationa peroxidase e
aumento dos niveis de H,O, e peroxidagao lipidica de forma dose dependente.
Essas alteragbes n&o ocorreram com a administragdo concomitante de
vitamina C, confirmando o efeito oxidante do BPA (BINDHUMOL et al., 2003).
Ao ser feita a administracdo de doses mais elevadas de BPA (25 mg/Kg/dia, 3
dias por semana) em ratos por 50 dias, efeitos oxidantes mais drasticos foram
observados no figado dos animais, os quais foram agravados pela

administragdo concomitante de vitamina C (Korkmaz, Ahbab et al. 2010). Foi
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ainda observada, em outros estudos, a indugao de estresse oxidativo por BPA
em cérebro, rim, testiculos e esperma de camundongos e ratos (Chitra,
Latchoumycandane et al. 2002; Chitra, Rao et al. 2003; Kabuto, Hasuike et al.
2003; Kabuto, Amakawa et al. 2004; De Flora, Micale et al. 2011). Estresse
oxidativo € apontado como o principal mecanismo de indugdo de danos em
DNA na linhagem germinativa. Tais danos sdo correlacionados a prejuizo na
fertilizacdo, baixas taxas de implantacdo embrionaria, aumento da incidéncia
de abortos, alta taxa de morbidade na descendéncia e diminuicdo da
fertilidade. Substancias estrogénicas que possuem o grupo catecol em suas
estruturas mostraram-se indutoras de estresse oxidativo e de danos em DNA
de espermatozoides humanos in vitro (Bennetts, De luliis et al. 2008).

Como mencionado anteriormente, foi verificado que BPA induz danos a
medula éssea e possivelmente o cancer no sistema hematopoiético de
roedores (Naik and Vijayalaxmi 2009). No estudo realizado por Korkmaz e
colaboradores foi verificado que, além do dano hepatico, BPA induziu anemia
macrocitica hipercrébmica nos ratos quando administrado em conjunto com
vitamina C, podendo representar uma interferéncia na eritropoiese ou aumento
da destruicédo de eritrocitos (Korkmaz, Ahbab et al. 2010). O mesmo efeito foi
observado por Ulutas e colaboradores, acompanhado por indugcdo de
fragmentagcdo do DNA em células do sangue (Ulutas, Yildiz et al. 2011).

A literatura traz poucos dados sobre biotransformagdo do BPA por
mieloperoxidase (MPO), apesar de a peroxidase de rabano (HRP) ser utilizada
experimentalmente para a remocdo de BPA de agua através da catalise de
formagdo de polimeros insoluveis de BPA via oxidagcdo (Davis and Burns

1990). MPO, no entanto, oxida fendis, além de ser uma enzima de grande
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importancia para a metabolizagdo de diversos xenobidticos no organismo
humano (Xu, Chi et al. 2013).

MPO utiliza H,O, para catalisar a biotransformacdo de uma série de
compostos organicos. A principio, MPO se encontra em uma forma inativa, a
forma férrica (Fe*®), que reage com H.O; e gera o composto | (MPO + H,0, —
composto | + H20), que é a forma cataliticamente ativa da MPO (Furtmuller,
Zederbauer et al. 2006; Hansson, Olsson et al. 2006). Por sua vez, o composto
| oxida o &nion cloreto para HCIO (composto | + CI + H® — MPO + HCIO)
(Hampton, Kettle et al. 1998).

Com a formagao do composto [, inicia-se um ciclo peroxidasico classico
envolvendo o composto |, composto Il e a forma férrica. Nesse ciclo, os
compostos | e Il oxidam substratos organicos (RH). A produgédo de HCIO pode
ser diminuida caso moléculas de RH ou anion superéxido estejam presentes no
meio para reagir com o composto Il e converter a MPO para a forma férrica,
iniciando um novo ciclo (composto Il + RH/ O,* — MPO + radical (R’) + H").
Existe também a possibilidade de formacdo do composto Il a partir da reacao
da MPO na forma férrica com excesso do anion superoxido ou H.O, (MPO +
H,0,/ O,* — composto Ill + H*) (Hampton, Kettle et al. 1998). A figura abaixo

ilustra as reagdes de MPO no ciclo peroxidasico classico.
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Figura 4 - Ciclo peroxidasico da MPO. Adaptado de HAMPTON et al., 1998

Dados da literatura mostram ainda que BPA pode ser nitrado ao reagir
com nitrito, formando os produtos 3-nitro-BPA ou 3,3’-dinitro-BPA altamente
mutagénicos. N&ao ha informagdes quanto a reatividade dessas moléculas com
DNA ou sobre a geragcdo de ROS pelas mesmas. Uma vez que nitrito esta
presente em alimentos e a nitracdo de moléculas pode ocorrer no trato
digestivo e em condigdes inflamatorias, é importante investigar a possibilidade
de BPA nitrado levar a danos em biomoléculas, visto que a literatura o destaca
como uma molécula mutagénica (Schrader, Langlois et al. 2002; Masuda,
Terashima et al. 2005).

Atualmente sédo considerados quatro modos de acdo do BPA que podem
contribuir conjuntamente para o aumento do risco de cancer: interferéncia
endocrina estrogénica, indugdo de progressao tumoral, genotoxicidade, e
reprogramacgao do desenvolvimento com aumento da susceptibilidade a outros
eventos carcinogénicos (Keri, Ho et al. 2007). Apesar de muitos estudos in vitro
e in vivo evidenciarem esses modos de acdo, sdo necessarios atualmente

estudos que possibilitem o entendimento de mecanismos pelos quais os
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diversos efeitos sdo gerados. Além disso, a realizagcdo de estudos
epidemiologicos moleculares para avaliar a relagdo causal entre exposigao a
BPA e efeitos adversos em humanos depende de avangos na pesquisa de
novos marcadores e do desenvolvimento de métodos sensiveis para sua

deteccao/quantificagédo (Keri, Ho et al. 2007).
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2 Objetivos

Avaliar efeitos citotdxicos, genotdxicos e epigenéticos do BPA e BPANO;
em modelos in vitro, utilizando duas linhagens celulares com caracteristicas
distintas: células HL-60 derivadas de leucemia promielocitica humana e células
MCF-7 derivadas de adenocarcinoma mamario humano, buscando entender
mecanismos pelos quais os efeitos s&o gerados.

Avaliar efeitos citotdxicos, genotdxicos e epigenéticos do BPA in vivo em

ratos Sprague Dawley sadios ou na vigéncia de diabetes.

Objetivos especificos:

1- Avaliar efeitos citotoxicos, genotdxicos e epigenéticos do BPA em dois
modelos celulares distintos: células HL-60 com ou sem ativagao de
MPO; e células MCF-7 com ou sem ativagao de CYP450.

2- Avaliar, comparativamente, efeitos citotoxicos, genotoxicos e
epigenéticos do BPANO; nas células HL-60 e MCF-7.

3- Avaliar efeitos téxicos do BPA in vivo, avaliando o hemograma,
mielograma e efeitos genotoxicos e epigenéticos no figado e rim dos

animais.
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3 Material e Métodos
3.1. Equipamentos Utilizados

3.1.1. Citébmetro de Fluxo

Todos os ensaios relacionados com citometria de fluxo foram realizados
em um citdmetro de fluxo FACS Canto Il (Becton Dickinson, Mountains View,
CA, USA) disponibilizado pelo Prof. Sandro R. Almeida (FCF-USP) e
analisados usando o software Flow Jo® (versdo 9.1). Os dados de 10.000
células foram obtidos e somente as células morfologicamente viaveis foram

consideradas para analise.

3.1.2. Espectrofotometro

Todos os ensaios que utilizaram leitura de absorbancia foram realizados
no leitor de microplacas com ajuste de comprimento de onda 190 a 880nm
SpectraMAx 190® (Molecular Devices — Chicago, IL, USA) e os dados gerados
foram analisados pelo software SoftMax Pro versao 5.4.

Para leitura de fluorescéncia foi utilizado o leitor de microplacas
multicanal Synergy H1® (Biotek — Winooski, VM, USA ). Os dados foram

analisados pelo software Gen 5 data analysis versao 5.

3.1.3. Concentrador a Vacuo

Para a eliminacéo de solventes e concentracido de solutos presentes nas
solugdes obtidas durante a realizagdo dos ensaios deste trabalho, foi utilizado
um concentrador a vacuo da marca miVAC (lpswich, UK) do tipo modular,
composto por uma cémara de concentragdo (quattro concentrator), um
condensador de solvente (speed trap), um modulo de controle de presséo e

uma bomba de vacuo.
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3.1.4. HPLC - PDA

As analises e purificagdes realizadas com UV/VIS foram efetuadas em
um equipamento da Shimadzu Corporation (Kyoto, Jap&o) equipado com duas
bombas LC-20AT, um detector de arranjo de fotodiodos PDA-20AV, um auto-
injetor (Proeminence SIL-20AC) e um forno para colunas (CTO-10AS/VP)
controlado por um médulo de comunicagdo CBM-20A. Os dados foram
processados pelo software LC-Solution 1.21 (Shimadzu, Japao). Os sistemas

com as condigdes cromatograficas estdo descritos em segao especifica.

3.1.5. Espectrometria de massas

As anadlises por ESI-MS/MS foram realizadas utilizando-se os
espectrémetros de massas disponibilizados pelo Prof. Paolo Di Mascio e Profa.
Marisa H. G. Medeiros (Instituto de Quimica da USP - IQUSP). A ionizagdo das
moléculas de interesse ocorreu em modo positivo ou negativo, dependendo da
analise. A otimizacao do sistema e as condigdes de eluicdo empregadas estéo
descritas no decorrer do texto. Abaixo seguem as descricbes dos

equipamentos utilizados.

ESI-MS/MS 1 - Sistema de HPLC da Shimadzu (Kyoto, Japao) equipado
com um injetor automatico (SIL— 10AD/VP), um injector Rheodyne (Cotati, CA),
uma valvula automatica de comutagdo de fluxo (FCV-12AH), duas bombas
(Class LC 10AD) e um detector de absorbancia SPD-10AV/VP, controlados por
um modulo de comunicagao (SCL-10A/VP-CBM 10A) e pelo software Class-VP
(Shimadzu, Japéo), acoplado a um espectrometro de massas Quattro Il da
empresa Micromass (Manchester, Reino Unido). Os dados foram processados

utilizando-se o software MassLynx 3.2 (Micromass, Reino Unido).
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ESI-MS/MS 2 - Sistema de HPLC da Agilent série 1200 (Wilmington,
EUA) equipado com uma bomba binaria (Agilent 1200 G1312B), uma bomba
isocratica (Agilent 1200 G1310A), um forno para coluna (Agilent 1200 G1316B),
um detector de absorbéancia de arranjo de diodos (Agilent 1200 DAD G1315C)
e um injetor automatico (G1367C Agilent 1200). O sistema de HPLC é
integrado a um espectrémetro de massas Linear Quadrupole lon Trap modelo
4000 QTRAP da empresa Applied Biosystems/MDS Sciex Instruments (Foster
City, EUA). Os dados foram processados utilizando o software Analyst 1.6

(Applied Biosystems, EUA).

lon trap ESI-MS, - Sistema de HPLC da Shimadzu acoplado ao
espectrometro de massas modelo AmaZon Speed (Bruker Daltonics), com

fonte ESI, duplo funil de ions e analisador tipo lon Trap.

3.2. Condigdoes Cromatograficas
Neste item estdo descritas as condigdes cromatograficas utilizadas no

decorrer deste trabalho.

Condigdo Cromatografica 1 — Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5
um (Phenomenex, Torrance, CA) utilizada com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0
mm (Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluida com um gradiente de agua e
metanol (iniciado em 10%; 0 — 25 min até 100%; 25 a 35 min permaneceu em
100%; 35 - 36 min até 10%; 36 — 46 min permaneceu em 10%), a 40°C, com
um fluxo de 1 mL/min. A absorbé&ncia foi monitorada no intervalo de 200 a 700

nm.
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Condigdo Cromatografica 2 — Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5
um (Phenomenex, Torrance, CA) utilizada com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0
mm (Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluida com um gradiente de agua e
acetonitrila (iniciado em 10%; 0 — 25 min até 100%; 25 a 35 min permaneceu
em 100%; 35 - 36 min até 10%; 36 — 46 min permaneceu em 10%), a 40°C,
com um fluxo de 1 mL/min. A absorbéncia foi monitorada no intervalo de 200 a

700 nm.

Condigdo Cromatografica 3 — Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5
um (Phenomenex, Torrance, CA) utilizada com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0
mm (Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluida com um gradiente de agua e
acetonitrila (iniciado em 3%; 0 — 25 min até 50%; 25 a 35 min até 100%; 35 - 36
min até 3%; 36 — 46 min permaneceu em 3%), a 40°C, com um fluxo de 1

mL/min. A absorbancia foi monitorada no intervalo de 200 a 700 nm.

Condigdo Cromatografica 4. Coluna Luna C18 (2) (50 mm x 2 mm id, 2,5 ym,
Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm
(Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluida com um gradiente de agua com
0,1% de acido acético e metanol (iniciado em 10%; 0 — 25 min até 100%; 25 a
35 min permaneceu em 100%; 35 - 36 min até 10%; 36 — 46 min permaneceu
em 10%), a 40 °C, com fluxo de 0,12 mL/min. A temperatura da fonte do
espectrdmetro de massas foi mantida em 100 °C. Espectros de massas em
MS+ e MS, de fragmentos de ions selecionados foram adquiridos no intervalo

de 50 — 350 m/z com diferentes voltagens de cone (20 e 40 V).
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Condicdo Cromatografica 5. Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5
um, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm
(Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluida com um gradiente de agua com
0,1% de acido férmico e uma solu¢do de metanol:H20 (V/V) com 0,1% de acido
férmico (0 — 25 min, 0 — 36% de metanol), a 30°C, com um fluxo de 1 mL/min.
O detector de PDA foi fixado em 260 nm para a quantificacdo dos
desoxinucleosideos. Curvas de calibragao foram feitas no intervalo de 0,1 — 8

nmol de dG.

Condigao Cromatografica 6. Coluna Luna C18(2) (150 x 2.0 mm i.d., 3.0 ym,
Phenomenex) com uma pré—coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance,
CA) foi eluida com gradiente de acido formico 0,1% em H>O (Solugéo A) e
acido férmico 0,1% em metanol (Solugdo B), a 35 °C, com fluxo de 130 pL/min
(0 — 30 min, 0 — 50 % de B; 30 — 31 min, 50 — 80% de B; 31 — 36 min, 80% de
B; 36 — 38 min, 80 — 0 % de B; 38 — 48 min, 0 % de B). A valvula de comutacao
de fluxo foi configurada para permitir a entrada de eluentes no espectrémetro

de massas (Sistema ESI-MS/MS 2) no intervalo de 8 — 43 min.

Condicdo Cromatografica 7. Foi utilizado um sistema com duas colunas
conforme o descrito a seguir. Valvula posi¢do 0: Coluna Luna C18 (2) 50 mm x
4,6 mm, ID, 2.6 ym, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré—coluna C18
4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluida com um gradiente de acido
férmico 0,1% em agua (Solugdo A) e 0,1% de acido formico em metanol

(Solugao B), a um fluxo de 130 yL/min, 25 °C, nas seguintes condi¢des: 0 — 5
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min,0—-4%deB;5-6min, 4% deB;6—-11min,4-7 % de B; 11 —12 min, 7
—8 % de B; 12— 16 min, 8 — 10 % de B; 16 — 25 min, 10 — 60 % de B; 25 — 26
min, 60 — 80 % de B; 26 — 33 min, 80 % de B; 33 — 35 min, 80 — 0 % de B; 35 —
50 min, 0 % de B (Linha 7). Concomitantemente uma coluna Luna C18 (2) 150
mm x 2,0 mm, ID, 3 ym, (Phenomenex, Torrance, CA) foi eluida em modo
isocratico por uma solugdo constituida por 15% de metanol em agua com 0,1%
de acido férmico, a um fluxo de 130 pL/min, 25 °C. O sistema é integrado ao
espectrometro de massas (Sistema ESI-MS/MS 2) (Linha 2). Valvula posigéo 1:
Com a alteracdo do posicionamento da valvula, as duas linhas descritas acima
passam a ser eluidas pelo gradiente da bomba binaria e as duas colunas
analiticas passam a integrar a mesma linha do sistema cromatografico (Linha
3). As seguintes condigdes de posicionamento para a valvula de comutagao de
fluxo sdo empregadas: 0 — 13 min, posi¢ao 0; 13 — 35 min, posigédo 1; 35 — 50
min, posicédo 0. Para as quantificagdes foram injetadas curvas de calibragdo no
intervalo de 250 a 2000 fmol de 8—oxodG (1000 fmol de [*°N5]8—ox0dG) e 2 a

100 fmol de CEJG (200 fmol de ['®Ns]CEdG).

Condicdo Cromatografica 8. Coluna Syncronis HILIC (2) 150 mm x 4,6 mm,
ID, 5 ym, (Thermo Scientific, USA) com uma pré—coluna HILIC 4,0 x 3,0 mm
(Thermo Scientific, USA) foi eluida com um gradiente de acetonitrila (Solug&o
A) e tampé&o acetato de aménio 5 mM com 0.05% de hidroxido de amonio
(Solugao B), a um fluxo de 300 uL/min, 35 °C, nas seguintes condi¢des: 0 — 35
min, 0 — 40 % B; 35 — 36 min, 40 — 0 % B; 36 — 56 min, 0 % B. A valvula de
comutacédo de fluxo foi configurada para permitir a entrada de eluentes no

espectrOmetro de massas (Sistema ESI-MS/MS 2) no intervalo de 16 — 27 min.
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Condigdo Cromatografica 9. Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm, ID, 5
um, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré—coluna C18 4,0 x 3,0 mm
(Phenomenex, Torrance, CA) eluida com um gradiente de agua (Solugéo A) e
acetonitrila (Solugao B), ambas suplementadas com acido acético (0,2%; v/v), a
30 °C, com fluxo de 1 mL/min (0 — 28 min, 20 — 100% de B; 28 — 30 min, 100 —
20% de B; 30 — 40 min, 20% de B). O detector PDA foi fixado em 306 nm para
o monitoramento do produto MDA-DNPH. Curvas de calibragdo foram feitas no

intervalo de 25 — 1200 pmol de MDA.

3.3. Sintese de 3-nitro-bisfenol A (BPANO;) e 3,3’-dinitro-bisfenol A

(BPA(NOz).)

Para a sintese de BPANO; e BPA(NO.), foi utilizado o método descrito
por Schrader et al., 2002. BPA (5 mg/mL em DMSO, 1 mL) foi adicionado a 2
mL de tamp&o acetato de sodio 0,2 M, pH 4 e 1 mL de nitrito de sédio 0,9 M
preparado no mesmo tamp3o. A solugdo foi incubada por 1 h a 37 °C, sob
agitagdo. Em seguida, aliquotas foram analisadas por HPLC-PDA, utilizando a
condicdo cromatografica 1. Os produtos correspondentes ao BPANO, e
BPA(NO), foram coletados, liofilizados e ressuspensos em 200 uyl de
agua/metanol (1:1) para analises por espectrometria de massas (Sistema ESI-

MS/MS 1 e 3, item 3.1.5).

3.4. Sintese de bisfenol A-3,4-quinona (BPA-3,4-quinona)

Para a sintese de BPA-3,4-quinona foi utilizado o método descrito por

Qiu, Yang et al. (2004). BPA (10 mg) dissolvido em 600 ul de éter que foi
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adicionado a uma solugao de nitrosodissulfonato de potassio (sal de Fremy, 30
mg em 10 mL de tampao fosfato de sddio 50 mM, pH 7) e a solugao resultante
agitada por 20 min a temperatura ambiente. O produto da incubacéo foi
submetido a extracdo com 5 ml de cloroférmio por 3 vezes, a solugéo
resultante foi submetida a lavagem com 5 ml de agua por 3 vezes. A fase
organica foi coletada e concentrada em speedy vac. O produto resultante foi
ressuspenso em acetona e uma aliquota submetida a analise por HPLC-PDA
(condicdo cromatografica 2). O produto correspondente ao BPA-3,4-quinona
(Amax. = 386 nm) foi coletado, liofilizado e ressuspenso em agua/metanol (1:1)
para analise por HPLC-ESI-MS/MS no modo negativo (condi¢do cromatografica

4).

3.5. Sintese do aduto de BPA-3,4-quinona com 2’-desoxiguanosina (dGuo)

Para a sintese do aduto 3-OH-BPA-N’dGuo, foi utilizado o método
descrito por Qiu et al., 2004. Uma aliquota (200 pL) do produto bruto obtido em
acetona apos oxidagado do BPA com sal de Fremy foi adicionada a uma solugéo
de dGuo (2 mg em 800 pL de agua/acetona 1:1) e a solugédo resultante foi
incubada sob agitagdo a 37 °C por 6 h. A solugédo foi entdo liofilizada e
ressuspensa em agua/acetonitrila (1:1) para analises por HPLC-PDA, utilizando
a condigao cromatografica 3.

O mesmo procedimento foi utilizado nas incubagdes com [*°Ns]dGuo,
obtendo-se o padréo isotopico do aduto.

O produto correspondente ao aduto de BPAQ com dGuo, com Apmax. €M

284 nm, foi coletado, liofilizado e ressuspenso em 200 uL de uma solugao de
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agua/acetonitrila (v/v). A identidade do aduto foi confirmada por espectrometria
de massas no modo positivo, por infusdo direta no sistema lon trap ESI-MS,

descrito no item 3.1.5.

3.6. Quantificagao do aduto BPA-Gua em DNA

Uma aliquota (200 pL) do produto bruto obtido em acetona apds oxidagao
do BPA com sal de Fremy (item 3.4) foi adicionada a uma solugdo de DNA de
timo de bezerro obtido da Sigma (4 mg em 1600 pL de agua) e a solugéo
resultante foi incubada sob agitagéo a 37 °C por 6 h. Ao final foram realizadas 2
extracdes com cloroférmio e o DNA precipitado utilizando-se NaCl 3 M e etanol.
O DNA recuperado foi lavado duas vezes com etanol 70%, solubilizado em
agua e congelado até a realizagdo da hidrélise neutra-térmica, como descrito
abaixo. Para comparagdo, uma aliquota da mesma amostra de DNA foi
submetida ao procedimento de hidrélise sem a incubagéo por 1 h a 70 °C, a fim
de se verificar a possibilidade de o aduto ser liberado do DNA em condigdes
brandas de manipulagéo.

Para a hidrolise neutra-térmica, o DNA (300 pg) dissolvido em agua (Vi =
500 L) foi aquecido a 70 °C por 1 h na presenga de 1600 fmol do padrdo
interno ['°Ns]BPA-Gua. Apos esse periodo foi retirada uma aliquota de 25 pL
para a realizacdo de hidrélise acida e quantificacdo de Gua. O restante do
volume foi seco sob vacuo, ressuspenso em metanol (500 uL), centrifugado, e
o0 sobrenadante novamente seco sob vacuo. Ao final, o precipitado foi
ressuspenso em 76 L de agua e o volume de 50 pL (contendo 1000 fmol de
['°Ns]BPA-Gua) foi injetado no sistema de HPLC-ESI-MS/MS (Condigdo

cromatografica 6, Sistema ESI-MS/MS 2)
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3.7. Curva de crescimento das linhagens celulares HL-60 e MCF-7

Inicialmente as duas linhagens celulares (5 x 10° células por pogo) em
placas de 24 pogos foram cultivadas em estufa umidificada a 37°C e 5% de
CO,, pelos periodos de 0, 24, 48 e 72 horas em meio RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) ou DMEM suplementado com 10% de FBS
para as linhagens HL-60 e MCF-7, respectivamente. Apds cada periodo de 24
horas as células foram retiradas de cultivo e levadas a centrifugagédo (600 x
g/37°C/10 min), o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi
ressuspenso em 10 mL de um novo meio de cultura. Uma aliquota de 10 pL da
suspencao celular foi retirada e diluida em 90 yL de azul de tripam 0,4%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Dessa diluicdo, 10 pyL foram utilizados para

contagem das células e construgdo da curva de crescimento celular.

3.8. Viabilidade celular

Células da linhagem MCF-7 foram plaqueadas na densidade de 5 x 10*
células por pogo (200 pL) em placas de cultura de 96 pogos. Apos o periodo de
adesao (24 horas), o meio de cultura foi substituido por um novo meio DMEM
livre de fenol suplementado com 10% FBS contendo 25 uM, 100 yM ou 250 uM
de BPA ou BPANO;, dissolvido em DMSO (0,1%, v/v). Incubagdes controle
foram feitas com 0,1% de DMSO (controle veiculo). As células foram expostas

pelo periodo de 1 ou 24 horas.
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Apods o término do periodo de exposi¢ao, o meio de cultura foi removido
e as células foram cuidadosamente lavadas com PBS a temperatura de 37°C,
por duas vezes.

Células HL-60, cultivadas em suspensdo, foram plaqueadas na
densidade de 5 x 10* células por pogo (200 pL) em placa de cultura de 96
pocos, diluidas em meio RPMI suplementado com 10% de FBS contendo 25
MM, 100 pM ou 250 uM de BPA ou BPANO,, dissolvido em DMSO (0,1%, v/v),
na presenca ou auséncia de H,O, (40 nmol / 5 x 10* células). Incubacdes
controle foram feitas com 0,1% de DMSO (controle veiculo). As células foram
expostas pelo periodo de 2 ou 24 horas. A quantidade utilizada de H,O, foi
definida com base no trabalho de Cuddihy et al., 2008, tendo sido feita a adigéo
a suspensao de células 1 h apos o inicio das incubacdes.

ApoOs o periodo de exposicdo, células MCF-7 e HL-60 foram lavadas
com PBS, transferidas para tubos de citometria e submetidas a centrifugacéo
(600 x g/4°C/10 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi
ressuspenso em 200 uL de uma solugado de PBS contendo iodeto de propideo
(Pl — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) na concentragdo de 50 pg/mL. Apds a
ressuspensdo, as ceélulas foram imediatamente levadas para leitura em
citbmetro de fluxo.

Foi avaliada a intensidade de fluorescéncia do iodeto de propidio ligado
ao DNA de 10.000 eventos por amostra, monitorados no canal PerCP-Cy 5.5
(Aexc. = 488 nm; Aemi. = 695 nm). Apenas as células com alteragdo da

permeabilidade da membrana plasmatica apresentam fluorescéncia.
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3.9. Ensaio do XTT

Com o intuito de verificar se BPA e BPANO; interferem na cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial, alterando a atividade da succinato
desidrogenase e, assim, levando a perda de viabilidade celular, as células HL-
60 foram expostas a BPA ou BPANO,; como descrito anteriormente por 24 h e
em seguida submetidas ao ensaio do XTT utilizando o kit da empresa
Xenometrix. Apos o0 término do periodo de exposi¢cdo, o meio de cultura foi
removido, as células foram cuidadosamente lavadas com solugao salina fosfato
tamponada (PBS) pH 7,0 e um novo meio de cultura com 5% de SFB (200
pL/pogo) foi adicionado a placa. Uma solugdo pré-formulada de 50 pL do
reagente XTT (reagente XTT: tampdo = 100:1) foi entdo adicionada a cada
poco e a placa de cultura foi incubada por 1 h a 37 °C, 5% de CO,. Os valores
da absorbancia (OD = OD450nm-OD690nm) foram aferidos fazendo a leitura
no comprimento de onda de 450 nm, com a leitura de referéncia no
comprimento de onda de 690 nm. Os resultados foram expressos em

porcentagem relativa ao grupo controle.

3.10. Determinacao da geragao intracelular de espécies reativas de

oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN)

Sondas fluorogénicas s&o ferramentas convenientes e sensiveis para a
detecgdo de oxidantes intracelulares. A inducdo de estresse oxidativo foi
monitorada quantitativamente por analise de fluorescéncia do produto 2’,7'-
diclorofluoresceina (DCF) resultante da oxidagao de 2',7-

diclorodihidrofluoresceina (DCFH) intracelularmente. Para tanto, células HL-60
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foram incubadas com BPA ou BPANO; (25 pM, 100 pM, 250 uM) pelo periodo
de 1 hora. Em seguida, as células foram transferidas para tubos de citometria e
submetidas a centrifugacédo (600 x g / 10 min / 4°C). O sobrenadante foi
descartado e o pellet de células foi lavado duas vezes com 1 mL de PBS. Apds
a ultima lavagem, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi
ressuspenso em 200 pyL de 2',7’-diclorofluorescina-diacetato (DCFH-DA, 3
mM), o qual se acumula no citosol e é desacetilado por esterases para 2°,7'-
diclorodihidrofluoresceina que pode ser, entdo, oxidado por radicais livres
gerados intracelularmente, como RO;", RO", NO;', CO3” e HO'. O volume final
das amostras foi completado para 1100 uL com PBS. As células foram
incubadas a 37 °C por 30 minutos e, ao fim da incubagdo, 2 mL de EDTA (3
mM) a 4°C foram adicionados. As solugdes foram centrifugadas (600 g/ 10 min/
4°C), os sobrenadantes descartados e os pellets ressuspensos em 100 yL de
PBS. Para verificar se a estimulacdo de MPO por H,0O, teria efeito sobre a
geracdo de EROs/ERNSs, parte das amostras foi incubada por 5 min com H»O,
(40 nmol / 5 x 10* células) antes das analises por citometria de fluxo. Foi
avaliada a intensidade de fluorescéncia (hemi. = 530 Nm com Aexc. = 488 nm) de
10.000 eventos por amostra.

O mesmo procedimento de exposicdo foi aplicado as células MCF-7.
Ap0s o periodo de exposi¢cdo, o meio de cultura (DMEM com 10% FBS, livre de
fenol) contendo BPA ou BPANO; foi removido e as células lavadas com PBS.
Uma solugdo de PBS contendo 10 uM de DCFH foi adicionada as células e
levadas a incubagédo por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz.

Em seguida, as células foram levadas para leitura, segundo descrito por Renz,
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Volz et al. (2013). A intensidade de emiss&o de fluorescéncia foi mensurada a

emi. = 530 Nm com Aeye. = 488 nm, no leitor de ELISA.

3.11. Determinagao de NO2 no meio de cultura das células HL-60

A concentragcdo de NO, foi determinada no sobrenadante da cultura de
células HL-60 utilizando a reacdo de GRIESS. Para tanto, 100 uyL do
sobrenadante da cultura celular foram adicionados a 100 pyL do reagente de
GRIESS (1% sulfanilamida com 0,1% de a-naftil etilenodiamina) em microplaca
de 96 pocgos e a solucdo resultante incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apds esse periodo foi feita a leitura de absorbancia em 550 nm. A
concentracdo de NO; foi determinada a partir de uma curva padréo de nitrito de

sédio (NaNO3) na faixa de 0,2 — 200 pM.

3.12. Analise de fragmentacao do DNA e ciclo celular

Para a analise concomitante de fragmentagdo do DNA e ciclo celular das
células HL-60 e MCF-7, 25 x 10° células foram plaqueadas em placas de 24
pocos com meio de cultura RPMI ou DMEM suplementado com 10% FBS.
ApOs o periodo de adesao celular (24 horas), pertinente as células MCF-7, o
meio de cultura das duas linhagens foi substituido por um novo meio de cultura
livre de fenol contendo 25 pM, 100 uM ou 250 uM de BPA ou BPANO,,
dissolvido em DMSO (0,1%, v/v) com ou sem H,0; (40 nmol / 5 x 10* células)
quando se tratar da linhagem HL-60.

Ao término de 24 horas de exposicdo, o meio de cultura das células

MCF-7 foi removido, as células foram lavadas duas vezes com PBS e
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tripsinizadas (300 pL/poco). Apds 1 minuto de contato, foram adicionados 1000
ML de meio de cultura DMEM livre de fenol suplementado com 10% FBS.

As células MCF-7 e HL-60 foram homogeneizadas, transferidas para
tubos de citometria e centrifugadas (600 x g /10 min/ 4 °C). O sobrenadante foi
desprezado e o pellet de células foi lavado duas vezes com PBS. Apds as
lavagens foram adicionados a cada tubo 50 pL de uma solugéo contendo a
enzima RNAse A (15 mg/mL) e 150 pL do tamp&o hipotdnico fluorescente
(PBS, 0,05 % Triton X-100, 0,1% de citrato de sodio, 25 yg/mL de iodeto de
propidio). As amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente e as analises foram realizadas por citometria de fluxo. Foi avaliada a
intensidade de fluorescéncia do iodeto de propidio ligado ao DNA de 10.000
eventos por amostra, monitorados no canal PerCP— Cy 5.5 (Aexc. = 488 nm; Aemi.

=695 nm).

3.13. Determinagao da atividade de MPO em células HL-60

Para a andlise da atividade de MPO, 25 x 10° células HL-60 foram
plaqueadas em placa de 24 pogos (1000 pL) e expostas ao meio de cultura
RPMI suplementado com 10% FBS, contendo 25 yM, 100 uM ou 250 uM de
BPA ou BPANO,, dissolvido em DMSO (0,1%, v/v), na presenga ou auséncia
de H,0; (40 nmol / 5 x 10* células) durante 2 ou 24 horas, como explicado
anteriormente. Ao término do periodo de exposig¢ao, a suspensao de células foi
transferida para tubos de 1,5 mL. Subsequentemente, as amostras foram
centrifugadas (600 x g/ 10min / 37°C) e as células lavadas duas vezes com

PBS.
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Apos a ultima centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e o pellet de
células ressuspenso em 500 yL de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB
0,5% em agua - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). As células foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas em agua a
37°C e posteriormente vortexadas vigorosamente durante 20 segundos. Este
procedimento foi repetido por trés vezes para a lise das células e liberagado da
MPO.

A suspensao de células resultante foi levada a estufa a 60°C por 2 horas
para inativacdo da catalase. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm durante 2 min. O sobrenadante foi utilizado para determinacéo da
atividade de MPO e o precipitado proteico utilizado para determinacdo da
quantidade de proteinas por ensaio de Bradford.

Para realizagdo do ensaio cinético empregado na determinacdo da
atividade da enzima, foram acrescentados 10 uL do sobrenadante a 200 uL da
solugéo reagente (o-dianisidina, H20, a 0,0005%, em tampé&o fosfato 5 mM, pH
6,0) em uma microplaca. As amostras foram levadas ao espectrofotémetro
(Spectra Max Plus: — Molecular Devices, Chicago, IL, USA) para a
monitorizacdo da velocidade de formacdo do produto de oxidacdo da o-

dianisidina, através do registro do aumento da absorbéncia a 460 nm.

3.14. Ensaio EROD para verificagcao da atividade de CYP1A1 em células

MCF-7

Para a determinacdo da atividade de CYP1A1 em células MCF-7 foi
utilizado um método adaptado de Barbara e colaboradores (Spink, Hussain et

al. 2003).
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Para tanto células MCF-7 (1x10*) foram cultivadas em meio DMEM com 10%
SFB em placa de 96 pogos. Apos atingirem a confluéncia o meio foi substituido
por um novo, contendo BPA na concentragdes de 25, 100, 250 uyM e incubados
em estufa por 24 horas. Ao final do periodo de exposicdo o meio foi removido e
um novo meio contendo 4uM de ethoxyresorufina (sigma) e 10 uyM de
dicumarol (3,3'-Metileno-bis(4-hidroxicoumarina)). A placa contendo o novo
meio foi incubada em estufa por mais 30 minutos. Em seguida a fluorescéncia
foi medida em Aemissa0=990 NM € Aexcitacao=035 nm (em ponto final). Controles
positivos foram adotados com 10 nM de PCB126 (3,3',4,4'.5-

Pentachlorobiphenyl) como ativador do CYP.

3.15. Analises da concentragao de BPA no meio de cultura das células

Aliquotas de 50 pL do meio de cultura das células, apos diferentes
periodos de incubagdo com BPA, foram injetadas no sistema de HPLC-PDA,
utilizando-se a condigdo cromatografica 1. O BPA eluiu da coluna em ~21,5

min nas condi¢des utilizadas, sendo monitorado em 277 nm.

3.16. Quantificacao de malonaldeido no meio de cultura por HPLC-PDA

Para a quantificacdo de MDA no meio de cultura, as células HL-60 foram
plaqueadas na densidade de 5 x 10° células/pogo em placas de cultura de 6
pocos. Apos 24 h, iniciou-se a exposigao ao BPA (25 uM, 100 uyM ou 250 uM)
dissolvido em DMSO (0,1%, v/v), na presenga ou auséncia de H,O3 (40 nmol /
5 x 10* células). Incubagdes controle foram feitas com 0,1% de DMSO (controle

veiculo). As células foram expostas pelo periodo de 24 horas. Aliquotas do
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meio de cultura (100 pL) foram hidrolisadas para obtengcdo do MDA livre de
proteinas pela adigado de 10 uyL de NaOH 4 M com subsequente incubacgéo a 60
°C por 30 min sob agitagdo de 100 rpm. Ao término da incubagao, 150 uL de
H2SO4 1% (v/v) foram adicionados e as amostras foram submetidas a vigorosa
agitacédo por 20 segundos com posterior centrifugagado a 9.300 g por 10 min.
ApoOs a centrifugacdo, 175 yL do sobrenadante foram coletados e incubados
com 25 pL de uma solugdo de 2,4—dinitrofenilhidrazina (DNPH, 1 mg/mL em
HCI 2M). A reagdo de derivatizagdo ocorreu em temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, durante 30 min. Aliquotas de 100 uL foram injetadas no sistema
de HPLC-PDA (condigdo cromatografica 9).

O padrao de MDA foi preparado pela adicdo de 22 uL de uma solugao
de 1,1,3,3—tetrametoxipropano a 10 mL de H,SO4 1% (v/v). Apds a incubacgéo
(2 h, temperatura ambiente, no escuro) a concentragédo da solugéo foi calculada
através da determinacdo da absorbéncia em HySO4 1% (v/v), utilizando o
respectivo coeficiente de extingdo molar (€): MDA, € = 13700 M~ cm™ em 245

nm.

3.17. Adutos de DNA no meio de cultura

As células cultivadas em placas de cultura de 15 cm de diametro
(densidade aproximada de 1 x 107 células) foram expostas ao BPA ou BPANO;
(25 pM, 100 pM ou 250 pM), dissolvidos em DMSO (0,1%, v/v), na presenga ou
auséncia de H,0; (40 nmol / 5 x 10* células), como descrito anteriormente. Ao
final, foram adicionados as aliquotas do meio de cultura, 2 yL da solugao
contendo 75 fmol/pL de [°Ns]CEdG, ['°Ns]1,N°—edA e ["°Ns]1,N°—edG, e 1,5 pL

da solugao contendo 1000 fmol/uL de [*°Ns]8—oxodG. As amostras foram entdo
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homogeneizadas em vortex e secas completamente a vacuo. Posteriormente,
adicionou—se 1 mL de metanol as amostras, que foram novamente
homogeneizadas em vortex e centrifugadas por 10 min a 16.000 g. O
sobrenadante foi entdo transferido para outro tubo para nova secagem
completa a vacuo. As amostras foram entao ressuspensas em 75 uL de H,O e
centrifugadas por 5 min a 16.000 g. Por fim, foram injetados 50 uL no sistema
HPLC-ESI-MS/MS 2, condigdo cromatografica 6. As analises foram conduzidas
com ionizag&o por electrospray em modo positivo (ESI*, [M+H]), utilizando-se
0s seguintes parametros otimizados: gas de interface (CUR), 15 psi; gas de
nebulizagcdo (GS1), 45 psi; gas na fonte de ions (GS2), 50 psi; gas de
dissociacao induzida por colisdo (CAD), LOW; temperatura da fonte do ESI
(TEM), 650 °C; potencial de entrada (EP), 10 V e tensao do spray de ions (IS),
5500 V. Foi utilizado o modo de monitoramento de reagao multipla (MRM) para
deteccdo e quantificacdo das lesbes, sendo utilizadas as seguintes
fragmentagbes: m/z 276 [M+H]" — m/z 160 [M - 2’-desoxirribose + H]" e m/z
281 [M+H]" — m/z 165 [M - 2- desoxirribose + H]" para deteccdo de 1,N°-
edAdo e respectivo padrdo interno ['°Ns]1,N®-edAdo; m/z 292 [M+H]* — m/z 176
[M - 2’- desoxirribose + H]" e m/z 297 [M+H]" — m/z 181 [M - 2’- desoxirribose
+ H]" para deteccdo de 1,N*-cdGuo e respectivo padrdo interno ['°Ns]1,N*
edGuo; m/z 284 [M+H]" — m/z 168 [M - 2’- desoxirribose + H]" e m/z 289
[M+H]" — m/z 173 [M - 2’- desoxirribose + H]" para detecgéo de 8-oxodGuo e
respectivo padréo interno ['°Ns]8-oxodGuo; m/z 340 [M+H]" — m/z 224 [M - 2'-
desoxirribose + H]" e m/z 345 [M+H]" — miz 229 [M - 2'- desoxirribose + H]
para detecgdo de CEdG e respectivo padrdo interno ['°Ns]CEdG; m/z 282
[M+H]" — m/z 166 [M - 2'-desoxirribose + H]" e m/z 297 [M+H]" — m/z 181 [M -

65



2'- desoxirribose + H]" para deteccdo de O°-mdG e respectivo padréo interno
["*Ns]1,N*-edGuo; m/z 394 [M+H]" — m/z 260 [M - 2’-desoxirribose + H]" e m/z
399 [M+H]" — m/z 265 [M - 2- desoxirribose + H]" para detecgdo de BPA-Gua
e respectivo padrdo interno [°Ns|BPA-Gua. As razdes entre as dareas
(aduto/padrdao interno) foram utilizadas para quantificagdo. Para as
quantificagées foram injetadas curvas de calibragdo no intervalo de 50 a 1000
fmol de 8-oxodG (1000 fmol de ['°Ns]8-oxodG); 5 a 80 fmol de CEdG; 1 a 20
fmol de 1,N°-edA; 1 a 40 fmol de 1,N*-edG; 1 a 100 fmol de O°-mdG (100 fmol
de [°N5]CEdG, ["°Ns]1,N°-edA e de ["°Ns]1,N*-dG); e 10 a 1000 fmol de BPA-

Gua (1000 fmol de ['°Ns]BPA-Gua.

3.18. Adutos de DNA em urina

O mesmo método descrito no item 3.17 foi aplicado para as analises dos
adutos de DNA em amostras de urina, sendo apenas modificado o volume
inicial de amostra utilizado, que foi de 100 pL. Para a coleta de urina, os
animais (modelo experimental descrito abaixo) permaneceram em gaiolas

metabdlicas pelo periodo de 10 h.

3.19. Extracao de DNA das células

Apés o periodo de incubagéo, as células foram transferidas para um
tubo de 15 mL e levadas a centrifugagdo (600 x g / 10 min / 37°C). O
sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi utilizado para extragao do

DNA de acordo com o protocolo de extragdo da Gentra Puregene® (QIAGEN
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Sciences, USA), acrescentando-se 0,5 mM de desferoxamina/10 mM de D-

penicilamina as solugdes do Kit.

3.20. Extracao de DNA de figado e rim dos animais

Foi utilizada uma etapa de lise das células e precipitacdo dos nucleos
utilizando tampao A (320 mM sacarose, 5 mM MgCl,, 10 mM Tris, 0,1 mM
desferoxamina, 1% Triton X-100 em pH final de 7,5), sendo incluido 10 mM da
solugédo de D-penicilamina em dois momentos do protocolo: na solugéo de lise
das células e na solugdo de estocagem com desferoxamina a fim de evitar
formagdo artefatual de lesbes. Portanto, para 300 mg de tecido foram
adicionados 6 mL de tampdo A. Apds homogeneizagdo, centrifugou-se a
amostra a 1500 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Repetiu-
se o procedimento. Entdo, adicionou-se ao pellet formado, 3 mL da solugéo de
lise de células (GentraPuregene* Kit) contendo 0,5 mM de desferoxamina/10
mM de D-penicilamina. Apds completa dissolugdo do precipitado adicionou-se
105 pyL de SDS 10% e os tubos foram invertidos por 20 vezes. Em seguida
foram adicionados 42 uL de proteinase K (20 mg/mL), inverteu-se os tubos 25
vezes e as amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora. Foram entdo
adicionados 12 yL de RNAse A e as amostras foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente ao abrigo de luz. Posteriormente foram adicionados 1,5
mL da solugéo de precipitagdo de proteinas (GentraPuregene* Kit), agitou-se a
amostra vigorosamente e centrifugou-se por 10 minutos a 2000 x g. Em
seguida o sobrenadante foi vertido sobre 10 mL de isopropanol gelado para

precipitacdo do DNA. O DNA precipitado foi entdo lavado com 10 mL de etanol
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70% e mais uma vez centrifugado por 10 minutos a 2000 x g, sendo essa etapa
repetida por mais uma vez. Descartou-se 0 sobrenadante e o precipitado de
DNA foi seco ao ar. Em seguida adicionou-se 400 pyL de desferroxamina 0,1
mM, contendo 10 mM de D-penicilamina e os tubos foram mantidos sob
refrigeragao por 1 noite.

Apos completa solubilizagdo do DNA, aferiu-se a concentracdo da
amostra com leitura de absorbancia em 260 nm e a pureza foi obtida pela
razdo das absorbancias em 260 e 280 nm. As amostras de DNA foram

congeladas a —20 °C para posterior hidrolise imediatamente antes das analises.

3.21. Quantificagcao de 8-oxodG e CEdG em amostras de DNA

Para a reacéo de hidrolise enzimatica, aliquotas contendo 80 ug de DNA
foram adicionadas a 3,8 yL de tampéao Tris-HCI/MgCl, 200 mM (pH 7,4), 3,2
unidades de DNAse 1 (3,2 pL), 5,3 pL da solugdo contendo 75 fmol/puL do
padrdo [°Ns]CEdG e 2 pL da solucdo contendo 1000 fmol/uL do padrdo
['°Ns]8-oxodG. As amostras foram incubadas a 37 °C por 1 h. Apds a
incubacgéo foram adicionadas 0,0016 unidade da enzima PDE1 (3,2 pL) e 4,8
unidades da enzima fosfatase alcalina (4 pL). As amostras foram novamente
incubadas a 37 °C por 1 h com agitagdo de 1000 rpm. Ao término da segunda
hora, o volume final da incubag&o (100 pL) foi centrifugado por 10 min a 9300 g
e uma aliquota de 10 yL do sobrenadante foi coletada para injegdo de 5 pL no
sistema de HPLC-PDA, condigao cromatografica 5, utilizado para quantificagéo
dos desoxinucleosideos normais (dC, dG e dA). Aliquotas de 50 pL foram
injetadas paralelamente no sistema de HPLC-ESI-MS/MS (condic&o

cromatografica 7) para a quantificacao das lesdes.
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As analises foram realizadas em modo positivo (ESI+, [M+H]+),
utilizando os parametros otimizados: CUR, 15 psi; GS1, 45 psi; GS2, 50 psi;
CAD, LOW; TEM, 650 °C; EP, 10 V e IS, 5500 V. Foi utilizado o modo de
monitoramento de reagdo multipla (MRM) para detecgdo e quantificagdo das
lesbes, sendo utilizadas as seguintes fragmentagdes: m/z 284 [M+H]" — m/z
168 [M - 2- desoxirribose + H]" e m/z 289 [M+H]" — m/z 173 [M - 2-
desoxirribose + H]" para deteccdo de 8-oxodGuo e respectivo padrdo interno
['°Ns]8-0xodGuo; m/z 340 [M+H]" — m/z 224 [M - 2’-desoxirribose + H]* e m/z
345 [M+H]" — m/z 229 [M - 2'- desoxirribose + H]" para detec¢do de CEdG e

respectivo padrdo interno [°Ns]CEdG.

3.22. Quantificagdo de 5-metil-2’-desoxicitidina (5-metildC) e 5-

hidroximetil-2’-desoxicitidina (5-hmdC) em DNA

Aliquotas contendo 6 uyg de DNA em desferroxamina (0,1 mM) foram
adicionadas a 2,5 yL de tampao Tris-HCI/MgCl, 200 mM (pH 7,4) e 1,2 unidade
de DNAse 1. As amostras foram incubadas a 37 °C por 1 h. Apds a incubagéao
foram adicionados 0,0005 unidade de fosfodiesterase 1 (PDE1) e 1,2 unidade
de fosfatase alcalina. As amostras foram novamente incubadas a 37 °C por 1 h
com agitacdo de 1000 rpm. Ao término da segunda hora ao volume final da
incubagdo (60 pL) foram adicionados 140 pL de acetonitrila. As amostras foram
submetidas a vigorosa agitagao por 20 segundos com posterior centrifugacéo a
9300 g por 10 min. Apoés a centrifugacao, aliquotas de 50 L foram injetadas no
sistema HPLC-ESI-MS/MS (condigdo cromatografica 8). As analises foram

conduzidas com ionizagdo por electrospray em modo positivo (ESI, [M+H]"),
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utilizando os seguintes parametros otimizados: CUR, 15 psi; GS1, 45 psi; GS2,
50 psi; CAD, LOW; TEM, 650 °C; EP, 10 V e IS, 5500 V. As fragmentagdes
utilizadas no MRM encontram-se na figura a seguir. Curvas de quantificacéo
foram feitas pela injecdo de DNA de timo de bezerro contendo 2 — 1200 pmol

de dC, 0,1 — 116 pmol de 5-mdC e 0,0005 - 0,010 pmol de 5-hmdC.
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Figura 5 - Cromatogramas obtidos por HPLC-ESI-MS/MS de amostra de DNA para quantificagdo de dC,
5-mdC e 5-hmdC

3.23. Exposicao de ratos ao BPA na vigéncia e auséncia de doencga

inflamatoria sistémica

3.23.1 Animais

Para avaliacdo dos efeitos da exposi¢ao in vivo ao BPA foram utilizados
ratos da linhagem Sprague-Dawley, machos, com peso de 200-250g,
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto

de Quimica da Universidade de S3o Paulo. Os animais foram mantidos em
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condicbes normais de biotério até o inicio do experimento. Todos os
procedimentos adotados estdo em conformidade com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdao Animal (CONCEA), como certificado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (Protocolo CEUA/FCF/369 de

06/08/12).

3.23.2 Indugao de diabetes

Para a indug&o do diabetes, os animais permaneceram em jejum por um
periodo de 12 horas. Apos esse periodo os mesmos foram anestesiados com
Isoflurano 4% (Isoforine® - Crystalia, Sdo Paulo) por via inalatéria, utilizando-se
um equipamento de anestesia inalatéria (Morya®). Uma solugdo recém-
preparada de estreptozotocina (STZ-Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) em solugéo
salina (50 mg/mL) foi administrada por via intravenosa, através de pungéo da
veia peniana, em volume correspondente a dose de 40 mg de STZ por Kg de
peso corporeo. Os animais do grupo controle ndo diabético foram submetidos
aos mesmos procedimentos, tendo recebido apenas o veiculo por via
intravenosa. A condicdo de diabetes foi confirmada apds acompanhamento
glicémico 24, 48 e 72 horas apdés a administragdo de STZ. A glicemia foi
mensurada no sangue coletado da veia caudal, utilizando-se glicosimetro
Breeze™ 2 (Bayer HealthCare, Mishawaka, USA), sendo que os animais que
apresentaram glicemia igual ou superior a 250 mg/dL nas trés medigbes foram

considerados diabéticos e incluidos no estudo.

3.23.3 Exposigao ao BPA
O esquema de exposicdo dos animais ao BPA compreendeu a

administragdo diaria de uma solugdo recém-preparada de BPA (50 mg/Kg)
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diluido em oleo com 0,1% de DMSO por via intra-estomacal (gavagem),
durante 4 semanas. Animais controles receberam 6leo com 0,1% de DMSO
pela mesma via e nas mesmas condigdes supracitadas. Os grupos estudados
foram: Grupo Sadio com e sem BPA, ambos com 5 animais e Grupo Diabético
com e sem BPA, ambos com 10 animais.

Os animais foram pesados diariamente para o ajuste da dose e
concomitantemente a glicemia foi monitorada uma vez por semana durante

todo o periodo de exposicao.

3.23.4. Eutanasia e obtencao de amostras

Decorridas as 4 semanas de exposi¢ao, os animais foram anestesiados
com uma solucdo de cloridrato de quetamina e xilazina 2:1 (100 pL), por via
intra-peritoneal. A cavidade peritoneal foi aberta e a artéria aorta abdominal foi
exposta, a qual foi puncionada para coleta de sangue e consequente sacrificio
por exsanguinagao.

O sangue foi coletado em tubo heparinizado em quantidade de 8 mL. O
tubo foi entdo homogeneizado cuidadosamente e mantido em banho de gelo
para posterior contagem total e diferencial de leucécitos. Em seguida o figado e
os rins foram coletados, lavados em PBS, pesados e armazenados em freezer
— 80°C para posterior extracdo de DNA.

Para analise dos efeitos do BPA na medula dssea, células foram obtidas
da cavidade femoral, imediatamente apds os animais serem anestesiados e
exsanguinados. As células da medula 6ssea foram obtidas pela lavagem da
cavidade femoral com meio RPMI (Cultilab do Brasil® Campinas, SP), pH 7,4,

estéril, suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab do Brasil®

Campinas, SP) e com 100 Ul/mL de penicilina G sodica e 100 ug/mL de
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estreptomicina (Sigma® Chemical Company, USA), contendo 5% de heparina
sbédica. A suspensao celular foi colocada em tubos Falcon, cuidadosamente

homogeneizada e mantida em banho de gelo.

3.23.5. Hemograma

Para determinacdo do numero total e diferencial de células circulantes, foi
realizado o hemograma a partir de sangue total heparinizado. A dosagem de
hemoglobina, a determinagao do volume do hematdcrito e a contagem global de
hemacias e leucdcitos foram feitas pelo analisador automatico de células
sanguineas ABC Vet (ABX DIAGNOSTICS).

As contagens diferenciais dos leucdcitos foram feitas em extensdes
sanguineas preparadas imediatamente apds a coleta e coradas pelo corante de
May-Grunwald-Giemsa. As laminas foram analisadas em microscépio Optico

comum, contando-se, no minimo, 100 leucdcitos por lamina.

3.23.6 Mielograma

Para determinacédo dos efeitos da exposicdo ao BPA sobre o numero
total e diferencial de células da medula 6ssea, foi realizada contagem em
ldminas coradas pelo método de May-Grunwald-Giemsa (ROSENFELD, 1947).

A contagem total de células foi realizada em hemocitbmetro de
Neubauer, apds diluicdo das amostras da suspensao celular com meio de
cultura Iscove’s (Sigma-Aldrich:, Chemical Company, USA).

A classificagdo das células da linhagem granulocitica foi baseada na
relagao nucleo-citoplasma, na afinidade tintorial do citoplasma, na presenca ou
nao de granulagbes primaria e secundaria no citoplasma, no padrao de
cromatina nuclear, na presenga ou nao de nucléolos, no diametro e

segmentacédo ou ndo do nucléolo. Na série granulocitica, foram consideradas
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quatro etapas maturativas: (i) blastos envolvendo o hemocitoblasto e o
mieloblasto; (i) formas jovens englobando o promieldcito e o mieldcito; (iii)
formas em anel correspondentes ao metamielocito e ao bastonete; (iv)
segmentados envolvendo as formas segmentadas a partir de dois I6bulos
nucleares (BORELLI, P et al. 1995).

Os precursores eritroides foram classificados em: (i) eritroblastos jovens
envolvendo proeritroblastos e eritroblastos basdfilos; (i) eritroblastos
policromaticos englobando todas as etapas em que as células apresentaram
cromatina condensada e citoplasma policromatico; (iii) eritroblastos
ortocromaticos incluindo células com nucleo apresentando cromatina picnética
e citoplasma eosinofilico. Quando as células apresentaram assincronismo
maturativo, prevaleceu aspecto da cromatina nuclear para identificacdo da
etapa maturativa.

A identificagdo dos monoblastos e dos plasmoblastos seguiu os critérios
morfolégicos do padrao de cromatina nuclear e basofilia do citoplasma.

Promondcitos, mondocitos e macrofagos foram reunidos em um grupo de
células denominadas de monomacrofagicas.

As células da linhagem linfoide envolvendo prolinfocitos, linfécitos tipicos
ou atipicos foram agrupadas como linfécitos. As células da linhagem
plasmocitaria foram agrupadas como plasmdcitos.

Todas as analises do hemograma e do mielograma foram realizadas
com a colaboragdo do Prof. Dr. Ricardo Ambroésio Fock do Laboratorio de
Hematologia Experimental vinculado ao Departamento de Analises Clinicas e

Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP.
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3.24. Analise Estatistica

Os resultados aqui apresentados foram expressos como média £ desvio
padrao (S.D). Foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal Wallis
com pos teste de Dunn ou teste t de student. Foi utilizado o programa de
analise estatistica GraphPad Prism versao 5.0 e os valores foram considerados

estatisticamente significativos quando p < 0.05.
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4. Resultados Discussao

4.1. Sintese e caracterizagcao das moléculas utilizadas neste estudo

4.1.1. Sintese de BPANO,

A sintese de BPANO, para ser utilizado nas incubacdes com as células
foi realizada como descrito por Schrader et al., 2002. A solugao final obtida foi
injetada no sistema de HPLC-PDA. Os produtos resultantes podem ser

observados na figura a seguir.
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Figura 6 - Cromatograma obtido por HPLC — PDA (A = 260 nm) da reagdo de BPA com
nitrito de s6dio em meio acido. Foi utilizado o sistema cromatografico 1.

Os picos de maior intensidade foram numerados de | a V, coletados,
liofiizados e submetidos a analise por ESI-MS/MS. Na figura a seguir estéo
apresentados os espectros de massas e de absorbancia obtidos para os
produtos IV e V, correspondendo, respectivamente, a BPANO,; e BPA(NO)s.

Os espectros de massas obtidos correspondem aos reportados por Schrader,
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Langlois et al. (2002) e Babu, Vellore et al. (2012). O pico lll corresponde ao
BPA que nao reagiu, apresentando relagdo massa/carga (m/z) 227 e absorgao
maxima em Amax = 275 nm, em modo negativo. Os produtos | e Il ndo foram
identificados. O produto BPANO, foi purificado em quantidade suficiente (15

mg) para as incubagdes subsequentes com as células.
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Figura 7 - Espectros de absorbancia e espectros de massas no modo negativo (ESI-MS/MS, ions

fragmentos de m/z 272 e m/z 317) dos produtos IV e V da reagdo de BPA com nitrito de sddio, sendo
indicados os produtos identificados.
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4.1.2. Sintese de BPA-3,4-quinona (BPAQ)

O produto formado apds a reagao de sintese de BPAQ pode ser
observado na figura a seguir. O pico com maior intensidade foi coletado para
identificacdo por espectrometria de massas, apresentando m/z 241 no modo
negativo e os fragmentos indicados. O espectro de absorbancia e espectro de
massas obtidos correspondem ao produto BPAQ, como reportado por Qiu,

Yang et al. (2004) e ATKINSON e ROY (1995).
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Figura 8 - (A) Cromatograma obtido por HPLC-PDA (A = 385 nm) da reag&o de BPA com sal de Fremy e
espectro de absorbancia do produto indicado (BPA-3,4-quinona). (B) Espectro de massas no modo
negativo do produto BPA-3,4-quinona obtido (ESI-MS/MS, ions fragmentos de m/z 241).
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4.1.3. Sintese do aduto de BPA-3,4-quinona com guanina (Gua)

Para a sintese do aduto BPAQ-Gua foi utilizado o método descrito por
Qiu et al., 2004. Primeiramente foi realizada a sintese de BPA-3,4-quinona
como descrito acima. O produto bruto obtido em acetona apds oxidagao do
BPA com sal de Fremy, contendo BPAQ, foi entdo incubado com 2’-
desoxiguanosina (dGuo). Quando o produto BPAQ purificado foi incubado com
dGuo, nao foi possivel observar a formacédo do aduto. Dessa forma, optou-se
por fazer a reagao do desoxinucleosideo com a mistura de oxidagdo de BPA
contendo BPAQ. Na figura a seguir estdo apresentados o cromatograma com
indicagao do pico correspondente ao aduto (ausente nas incubagdes controles)
e 0 espectro de massas obtido apos purificagdo do produto indicado e analises
por ESI-MS/MS. O mesmo procedimento foi realizado para as incubagdées com
['°Ns]dGuo, obtendo-se o respectivo aduto com a adicdo de 5 unidades de
massa.

Como reportado por (Qiu, Yang et al. 2004), observou-se que o aduto
obtido a partir da reacdo de dGuo com BPA oxidado ndo possui 0 agucar em
sua estrutura, tendo ocorrido a perda do agucar durante a reagcao. A posig¢ao de

ligacdo do BPA-3,4-quinona a guanina desestabiliza a ligacdo desta ao agucar.
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Figura 9 - (A) Cromatograma obtido por HPLC-DAD (A = 275 nm) da reacdo de BPA-3,4-quinona com
dGuo, sendo indicado o aduto (BPA-Gua) e seu espectro de absorbancia. O pico indicado ndo apareceu
nas incubagdes controles; (B) Espectro de massas do produto isolado obtido no modo positivo (ESI-
MS/MS, ions fragmentos de m/z 394)

Para quantificacédo do aduto BPA-Gua em amostras de DNA, meio de
cultura das células e urina dos animais, foi necessario determinar o seu
coeficiente de extingdo molar (g), uma vez que esse dado ndo esta disponivel
na literatura. A dificuldade para a determinagao do ¢ deve-se ao fato de ndo ser
possivel a sintese e purificagdo de grandes quantidades (pelo menos 5 mg) do
aduto para adequada afericdo da massa em balancga analitica e obtencio de
uma solugdo de concentragcdo conhecida para leitura da absorbancia. Assim, a

81



determinacao da concentracido da solugao do aduto purificado foi feita por meio
de analises de espectros de 'H RMN. Para obtencdo dos espectros, foi
necessario realizar purificagcbes do aduto de modo a obter solugdes em
concentracdo suficiente para a obtengdo dos sinais dos prétons. Como o
rendimento da reagdo € baixo, diversas incubacdes e purificacbes foram
realizadas. O produto final (aduto puro) foi liofilizado, solubilizado em DMSO-ds
e aliquotas foram utilizadas para o preparo das solugbes contendo 3-
(trimetilsilil)-1-propanosulfonato de soédio (DSS) como padréo interno para a
determinacdo das concentragdes. Dois tubos de RMN com concentragdes

diferentes de DSS e do aduto foram preparados como descrito abaixo:

Tubo 1: 0,2 mg DSS + 400 ulL da solugao do aduto (Vsina = 650 ul)
Tubo 2: 0,5 mg DSS + 600 ulL da solugao do aduto (Vsina = 850 ul)

A partir da relacdo entre a média das areas dos protons do DSS e a
meédia das areas dos protons do aduto em cada solugcdo, foi possivel
determinar as concentra¢des do aduto nos diferentes tubos, uma vez que eram
conhecidas as concentragdes de DSS. Posteriormente, aliquotas de cada uma
das amostras dos tubos de RMN foram diluidas com volumes apropriados das
solugbes para determinagdo de absorbéncia em pH 1 (tampdo HCI-KCI, 50
mM), pH 7 (tampéao fosfato de sodio, 50 mM) e pH 11 (tampao bicarbonato-
carbonato, 50 mM). Apds as medidas de absorbancia das solugbes em
diferentes comprimentos de onda, os valores de ¢ foram determinados pelas

razbes entre os valores de absorbancia e concentragdo molar (Tabela 1).
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Figura 10 - Espectro de 1H RMN do aduto BPA-Gua. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
obtidos do aduto BPA-Gua. Espectro de RMN com 0,2 mg de DSS em 650 pl de volume final.

Tabela 1 - Valores de coeficiente de extingdo molar calculados para o aduto BPA-Gua.

Aduto BPA-Gua

€248 nm = 39287 M cm”’
PR €278 nm = 36687 M cm’”’
€242 nm = 49388 M cm’”’
PR €286 nm = 45982 M cm™”
H 11 €244 nm = 51863 M cm’”
€286 nm = 24466 M cm™”

Assim, as concentragdes das solucdes do aduto BPA-Gua e do padrao

isotopico ['°Ns]BPA-Gua disponiveis no laboratério puderam ser determinadas.
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4.2. Padronizagao do método de hidréolise do DNA para quantificagao do
aduto BPA-Guanina

Para a quantificagdo do aduto BPA-Gua nas amostras de DNA foi
necessario realizar alguns testes envolvendo a hidrélise neutra-térmica do
DNA. Os testes foram baseados no trabalho de Loureiro e colaboradores
(Loureiro, Zhang et al. 2009), substituindo-se o tampao cacodilato por tamp&o
Tris-HCI (10 mM, pH 7,0). Entretanto, nessas condigdes verificou-se
degradacgéo do aduto. Apos uma série de testes, foi possivel chegar a condigéo
de hidrolise que possibilitou a liberacdo do aduto BPA-Gua do DNA, sem
degradacgéo.

Na figura a seguir estdo apresentados os cromatogramas obtidos a partir
de uma amostra de DNA de timo de bezerro incubado in vitro com a mistura
resultante da reacdo de oxidacdo de BPA com sal de Fremy. O DNA
recuperado foi lavado duas vezes com etanol 70%, solubilizado em agua e
congelado até a realizagao da hidrdlise neutra-térmica. Para comparagao, uma
aliquota da mesma amostra de DNA foi submetida ao procedimento de
hidrélise sem a incubagéo por 1 h a 70 °C, a fim de se verificar a possibilidade
de o aduto ser liberado do DNA em condi¢gbes brandas de manipulagdo. Como
apresentado na Figura 11A, verificamos liberacdo do aduto BPA-Gua do DNA
mesmo sem a incubacéo por 1 h a 70 °C. A liberagdo ¢ aumentada quando o

aquecimento € realizado ao longo de 1 h (Figura 11B).
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos por HPLC-ESI-MS/MS de amostras de DNA de timo de bezerro
incubado in vitro com BPA-3,4-quinona para analise do aduto BPA-Gua. A) DNA submetido ao
procedimento de hidrélise neutra-térmica sem o periodo de 1 h de aquecimento a 70 °C. B) DNA
submetido ao procedimento completo de hidrélise neutra-térmica.
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4.3. Efeitos citotoxicos, genotéxicos e epigenéticos em células HL-60
expostas a BPA e BPANO;

Células HL-60 sado derivadas de leucemia promielocitica humana,
contem MPO e sao utilizadas como modelos em diversos estudos nos quais a
adicado de H,O, ativa MPO, que oxida substratos tais como fenol ou etoposideo
para os respectivos radicais, levando a dano oxidativo (TYURINA et al., 1995;
GOLDMAN et al., 1999; BORISENKO et al., 2004; CUDDIHY et al., 2008).
Assim, utilizou-se esse modelo para avaliacdo de danos que pudessem ser

devidos a biotransformacgao de BPA por MPO.

4.3.1. Avaliagao da citotoxicidade em células HL-60

As células HL-60 foram expostas por 2 h, 24 h ou 48 h a BPA (25 uM,
100 pM, 250 uM) ou BPANO; (25 uM, 100 uM, 250 pM), na presenca e
auséncia de H20; (40 nmol/5 x 10* células). A citotoxicidade foi avaliada pela
analise da permeabilidade da membrana plasmatica ao iodeto de propideo, por
citometria de fluxo. Nas figuras a seguir sdo apresentados os dados obtidos
para as incubacdes com BPA e BPANO,, respectivamente.

Foi observado aumento da permeabilidade da membrana das células
apos 24 h de incubagdo com BPA (25 uM, 100 uM, 250 yM) ou BPANO; (250
MM), na presenga ou auséncia de Hy0,. Observou-se, ainda, aumento
crescente da permeabilidade da membrana plasmatica apds 48 h de incubacéao
das células com 250 yM de BPA. Entretanto, nas concentragdes de 25 pM e
100 M de BPA nao houve aumento adicional da permeabilidade da membrana
plasmatica apds o periodo de 48 h. Nas incubagdes com BPANO, n&o foi

observada perda da viabilidade celular apos 48 h.
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Uma vez que as células HL-60 apresentaram resisténcia a perda de
viabilidade com o passar do tempo de incubacio, avaliou-se o consumo de
BPA ao longo do tempo. Observa-se, que apds um periodo inicial (12 h) de
absorgdo do BPA pelas células, o consumo atingiu um platd. Apdés 84 h de
incubacdo com 250 uM de BPA, apenas 15% da quantidade disponivel
inicialmente havia sido absorvida pelas células. As analises do meio de cultura
foram feitas por HPLC-DAD, n&o tendo sido possivel a deteccdo de produtos

de biotransformagéo do BPA.
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Figura 12 - Viabilidade das células HL-60 avaliada por citometria de fluxo apos: (A) 2 h de incubagdo com
as concentracdes indicadas de BPA, com e sem H>O2 (40 nmol/5 x 10* células); (B) 24 h de incubagéo
com as concentragdes indicadas de BPA, com e sem H>O2 (40 nmol/5 x 10* células); (C) 48 h de
incubagdo com as concentragdes indicadas de BPA, com e sem H202 (40 nmol/5 x 10* células). média *

desvio padrdo Kruskal Wallis com pdés teste de Dunn, diferengas em relagdo ao respectivo controle.
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Figura 13 - Viabilidade das células HL-60 avaliada por citometria de fluxo apods: (A) 2 h de incubagao com
as concentragdes indicadas de BPANO,, com e sem H>O2 (40 nmol/5 x 10* células); (B) 24 h de
incubagdo com as concentracdes indicadas de BPANO,, com e sem H>O2 (40 nmol/5 x 10* células). (Cz
48 h de incubagdo com as concentragdes indicadas de BPANO,, com e sem Hz02 (40 nmol/5 x 10

células). N = 4, média + desvio padréo, Kruskal Wallis com pds teste de Dunn, diferengas em relagéo ao
respectivo controle. *P<0.05; **P<0.01.
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Figura 14 - Consumo de BPA pelas células HL-60. As células foram cultivadas na densidade de 2,4 x 10°
(A) ou 1 x 107 (B) células por poco e expostas a 250 uM de BPA. Aliquotas do meio de cultura foram
retiradas nos periodos indicados para quantificagdo de BPA por HPLC-DAD (A = 277 nm).

Considerando-se a fracdo de BPA absorvida, o numero de células e o
volume de meio de cultura nas incubacgdes, estimou-se um nivel intracelular
médio de BPA na ordem de poucos pg/célula. E reportado que a absorgdo de
BPA pelo trato gastrointestinal humano é rapida e a recuperagao na urina apés
24 h é quase completa na forma conjugada com glicuronideo (meia-vida de
excregdo urinaria de 5,4 h) (Volkel, Colnot et al. 2002). A rapida e quase
completa excregdo de BPA na urina sugerem que, ao contrario do que ocorre
no trato gastrointestinal e figado, BPA seja pouco absorvido pelas células de
outros tecidos. Concentragdes de BPA no soro e urina humanos estdo na faixa
de 0,2 a 20 pg/L (Calafat, Kuklenyik et al. 2005; Welshons, Nagel et al. 2006;
Lang, Galloway et al. 2008), sendo muito inferiores as utilizadas no meio de
cultura de células nos estudos in vitro. Entretanto, nos estudos in vitro
observam-se efeitos decorrentes das concentragdes intracelulares atingidas no

intervalo de poucas horas, enquanto que in vivo a exposi¢cdo ocorre de forma
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cronica e, dependendo da velocidade de biotransformacéo e excrecao celular
da substancia, pode haver, ao longo do tempo, incremento das concentragdes
intracelulares para os niveis correspondentes aos dos estudos in vitro. A
concentracéo de 20 pg/L (ou 20 pg/pL) de BPA no soro humano permite que
células mais permeaveis estejam sujeitas a niveis de BPA na ordem de poucos
picogramas ao longo do tempo.

Com o intuito de verificar se BPA e BPANO; interferem na cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial, alterando a atividade da succinato
desidrogenase e, assim, levando a perda de viabilidade celular, as células
foram expostas por 24 h e em seguida submetidas ao ensaio do XTT. Na figura
a seguir sao apresentados os dados obtidos, sendo observada inibicdo da
atividade desidrogenase da cadeia respiratéria nas incubagées com BPA por
24 h, na auséncia e presenca de H>O,, 0 mesmo nao ocorrendo nas
incubagcdées com BPANO,. A perda da atividade respiratéria mitocondrial
observada nas incubagdes com BPA parece preceder a perda da integridade
da membrana plasmatica, podendo haver a participacdo de ROS/RNS no

processo.
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Figura 15 - Viabilidade das células HL-60 avaliada pelo ensaio do XTT apds 24 h de incubagdo com as
concentragdes indicadas de BPA e BPANO2, com e sem H>0O5 (40 nmol/5 x 10* células). , média + desvio

padrao, , Kruskal Wallis com pés teste de Dunn, diferengas em relagdo ao respectivo controle. *P<0.05;
***P<0.001.

A literatura traz informacdes sobre a indugdo de estresse oxidativo por
BPA (Hassan, Elobeid et al. 2012; Hulak, Gazo et al. 2013; Wu, Liu et al. 2013).
Dessa forma, a avaliagdo da geracgao intracelular de ROS/RNS é necessaria
para a compreensao dos efeitos toxicos desse xenobidtico.

A inducdo de estresse oxidativo foi monitorada quantitativamente por

analise de fluorescéncia do produto 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) resultante
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da oxidagdo de 2',7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH) por radicais livres
gerados intracelularmente, como RO;’, RO, NO,’, CO;~ e HO" (HELD, P.;
2010). Os dados obtidos estdo apresentados na figura 16. Observa-se que a
geracdo de ROS/RNS € um evento precoce nas incubagdes de células HL-60
com BPA e BPANO,. No caso de BPA, a indugao foi observada apds 1 h de
incubacdo com 100 uM e 250 uM, ndo havendo efeito da adicdo de H,O..
Quanto ao BPANO,;, a inducdo de ROS/RNS ocorreu em todas as
concentracbes testadas, principalmente na auséncia de H;0,. Como
apresentado nas figuras 12 e 13, nesse periodo de incubagdo nao foi
observado aumento da permeabilidade da membrana plasmatica das células

expostas a essas concentracdes de BPA e BPANO.,.
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Figura 16 - Fluorescéncia relativa (%) do produto DCF nas células HL-60 apds 1 h de incubagao (A) com
as concentragdes indicadas de BPA com e sem H202 (40 nmol/5 x 10* células). (B) com as concentragdes
indicadas de BPANO, com e sem H>O, (40 nmol/5 x 10* células). N = 4, média + desvio padrao, Kruskal
Wallis com pés-teste de Dunn, diferengas em relagdo ao respectivo controle. *P<0.05; **P<0.01.

Sabe-se que vias de redugdo de grupos nitro levam a formagédo de
diversos intermediarios radicalares e nao radicalares. No processo de
biotransformagdo pode haver também a geracdo de ROS a partir da redugéo
de Oz pelos radicais intermediarios (Toyoizumi, Deguchi et al. 2008). Assim,

era esperada indugdo de ROS/RNS nas células expostas a BPANO..

94



Entretanto, essas alteragdes iniciais ndo levaram a perda da viabilidade celular
apo6s 24 h de incubagao, ao contrario do que ocorreu com o BPA.

BPA, ao longo do periodo de 24 h de incubagéo, pode levar a alteragdes
mitocondriais que agravam o estado de estresse oxidativo das células, levando
a perda de viabilidade. A possibilidade de formacdo de BPA-3,4-quinona
intracelularmente pode também aumentar a geragcéo de ROS, via formagéo do
radical semiquinona e entrada da molécula em um ciclo redox. Adicionalmente,
pode haver a indugé&o de 6xido nitrico sintase (NOS), com sintese de grandes
quantidades (uM) de ‘NO que, na presenga de Oy, leva a formagédo de
peroxinitrito e radicais livres reativos resultantes de sua clivagem (NOz, -OH,
COs3-), que contribuem para os danos celulares (Oh and Lim 2008; Gu,
Nakamura et al. 2010).

Para avaliar a possibilidade de aumento da geragao de ‘NO, foi realizada
a quantificacdo de NO,- no meio de cultura das células HL-60 expostas ao BPA
nas concentracdes de 25 yM, 100 uM ou 250 uM, na presenca ou auséncia de
H,0,, utilizando a reacédo de Griess. Os dados obtidos estdo apresentados na
figura 17.

Observa-se que H,0, estimulou a geragéo de nitrito pelas células HL-60
(2 h e 24 h). Entretanto, na presenca de BPA + H,O; a geragdo de nitrito foi
diminuida. Por outro lado, na auséncia de H,O, observou-se a inducédo de
geracédo de nitrito por BPA. Na presenga de H2O, é possivel que BPA seja alvo
para o ataque dos radicais livres gerados, incluindo NO2, o que poderia
contribuir para a queda da geracdo de nitrito (Kim and Jeong 2003; Terasaka,
Kadoma et al. 2005; Moon, Kim et al. 2012). Entretanto, n&o foram detectados

produtos de biotransformacao do BPA no meio de cultura das células.
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Na figura 18 s&o apresentados os dados de atividade de
mieloperoxidase (MPO) das células HL-60 expostas ao BPA, mostrando que as

incubacgdes pelos periodos de 2 h e 24 h n&o alteraram a atividade da enzima.
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Figura 17 - Geragao de nitrito pelas células HL-60 apds: (A) 2 h de incubagdo com as concentragdes
indicadas de BPA, sem e com H20. (40 nmol/5 x 10* células); (B) 24 h de incubagdo com as
concentragdes indicadas de BPA, sem e com H202 (40 nmol/5 x 10* células), média + desvio padrao,
Kruskal Wallis com pés teste de Dunn, diferengas em relagdo ao respectivo controle. *P<0.05; **P<0.01.

96



8000- 8000+
2 2
= 6000+ s 6000+
3 3
S 4000+ % 2 4000-
35 _‘_E S
Z  2000- Z  2000-
b4 b4
0 T 1 1 1 0 ] T ] T
@ N & N @ o fe) oV
RO SRS N SR S S S
& e N % c,o(\ @l @x @x
N & Q¥ Q¥ ? Q R
Q 22 ® & &
Al N R
5000- 4000-
o o
4000
o o .
s L 3000
S 3000- _T 3
© ® 2000
T T
5 200090 ], | e i L l
= ] 1000-
S 1000- b
0 T T T T 0 T T T T
g S N S @ o oYV o
& ¥ oY oY & {XT {Q QAT
& \s N v s & & @8
© & Q¥ Q¥ ? Q Q
< < ? R &
& ¥ Qv
< <

Figura 18 - Atividade de MPO das células HL-60 apds: SA) 2 h de incubagdo com as concentragdes
indicadas de BPA, com e sem H;O, (40 nmol/5 x 10" células); (B) 24 h de incubacdo com as
concentragdes indicadas de BPA, com e sem H202 (40 nmol/5 x 10* células), média + desvio padrao,
Kruskal Wallis com pés teste de Dunn, diferengas em relagédo ao respectivo controle.

Uma vez observada a indugcdo de ROS/RNS nas células incubadas com
BPA, avaliou-se a ocorréncia de peroxidacéo lipidica por meio da quantificagcao
de malonaldeido (MDA) no meio de cultura das células. Um cromatograma
representativo encontra-se na Figura 19. Observa-se na Figura 20 que n&o
houve alteracdo da concentragdo de MDA no meio de cultura das células

expostas ao BPA por 24 h, na presenga ou auséncia de H,O,, indicando que o
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aumento observado dos niveis de ROS/RNS nao foi suficiente para induzir

peroxidagao lipidica.
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Figura 19 - Cromatograma respresentativo da analise de MDA em meio de cultura. O pico indicado é o
produto de reacdo do MDA presente na amostra com dinitrofenilhidrazina (DNPH), empregado como
agente derivatizante.
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Figura 20 - Concentragdo de MDA no meio de cultura das células HL-60 apos 24 h de incubagdo com as
concentragdes indicadas de BPA, sem e com H202 (40 nmol/5 x 10* células). N = 4, média + desvio
padrao, Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn.

Fragmentagdo do DNA e alteragdes do ciclo celular podem ocorrer como
resultado da geragao excessiva de ROS e ocorréncia de danos celulares. Nas
figuras 21 e 22 sdo apresentados os dados obtidos por citometria de fluxo
apo6s incubagdo das células por 24 h com BPA ou BPANO,, na presencga ou
auséncia de H,0..
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Figura 21 - Fragmentacdo do DNA das células HL-60 avaliada por citometria de fluxo apdés 24 h de
incubagdo com as concentragbes indicadas de BPA (A) e BPANO: (B), com e sem H20 (40 nmol/5 x 10*

células). N = 4, média + desvio padrao, Kruskal Wallis com pés teste de Dunn, diferengas em relagao ao
respectivo controle.*P<0.05; **P<0.01.
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Figura 22 - Fragmentacdo do DNA das células HL-60 avaliada por citometria de fluxo apds 24 h de
incubagdo com as concentragdes indicadas de BPA (A) e BPANO; (B), com e sem H20, (40 nmol/5 x 10*
células). N = 4, média + desvio padrao, Kruskal Wallis com pés teste de Dunn, diferengas em relagao ao
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BPA provocou fragmentacgdo do DNA das células HL-60 na
concentracdo de 250 uM, independentemente da adicdo de H,O,. Na maior
concentracéo testada houve parada do ciclo celular na fase G2/M. Por outro
lado, BPANO; levou a parada do ciclo na fase G0/G1 na maior concentracao
testada, induzindo discretamente a fragmentacdo do DNA na presenca de
H,0..

Resumidamente, nesta etapa verificou-se que, apesar da baixa absorgao
de BPA pelas células HL-60 (Figura 14), na primeira hora de incubagdo com
BPA (100 uM e 250 uM) houve indugdo da geragao de ROS (Figura 16). Esse

efeito foi acompanhado por perda da viabilidade celular (inibicdo da atividade
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desidrogenase da cadeia respiratéria mitocondrial e aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica, principalmente nas incubagdes com
100 uM e 250 pM, Figuras 12 e 15), aumento da populagédo de células em sub
G1, ou seja, com DNA fragmentado (250 pM, Figura 21) e parada do ciclo
celular na fase G2/M (250 puM, Figura 22) no periodo de 24 h.

Em outro estudo, células de leucemia mieldide humana (NB4, K562 e
HL-60) incubadas com BPA por 48 h nas concentragcbes de 10, 30, 60 e 100
MM sofreram parada do ciclo celular nas fases G1 ou G2/M, dependendo do
tipo celular e da concentracdo de BPA, e aumento de fragmentagdo do DNA
(fase sub G1) (Bontempo, Mita et al. 2009). Nas células NB4 incubadas com 60
MM de BPA foi verificada indugao de apoptose pela ativagao das caspases 8, 9
e 37, além de aumento da expressao de p21, p27 e p16, diminuicdo da
expressao de ciclina D1, aumento da fosforilagcdo de BAD e diminuicdo da
fosforilacdo de ERK, Rb e AKT, alteragdes moleculares que explicam a parada
no ciclo celular e apoptose pelas vias extrinseca e intrinseca. Foi ainda
observado aumento da acetilagdo de histona H3 nas células NB4 incubadas
com BPA, um efeito epigenético que altera a expressdo génica. Como as
células n&o expressam receptor de estrogeno, os efeitos s&o independentes da
via estrogénica (Bontempo, Mita et al. 2009).

Em estudo realizado por Watanabe e colaboradores (2003), BPA na
concentracdo de 1 nM aumentou, por via independente de receptores de
estrogeno, a geracao de radical Oy estimulada por zymosan opsonizado em
células HL-60 submetidas a diferenciagdo neutrofilica. Aumento da expressao
génica de p47phox e p67phox, componentes do sistema NADPH oxidase, foi

também observado. Entretanto, em concentragdes no intervalo de 1 - 10 uM,
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BPA nado apresentou efeito no burst respiratorio (Watanabe, Adachi et al.
2003).

Sabe-se que diferentes vias de sinalizagdo celular e fatores de
transcricdo podem ser modulados por ROS, levando as células ao crescimento
e replicagdo ou a parada no ciclo celular e morte. O destino da célula
possivelmente depende da fonte de ROS, sua localizagdo e concentragao.
Assim, baixas concentragdes de ROS (nM) estédo relacionadas a inducao de
crescimento, replicagao e diferenciagdo, enquanto maiores concentragdes (UM)
estdo relacionadas a indug&o de morte celular (Chiu and Dawes 2012).

As incubagbes com BPANO, por 1 hora levaram a maior geragao
intracelular de ROS (Figura 17) em comparagao as incubagdes com BPA, sem,
no entanto, ser observada perda equivalente da viabilidade celular apés 24 h
(foi observado pequeno aumento de permeabilidade da membrana plasmatica
nas incubagdées com 250 uM, revertido apos 48 h, sem alteragcédo da atividade
desidrogenase da cadeia respiratéria mitocondrial, Figuras 14 e 16). Pequeno
aumento da populacao de células em sub G1 (DNA fragmentado) foi observado
nas incubagdes com 250 uyM na presenga de H,O, (Figura 22) e parada do
ciclo na fase G0/G1 foi observada na maior concentragdo testada na auséncia
e presenca de HyO; (Figura 22). Nas incubagbes com 25 yM de BPANO; na
presenca de H,0O, foi observado aumento da populagao de células na fase S e
diminuicdo em G2/M (Figura 22).

Assim, ao compararmos as incubacgdes das células HL-60 com BPA e
BPANO:. fica claro que o nivel total intracelular de ROS n&o explica o destino
distinto das células nas duas condicdes. Apesar de as duas moléculas

elevarem os niveis celulares de ROS (BPANO; mais do que BPA), BPA inibe a
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cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, o0 que ndo foi observado para
BPANO.,. As alteracbes em diferentes compartimentos celulares e diferencas
na composigao das espécies reativas geradas devem ativar vias distintas de

sinalizacao, culminando nos diferentes efeitos no ciclo celular e morte.

4.3.2. Avaliagcao de efeitos genotéxicos em células HL-60

O aumento da geragao de ROS/RNS nas células HL-60 incubadas com
BPA poderia resultar em aumento das lesdes 8-oxo-7,8-dihidro-2'-
desoxiguanosina (8-oxodG), 1,N*-eteno-2’-desoxiguanosina (1,N*edG), 1,N°-
etheno-2’-deoxyadenosina (1,N°-edA) e N?-carboxietil-2-desoxiguanosina
(CEdG) no DNA que, sendo reparadas, seriam excretadas para o meio de
cultur. Avaliou-se, portanto, os niveis dessas lesGes no DNA e/ou meio de
cultura das células. Adicionalmente, foi avaliado um marcador de alquilagdo do
DNA, O°-metil-2’-desoxiguanosina (O°-mdG), que pode ser formado por ions
metila resultantes do metabolismo de compostos N-nitroso (Dederer, Sokolova
et al. 1995); (Gottschalg, Scott et al. 2007). A possibilidade de formacao de
metabalitos reativos de BPA levando a lesées no DNA também foi investigada
pela analise do aduto BPA-Gua tanto no DNA das células, como no meio de
cultura. A inducado de lesées no DNA pode levar a parada no ciclo celular e
morte, além de aumentar a chance de mutagbdes que favorecem a progresséo
maligna (Roos and Kaina 2013; Yager 2015)

Os métodos de HPLC-ESI-MS/MS para quantificacdo das lesées em
DNA e no meio de cultura foram validados pelo grupo. Dentre as lesbes
analisadas no DNA das células (8-oxodG, CEdG, 0°-mdG e BPA-Gua) e no

meio de cultura (8-oxodG, 1,N*-¢dG, 1,N°-cdA, CEdG, O°>-mdG e BPA-Gua), foi
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possivel quantificar CEdG e 8-oxodG. As demais lesdes, se presentes,

estavam abaixo

dos limites de detecgdo dos métodos (exemplos de

cromatogramas nos quais ndo ha a detecgdo da lesdo sdo apresentados na

figura a seguir, no
de DNA de figado.
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Figura 23 - Cromatogramas obtidos por HPLC-ESI-MS/MS de amostras de DNA de figado de ratos
Sprague-Dawley para andlise do aduto BPA-Gua. A) Controle; B) BPA, gavagem, 50 mg/kg/dia, 4
semanas; C) Diabéticos + BPA (gavagem, 50 mg/kg/dia, 4 semanas).
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Nas Figuras 24 e 25 s&o apresentados os niveis de CEdG e 8-oxodG no

DNA das células HL-60 incubadas com BPA na presenca e auséncia de H,0, e

nas respectivas amostras de meio de cultura.
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Figura 24 - Niveis de CEdG e 8-oxodG em DNA de células HL-60 incubadas com BPA com ou sem H20;
(40 nmol/5x10* células), nas concentragdes indicadas por 24 horas. Andlise estatistica utilizando o teste
de Kruskal Wallis com pés teste de Dunn ndo mostrou diferenga entre os grupos.
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Figura 25 - Niveis de CEdG e 8-oxodG no meio de cultura (meio RPMI suplementado com 10% de SFB)
de células HL-60 incubadas com BPA, com e sem H>O, (40 nmol/5x10* células), nas concentragbes
indicadas por 24 horas. Andlise estatistica utilizando o teste de Kruskal Wallis com pés teste de Dunn nao
mostrou diferenga entre grupos.

Observa-se que as incubagcdes com BPA ndo levaram ao aumento dos
niveis das lesbes no DNA ou ao aumento da excrecédo das lesdes para 0 meio
de cultura. Como apresentado anteriormente, também nao foi observado
aumento dos niveis de malonaldeido, um outro marcador de dano oxidativo, no
meio de cultura das células. Assim, é possivel que em resposta ao aumento da
geracdo de ROS na presenga de BPA, as células tenham aumento da
expressao de enzimas antioxidantes, que acabam protegendo contra a indugéo

de lesbes em biomoléculas por radicais livres. O fator de transcrigdo Nrf2 é

106



ativado na presenca de ROS e induz a expressao de genes que estdo sob
controle do elemento responsivo a antioxidantes (ARE), tais como glutationa-S-
transferase, y-glutamilcisteina sintetase, glutationa redutase, glutationa
peroxidase, peroxirredoxina, tiorredoxina, tiorredoxina redutase, catalase, SOD,
sulfirredoxina e enzimas de biotransformagdo de fase Il (Chiu and Dawes
2012). Essa resposta ao estresse inicial pode também explicar a resisténcia
das células a perda de viabilidade com o passar do tempo de incubacao
(Figura 12).

De fato, em estudo com células renais embrionarias humanas (HEK 293)
foi verificado que BPA nas concentragdes de 100 — 200 uM ativa os fatores de
transcricdo Nrf1 e Nrf2 e aumenta a transcricdo de genes sob controle de ARE,
como heme oxigenase-1 (ho-71) e NADPH quinona desidrogenase 1 (Nqo7).
Aumento da razdo GSH/GSSG foi também observado. Nessas células,
quantidades de BPA na ordem de 50 — 200 ng foram encontradas em fragdes
subcelulares, principalmente na mitocéndria e citoplasma. Nao houve inducao
de ROS ou perda de viabilidade celular no periodo de 24 h (Chepelev,
Enikanolaiye et al. 2013).

As analises no meio de cultura das células nos permitiram,
adicionalmente, detectar concentragdes altas das lesbes CEdG (21,1 + 3,3
pg/mL) e 8-oxodG (6829 + 855 pg/mL) mesmo na auséncia de células, tendo
como provavel fonte o soro fetal bovino utilizado na composi¢do do meio. Na
presenca das células, as concentragbes de CEdG no meio de cultura

diminuiram, enquanto que as de 8-oxodG aumentaram (Figura 25).

As células HL-60 foram também incubadas com BPANO,, na auséncia e
presenca de H,O,, e o DNA extraido para analise das lesdes 8-oxodG, CEdG,
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0°-mdG e BPA-Gua. Da mesma forma, foi possivel quantificar as lesdes 8-
oxodG e CEdG, nao tendo sido detectadas as demais. Os dados estéo

apresentados na figura a seguir, observando-se aumento dos niveis de CEdG

nas células incubadas com 100 yM de BPANO; na presencga de H20..
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Figura 26 - Niveis de CEdG e 8-oxodG em DNA de células HL-60 incubadas com BPANO,, com e sem
H2O, (40 nmol/5x10* células), nas concentragdes indicadas pelo periodo de 24 horas. *P<0,05 em
comparagado com o controle, de acordo com o teste de Kruskal Wallis com pés teste de Dunn.

O aduto CEdG observado em nivel aumentado no DNA das células

incubadas com BPANO; (100 uM), mas ndo com BPA, pode resultar da reacéo

de metilglioxal com o grupo amino exociclico da guanina (Chepelev,

Enikanolaiye et al. 2013). Algumas fontes de metilglioxal sdo o processo de
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peroxidacdo lipidica, degradacdo enzimatica ou n&o enzimatica de
dihidroxiacetona fosfato (intermediario da via glicolitica), metabolismo de
acetona, glicerol, glicina e treonina (Vistoli, De Maddis et al. 2013). O acumulo
de CEdG no DNA pode levar a alteragdes da expressao génica, da atividade de
proteinas (Breyer, Frischmann et al. 2008) e aumento de mutagdes (Cao, Jiang
et al. 2007; Tamae, Lim et al. 2011), eventos relacionados ao desenvolvimento
de doencas. A inducdo de formacdo de CEdG nas células incubadas com
BPANO,, mas ndao com BPA, pode ser reflexo de alteragbes induzidas por
essas moléculas em diferentes compartimentos celulares, como discutido no

item anterior.

4.3.3. Avaliacao de efeitos epigenéticos em células HL-60

Alteragbes epigenéticas podem contribuir para a expressao diferencial
de genes, levando a diversas consequéncias, tais como alteragdes no sistema
de reparo, no ciclo celular e em vias metabdlicas. Uma importante modificagcédo
epigenética em genoma de mamiferos é a metilagdo na posigédo C-5 da citosina
(5-metilcitosina ou 5-mdC), cujo padrdo é mantido no genoma ao longo das
geracgdes celulares. A metilagdo do DNA & um evento regulado pela agao de
DNA metil-transferases (DNMTs). O processo de desmetilagdo do DNA, por
sua vez, envolve a oxidagédo de 5-mdC para 5-hidroximetilcitosina (5-hmdC) por
uma familia de dioxigenases dependentes de a-cetoglutarato e Fe(ll),
denominadas proteinas Ten-Eleven-Translocation (TET1, TET2 e TET3). As
marcas epigenéticas 5-mdC e 5-hmdC sao importantes para a regulagdo da

expressao génica (Valinluck and Sowers 2007; Tahiliani, Koh et al. 2009; Ito,
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D'Alessio et al. 2010; Jin, Kadam et al. 2010; Dahl, Gronbaek et al. 2011;
Williams, Christensen et al. 2012).

Um método de HPLC-ESI-MS/MS foi padronizado pelo grupo para
quantificacdo simultanea de 5-mdC e 5-hmdC no DNA. A espectrometria de
massas permite especificidade para a quantificacdo dos analitos e o uso de
pequenas quantidades de DNA. Para a quantificagdo de 5-mdC por HPLC-UV
sdo necessarios pelo menos 5 ug de DNA, enquanto que a quantificagdo por
HPLC-ESI-MS/MS é possivel com o uso de 100 vezes menos DNA. No caso de
5-hmdC, devido as baixas concentragcbes no DNA, ndo é possivel sua
quantificacéo por HPLC-UV.

Células HL-60 foram incubadas com BPA e BPANO2, na auséncia e
presenca de H,O,, e o DNA extraido para quantificacédo de 5-mdC e 5-hmdC.
Os dados estao apresentados nas figuras a seguir.

Foi observada hipermetilagdo (5-mdC) do DNA das células HL-60
incubadas com BPA e simultdnea queda dos niveis de 5-hmdC. A
hipermetilagdo foi atenuada e ndo houve alteragdo dos niveis de 5-hmdC
quando as incubagbes ocorreram na presenga de H,O, (Figura 27). Essas
alteracdes no periodo de 24 h de incubacdo evidenciam a possivel agcdo do
BPA na modulacdo da atividade de enzimas responsaveis pela manutencéo do
padrao de metilacdo do DNA. A acdo pode ser direta ou mediada por
alteragdes metabdlicas que acabam levando, por exemplo, a inibicdo de TET. E
sugerido que a perda de funcdo das proteinas TET pode levar a hipermetilagéo
de regides promotoras de genes, com consequente desregulagdo da
transcricdo e diferenciagdo celular (Williams, Christensen et al. 2012). Vale

ressaltar que TET2 é frequentemente mutada em neoplasmas mieloides e que
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TET1 e TET2 sédo frequentemente mutadas em gliomas (Chia, Wang et al.
2011). Uma vez que as proteinas TET sdo dependentes de « -cetoglutarato

para sua atividade catalitica, alteragcdes no ciclo do acido tricarboxilico podem

levar a alteragdes dos niveis de 5-mdC e 5-hmdC no DNA (Chia, Wang et al.

2011).
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Figura 27 - Niveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA de células HL-60 incubadas com BPA, sem e com H,0;
(40 nmol/5 x 10* células), nas concentragdes indicadas por 24 h. *P < 0,05, ** P < 0,01 comparando-se os
diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pds teste de Dunn.

Nas incubagdes com 25 pM de BPA nao foi observado aumento dos
niveis intracelulares de ROS e alteragdo do ciclo celular (incluindo células em
sub G1). Foi observado pequeno aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica apds 24 h, mas néo apds 48 h de incubacio, e pouca inibicdo da
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atividade desidrogenase da cadeia respiratoria mitocondrial apos 24 h. Assim,
o efeito epigenético observado na Figura 27 ocorreu na auséncia de
citotoxicidade e é possivel que se manifeste em concentragdes inferiores de

BPA, o que merece ser investigado.

Em analise metabolémica utilizando urina de ratos expostos a BPA
(administracdo oral, 0,5 pg/kg/dia e 50 mg/kg/dia, 8 semanas), Chen e
colaboradores (2014) revelaram que BPA aumentou a excregdo de biotina e
riboflavina, a sintese de produtos metilados, o catabolismo de purinas e o fluxo
pela via do metabolismo da colina, que leva a geragcado de metionina. No figado
dos ratos expostos mesmo a menor dose de BPA foram observados niveis
aumentados de S-adenosilmetionina (SAMe) e das enzimas que catalizam a
sintese de SAMe a partir de metionina. SAMe é o principal doador bioldgico de
grupo metila para reagbes de metilagdo endogena, incluindo a metilagdo da
citosina no DNA (Chen et al., 2014). Esse tipo de alteragdo metabdlica induzida
por BPA levaria ao aumento da atividade de DNA metiltransferases (DNMTs) e,
consequentemente, ao aumento dos niveis de 5-mdC no DNA. Foi verificada
atividade aumentada de DNMT3 em figado de ratos expostos a BPA (Ma, Xia

et al. 2013).

Muitos estudos tem sido conduzidos visando esclarecer se e como a
exposi¢cao perinatal ao BPA pode levar a maior suscetibilidade a doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer, sindrome metabdlica na idade adulta.
Alteragbes do padrdo de metilagdo do DNA tem sido reveladas em diferentes
tecidos de ratos e camundongos no intervalo de dias, semanas e meses apos a

exposicdo no periodo perinatal, o que pode justificar a modulagdo da
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susceptibilidade a doencgas (van Esterik et al., 2015). Embora a variedade de
meétodos existentes para as analises de metilagdo do DNA dificulte a
observacdo de um padrdo comum de alteracdo, o conjunto dos trabalhos
mostra que a exposicdo ao BPA leva a alteracbes da metilacdo do DNA
durante o desenvolvimento fetal, o que pode favorecer a ocorréncia de doencgas
na idade adulta. Entretanto, € importante considerar também que BPA pode
alterar o padrdao de metilacdo do DNA de células somaticas de individuos
jovens/adultos, também favorecendo o desenvolvimento de doengas. Assim, é
importante entender como as alteragdes metabdlicas induzidas por BPA estao
relacionadas com alteragdes epigenéticas e o risco de doengas.

Nao ha dados na literatura sobre alteragdes dos niveis de 5-mdC e 5-
hmdC no DNA de células HL-60 expostas a BPA.

Quanto a exposicdo das células HL-60 a BPANO., verificou-se queda
dos niveis de 5-hmdC no DNA das incubacdes na presenca de H>O,, ndo
acompanhada de aumento dos niveis de 5-mdC. Uma vez que as alteragdes
metabdlicas induzidas por BPANO, sao diferentes das induzidas por BPA, é
possivel que os efeitos na maquinaria epigenética também sejam diferentes. E
importante notar que nessas células foi observado aumento dos niveis de
CEdG no DNA, o que pode afetar a atividade de DNMTs ou favorecer a

desmetilacdo do DNA por vias de reparo de lesées (Franchini et al., 2014).
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Figura 28 - Niveis de 5-mC e 5-hmC em DNA de células HL-60 incubadas com BPANO, com ou sem
H20, (40 nmol/5x10* células), nas concentragdes indicadas por 24 horas. *P<0,05; **P<0,01 comparando-
se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pos teste de Dunn.
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4.4. Efeitos citotéxicos, genotéxicos e epigenéticos em células MCF-7
expostas a BPA e BPANO;

4.4.1. Avaliacao da citotoxicidade em células MCF-7

As células MCF-7 sédo derivadas de adenocarcinoma mamario humano e
apresentam receptores de estrégeno, podendo sofrer a agao estrogénica do
BPA (Dong, Terasaka et al. 2011). Além disso, células MCF-7 apresentam
atividade de citocromo P450 1A1 e 1B1 quando estimuladas com agonistas do
receptor de hidrocarboneto aromatico (receptor Ah), por exemplo 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e bifenilas policloradas (PCB). Permitem,
entdo, a investigagdo de como outras possiveis vias de agdo do BPA modulam
os efeitos toxicos. As células cresceram aderidas a placa de cultura, utilizando-
se meio DMEM com 10% de SFB e sem fenol vermelho para evitar a
interferéncia estrogénica. Todos os procedimentos foram realizados como
descrito para as células HL-60, com excec¢ao da adigao de H,0,.

Nas figuras 28 a 32 sdo apresentados os dados de viabilidade celular
(citometria de fluxo), geracdo de ROS/RNS, fragmentacdo do DNA e ciclo
celular nas diferentes condi¢des de incubacao.

As células MCF-7 apresentaram aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica quando expostas por 1 h (4% de morte) ou 24 h (12% de
morte) ao BPA na concentracéo de 250 uM (Figura 28).

A exposicdo ao BPANO; por 1 hora nado induziu morte celular nas
concentragbes de 25, 100 ou 250 uM, (Figura 29A). Contudo, quando o

periodo de exposicdo foi estendido para 24 horas, os resultados obtidos
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mostraram que houve morte celular nas concentragdes de 25 uM (13,2% de

morte) e 250 M (19,8% de morte) (Figura 29B).
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Figura 29 - Viabilidade das células MCF-7 avaliada por citometria de fluxo apds: A) 1 h de incubagdo com
as concentragdes indicadas de BPA; B) 24 h de incubacdo com as concentragdes indicadas de BPA,
média * desvio padrao, Kruskal Wallis com pos teste de Dunn, diferengas em relagédo ao controle.
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Figura 30 - Viabilidade das células MCF-7 avaliada por citometria de fluxo apés: A) 1 h de incubagdo com
as concentragdes indicadas de BPANO2; B) 24 h de incubagdo com as concentragbes indicadas de
BPANO,. N = 4, média * desvio padrio, teste de Kruskal Wallis com pds teste de Dunn, diferengas em
relagdo ao controle. *P<0.05; **P<0.01.

Células MCF-7 expostas ao BPA por 1 hora ndo sofreram alteragcado da
producgao intracelular de ROS/RNS, contudo a exposicdo ao BPANO; levou a
diminuicdo significativa de ROS/RNS na concentragdo de 100 uM (Figura

30A). Estendendo-se a exposicdo a BPA para 24 h, foi observado aumento
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significativo da producdo de ROS/RNS nas células expostas a 25 yM, seguido
por diminuicdo significativa na concentracdo de 250 pM. Tais alteragdes né&o
foram observadas na exposicdo ao BPANO, (Figura 30B).

Houve aumento da fragmentagdo do DNA de células MCF-7 expostas ao
BPA na concentracdo de 250 uM por 24 horas (Figura 31A). Quando as
células foram expostas ao BPANO; por 24 horas, ndo houve fragmentagéo do
DNA (Figura 31B).

A exposicdo ao BPA nao induziu alteragdes no ciclo celular. Contudo, a
exposi¢cao ao BPANO; provocou diminuicdo da porcentagem de células na fase
G0/G1 e aumento na fase G2/M. Esse efeito foi observado em todas as

concentragbes de BPANO,, como apresentado na figura 32.
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Figura 31 - Fluorescéncia relativa (%) do produto DCF nas células MCF-7 apds A) 1 h de incubagdo com
as concentragdes indicadas de BPA e BPANO; B) 24 h de incubagdo com as concentragdes indicadas de
BPA e BPANO.. N = 4, média + desvio padrado, Kruskal Wallis com pos teste de Dunn, diferengas em
relagédo ao controle.*P<0,05.
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Figura 32 - Fragmentacdo do DNA das células MCF-7 avaliada por citometria de fluxo apds 24 h de
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Figura 33 - Ciclo das células MCF-7 avaliado por citometria de fluxo apds 24 h de incubagdo com as
concentragdes indicadas de BPA (A) e BPANO: (B). N = 4, média * desvio padrao, Kruskal Wallis com
pos teste de Dunn, diferengas em relagao ao controle.*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

O procedimento de analise do consumo de BPA foi realizado com as
células MCF-7 previamente incubadas com 300 nM de bifenila policlorada
(PCB126) para inducdo da atividade de CYP450 1A1. Na Figura 33A séo
apresentados os dados referentes a analise de atividade de CYP450 1A1 em
células MCF-7 incubadas com diferentes concentracées de PCB126 por 24 h,
realizando-se o ensaio da etoxirresorufina-O-deetilase (EROD) segundo
descrito por Donato e colaboradoresdonato (Donato, Gomez-Lechon et al.
1993). A concentracdo de 300 nM de PCB126 levou ao aumento da atividade
enzimatica e foi escolhida para as incubag¢des subsequentes com BPA. Na
Figura 33B sdo apresentados os dados de consumo de BPA pelas células

MCF-7. As células foram incubadas com 300 nM de PCB126 por 24 h, 0 meio
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de cultura foi trocado, e as células incubadas com BPA nas concentragcdes de

25 uM, 100 uM e 250 yM por mais 24 h.
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Figura 34 - (A) Atividade etoxirresorufina-O-deetilase das células MCF-7 incubadas com as
concentragdes indicadas de PCB por 24 h; B) Consumo de BPA pelas células MCF-7. As células foram
cultivadas na densidade de 2,4 x 10° células por pogo, incubadas com 300 nM de PCB por 24 h e, apés
troca do meio de cultura, incubadas com BPA nas concentra¢des indicadas. Aliquotas do meio de
cultura foram retiradas nos tempos indicados para quantificacdo de BPA por HPLC-DAD (A = 277 nm).

Assim como para as ceélulas HL-60, observou-se que a absorcao de BPA
pelas células MCF-7 é bastante lenta. A quantificacdo de BPA no meio de
cultura das células permitiu verificar que apds 72 h de incubagao, apenas 5 a
8% da quantidade de BPA disponivel inicialmente havia sido consumida. Nao
foi possivel observar a formacao de produtos de biotransformacdo, mesmo nas
células com atividade etoxirresorufina-O-deetilase aumentada apds exposicao
a PCB126.

Foi observada maior resisténcia das células MCF-7, em comparagao
com as ceélulas HL-60, a citotoxicidade induzida por BPA e BPANO..

Resumidamente, como resultado da exposicdo das células MCF-7 a BPA,
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houve pequeno aumento da permeabilidade da membrana plasmatica (250
pMM), indugédo dos niveis de ROS apos 24 h (25 uM) e aumento da populacao
de células em sub G1, ou seja, com DNA fragmentado (250 uM), mas sem
alteragao do ciclo celular. No caso de BPANO,, foi observada parada do ciclo
celular em G2/M (25 uyM, 100 uyM e 250 upM), assim como aumento de
permeabilidade da membrana plasmatica apds 24 h de incubagao (25 uM, 250
MM), sem indugdo de ROS ou aumento de células em sub G1.

A maior resisténcia das células MCF-7 aos efeitos citotoxicos do BPA
esta provavelmente relacionada a agao estrogénica desse xenobiotico. BPA se
liga aos receptores nucleares de estrogeno a e 3 (Era e Erf), modulando a
expressdo de genes que favorecem a sobrevivéncia e proliferagdo celular.
Liga-se também ao receptor 30 acoplado a proteina G (GPR30) na membrana
plasmatica, induzindo rapida sinalizagado estrogénica via ativagao de Erk1/2,
que também favorece a expressédo de genes (por exemplo, c-fos, genes sob
controle do fator AP-1) relacionados a sobrevivéncia e proliferagdo (Dong,
Terasaka et al. 2011). Nao ha informac&o sobre ag&o estrogénica do BPANO,
mas as células incubadas com 25, 100 e 250 yM dessa molécula apresentaram
parada do ciclo em G2/M, o que indica modulagao diferente de vias de

sinalizagdo em comparagao ao BPA.

4.4.2. Avaliagao de efeitos genotéxicos em células MCF-7

As células MCF-7 foram incubadas com BPA na auséncia (Figura 34A)
e presenca de agonista de receptor Ah (Figura 34B) e o DNA foi extraido para
andlise das lesdes 8-oxodG, CEdG, 0°mdG e BPA-Gua. Foi possivel

quantificar as lesdes 8-oxodG e CEdG, nao tendo sido detectadas as demais.
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Foi observado aumento dos niveis de CEdG e 8-oxodG nas células incubadas
com BPA (100 uM, 250 uM) sem a ativacéo prévia de receptores Ah (Figura
34A). A ativagao dos receptores Ah com PCB126 levou a menor aumento do
nivel das lesbes apds as incubagdes com BPA (Figura 34B). Apesar da
resisténcia a morte nas incubagdes com BPA, provavelmente por ativacdo de
vias de sinalizagdo que levam a sobrevivéncia e replicagcdo em detrimento de
parada no ciclo e morte, ha um estresse oxidativo evidenciado pela inducéo de
lesbes no DNA. A sinalizagdo estrogénica juntamente com o aumento dos
niveis de lesées no DNA aumenta a chance de mutagdes e de transformacao
maligna. O estresse oxidativo n&o parece estar relacionado a biotransformacéo
do BPA via citocromo P450, podendo ser devido a sua agao direta em
receptores celulares e ativacao de vias de sinalizagao.

E reportado que o estresse oxidativo tem papel importante na
patogénese do cancer de mama induzido por estrogeno. O receptor Era tem
papel proliferativo importante, favorecendo o crescimento tumoral e o estresse
oxidativo, enquanto Erf parece reduzir a proliferacdo induzida por Era e
favorecer a diferenciagcédo da glandula mamaria (Nadal-Serrano, Sastre-Serra et
al. 2012). Células MCF-7 apresentam razao Era/Erf em torno de 1, sendo
considerada alta. Na presenca de estrégeno (173-estradiol, E2), essas células
apresentam aumento da produgao de ROS e estresse oxidativo, provavelmente
devido a uma resposta inadequada do sistema antioxidante e a indugao de
disfuncdo mitocondrial relacionada a razao Era/Erf3. Células com razao Era/Erf3
menor (T47D, em torno de 0,1) ou sem Era (MDA-MB-231) apresentam menos
ROS e estresse oxidativo na presenca de E2 (Nadal-Serrano, Sastre-Serra et

al. 2012).
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Figura 35 - (A) Niveis de CEdG e 8-oxodG em DNA de células MCF-7 incubadas com BPA nas
concentragdes indicadas por 24 h. (B) Niveis de CEdG e 8-oxodG em DNA de células MCF-7 incubadas
com 300 nM de PCB por 24 h para aumento da atividade etoxirresorufina-O-deetilase e, apds troca do
meio de cultura, incubadas com BPA nas concentragdes indicadas por 24 h. *P < 0,05, ** P < 0,01

comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pds teste
de Dunn.

Dentre as lesdes analisadas no meio de cultura das células (8-oxodG,
1,N*-edG, 1,N°-edA, CEdG, O°-mdG e BPA-Gua), foi novamente possivel
quantificar CEdG e 8-oxodG, sem deteccao das demais. Como apresentado na
Figura 35, ndo houve alteragdo das concentragbes das lesbes no meio de
cultura. Na auséncia de células, o meio de cultura apresentou CEdG na

concentracdo média de 21,3 + 7,3 pg/mL e 8-oxodG na concentragao média de

123



10517 + 737 pg/mL. Na presenga das células, as concentragbes de CEdG no

meio de cultura aumentaram, enquanto que as de 8-oxodG diminuiram.
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Figura 36 - (A) Niveis de CEdG e 8-oxodG no meio de cultura de células MCF-7 incubadas com BPA. (B)
Niveis de CEdG e 8-oxodG no meio de cultura de células MCF-7 incubadas com 300 nM de PCB 126 por
24 h para aumento da atividade etoxirresorufina-O-deetilase e, apds troca do meio de cultura, incubadas
com BPA nas concentragdes indicadas por 24 h. Analise estatistica utilizando o teste de Kruskal Wallis
com pos teste de Dunn ndo mostrou diferenga entre os grupos.

No caso das células MCF-7 incubadas com BPANO,, nao foi observada
indugdo das lesbes CEdG e 8-oxodG no DNA (Figura 36), o que esta de
acordo com a nao observagdo de aumento dos niveis de ROS nessas

incubacoes.
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Figura 37 - Niveis de CEdG e 8-o0xodG em DNA de células MCF-7 incubadas com BPANO; nas
concentragdes indicadas por 24 h. Analise estatistica utilizando o teste de Kruskal Wallis com pds teste de
Dunn n&o mostrou diferenga entre os grupos

4.4.3. Avaliacao de efeitos epigenéticos em células MCF-7

Amostras de DNA das células incubadas com BPA, sem e com ativagao
de citocromo P450 1A1, foram analisadas por HPLC-ESI-MS/MS para
quantificacdo de 5-mdC e 5-hmdC. Os dados apresentados na Figura 37A
mostram que no periodo de 24 h de incubagdo ndo houve alteragcédo dos niveis
dessas marcas epigenéticas nas células incubadas com BPA sem ativacéo de
citocromo P450, apesar de ser visivel uma tendéncia de aumento dos niveis de
5-mdC.

Entretanto, nas células com ativagdo de citocromo P450 pelo agonista
do receptor Ah (PCB126), foi observado aumento dos niveis de 5-hmdC, sem
alteracdo dos niveis de 5-mdC (Figura 37B). E possivel que esse aumento
inicial dos niveis de 5-hmdC resulte em queda da metilagdo do DNA em
geragbes subsequentes, o que teria que ser avaliado apos 48 e 72 h de
incubagédo. Caso a atividade de DNMTs esteja aumentada nas células expostas

a BPA, como sugerido anteriormente com base no trabalho de Chen e
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colaboradores (2014), o aumento dos niveis de 5-hmdC pode ser uma resposta
celular na tentativa de manter o padrao de metilacdo do DNA. Nao ha dados na
literatura sobre alteracdo do padrao de metilagdo do DNA de células MCF-7 por
BPA e o significado dessas alteragdes sob exposicdo a BPA precisa ser melhor
avalido.

Observou-se também que as células MCF-7 pré-incubadas com PCB126
apresentaram aumento de aproximadamente 10 vezes nos niveis de 5-hmdC e
niveis ligeiramente mais baixos de 5-mdC em relagdo as que ndo foram pré-
incubadas com PCB (comparar niveis dos controles na Figura 37A e B). A
influéncia do PCB nos niveis de 5-hmdC também precisa ser melhor
investigada.

Quanto a exposigao das ceélulas MCF-7 a BPANO., verificou-se aumento

dos niveis de 5-mdC, sem alteragdo dos niveis de 5-hmdC (Figura 37C).
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Figura 38 - (A) Niveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA de células MCF-7 incubadas com BPA nas
concentragdes indicadas por 24 h. (B) Niveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA de células MCF-7 incubadas
com 300 nM de PCB por 24 h para aumento da atividade etoxirresorufina-O-deetilase e, apoés troca do
meio de cultura, incubadas com BPA nas concentragbes indicadas por 24 h. (C) Niveis de 5-mdC e 5-
hmdC em DNA de células MCF-7 incubadas com BPANOz nas concentragdes indicadas por 24 h * P <
0,05 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pds
teste de Dunn.
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4.5. Efeitos téoxicos do BPA em ratos Sprague-Dawley: hemograma,
mielograma, adutos de DNA na urina, efeitos genotéxicos e epigenéticos
em figado e rim

4.5.1. Caracterizagdao do modelo experimental

Para obtengdo de dados in vivo, ratos Sprague-Dawley machos, com
250 g de peso, receberam BPA diariamente ao longo de 4 semanas (50 mg/kg
de peso corpéreo, diluido em 6leo com 0,1% de DMSO) por via intra-gastrica
(gavagem), na vigéncia e auséncia de diabetes. Na vigéncia de um processo
inflamatdrio, no caso diabetes, esperava-se que BPA fosse mais facilmente
ativado para metabdlitos reativos, levando a ocorréncia de mais lesdées no DNA
dos tecidos analisados.

A indugao do diabetes foi feita por injecédo intravenosa (puncgéo da veia
peniana) de estreptozotocina (40 mg/kg p.c.), conforme ja padronizado no
laboratorio. Decorridas 72 horas da injegdo de estrepetozotocina, a glicemia
dos animais foi aferida e foram considerados diabéticos todos os animais que
apresentaram glicemia acima de 250 mg/dL. A glicemia dos animais foi
monitorada durante as 4 semanas de estudo, uma vez por semana, n0O mesmo
horario.

Observa-se na figura 38 que o0s animais que receberam
estreptozotocina permaneceram diabéticos durante todo o periodo de
experimentacdo e que a exposi¢cdao ao BPA na dose de 50 mg/Kg de peso
corpéreo nado alterou a glicemia dos animais sadios nem dos animais
diabéticos.

Ha relato de que a exposicdo de camundongos ao BPA (50 ug/kg de
peso corporeo), por via oral, pelo periodo de 12 semanas induziu resisténcia a

insulina e intolerancia a glicose, além de elevar o nivel de interleucinas pro-
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inflamatorias e o peso dos animais (Moon, Jeong et al. 2015), o que n&o foi
observado aqui, apesar da dose maior utilizada. Faléncia das ilhotas
pancreaticas devido a sobrecarga mitocondrial também € descrita no caso da
exposicao a BPA (Aekplakorn, Chailurkit et al. 2014; Shapiro, Dodds et al.

2015; Song, Chou et al. 2015).
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Figura 39 - Perfil glicémico dos animais expostos ao BPA durante 4 semanas. A glicemia foi verificada a
cada semana. Os animais foram considerados diabéticos com glicemia acima de 250 mg/dL. Os
resultados expressam a média + desvio padrdo; os grupos diabéticos com ou sem BPA apresentaram
P<0,001, peto teste one way ANOVA, com relagdo aos animais sadios com e sem BPA.

Quanto ao ganho de peso, observa-se na figura 39 uma tendéncia a
maior ganho de peso dos animais sadios expostos ao BPA, embora sem
diferenca estatistica. E relatado que a exposicdo ao BPA aumenta a
concentracdo de adiponectina no soro, o que esta relacionado ao aumento de
peso e a adipogénese (Marmugi, Lasserre et al. 2014; Moon, Jeong et al.

2015).
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Figura 40 - Perfil do ganho de peso de ratos Sprague-Dawley expostos ao BPA por via intragastrica. Os
animais foram expostos durante 4 semanas ao BPA na concentragédo de 50 mg/kg de peso corporeo. Os
resultados expressam a média + desvio padréo.

4.5.2. Alteragdes no hemograma e mielograma

Com a colaboragao do Prof. Dr. Ricardo Ambrésio Fock, Laboratério de
Hematologia Experimental da FCF USP, foram obtidos o hemograma e o
mielograma dos animais.

Observa-se no hemograma (Figura 40) o aumento do numero total de
hemacias circulantes e do hematdcrito nos animais diabéticos expostos ao
BPA. Entretanto, ndo houve alteragao significativa das quantidades dos outros
tipos celulares.

Na medula Ossea (Figura 41) observa-se aumento do numero de
eosindfilos e linfocitos nos animais diabéticos expostos ao BPA, podendo-se
sugerir a indugdo de um estado inflamatorio alérgico. Dados da literatura
mostram que o BPA induz liberagdo de histamina, um mediador alérgico, além
de aumentar a liberacdo de interleucinas pré-inflamatérias, como IL-6, que
favorece a proliferacdo celular (Bonds and Midoro-Horiuti 2013; Marmugi,
Lasserre et al. 2014; Moon, Jeong et al. 2015).

Os animais ndo diabéticos expostos ao BPA apresentaram quantidades

diminuidas de promielécitos, blastos e bastonetes. Tal efeito do BPA nos
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animais nao diabéticos pode ser entendido como precursor de um estado de
aplasia de medula, uma vez que ha diminuicdo do numero de células mais
jovens que, mais tarde, pode resultar em diminuigdo do numero total de
células. A ndo observagao do mesmo efeito no sangue deve-se justamente ao
fato de a diminuicdo ocorrer em cascata e nao ter havido tempo, no periodo de
4 semanas, para que a alteracdo fosse detectada nesse compartimento. Nos
animais diabéticos expostos ao BPA esse efeito n&do foi observado, podendo
estar mascarado pelo aumento da producao de células induzido pelo diabetes
(Shill, Feinglos et al. 2007; Chao, Song et al. 2010; Wang, Bao et al. 2013;

O'Brien, Dolinoy et al. 2014).
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Figura 42 - Mielograma de ratos Sprague-Dawley expostos a BPA (50 mg/kg p.c.) na vigéncia ou
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4.5.3. Niveis de adutos de DNA na urina

Uma grande variedade de moléculas de baixo peso molecular
excretadas das células de um organismo pode ser encontrada na urina. Lesdes
reparadas do DNA possuem esse destino, sendo a urina uma matriz importante
para a quantificacdo do conjunto de lesdes removidas do DNA de todas as
células do organismo em um determinado periodo (Broedbaek, Siersma et al.
2011). Para a coleta de urina, os animais permaneceram em gaiolas

metabdlicas pelo periodo de 10 h. Os dados estdo expressos como
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concentracdo dos adutos (pg/mL) e quantidade total (pg) no volume coletado
de urina ao longo de 10 h. Observa-se na Figura 42 que BPA na dose
administrada nao induziu estresse oxidativo a ponto de possibilitar a deteccao
aumentada das diferentes lesdes na urina. Em nenhuma amostra de urina foi
possivel detectar a presenca do aduto BPA-Gua, apesar de ser detectado seu
padrao interno como indicado na Figura 43.

O estado de diabetes levou ao aumento de excregao das lesdes 8-
oxodG, CEdG e O°>-mdG na urina. A excrecdo aumentada de 8-oxodG e CEdAG
na urina dos animais diabéticos era esperada, devido ao estresse oxidativo e
glicagcdo. No caso da 0°-mdG, é importante considerar que a condigdo de
diabetes foi induzida pela injecdo intravenosa de estreptozotocina, que é um

agente indutor de 0°-mdG no DNA.
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Figura 43 - Niveis de 8-oxodG, CEdG, 0%-mdG e 1,NG£dA em urina dos ratos dos diferentes grupos
experimentais. A) Concentragédo na urina de 10 h (pg/mL). B) Niveis totais excretados em 10 h (pg/10 h).
*P<0,05, **P<0,01 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal
Wallis com pés teste de Dunn.
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Figura 44 - Cromatogramas obtidos por HPLC-ESI-MS/MS de amostra de urina de rato para
quantificagdo dos adutos indicados.
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4.5.4. Efeitos genotoxicos e epigenéticos em figado e rim

As lesdes 8-oxodG, CEdG, 0°-mdG e BPA-Gua foram analisadas em
amostras de DNA de figado e rim dos animais. Mais uma vez, o aduto BPA-
Gua nao apareceu em nenhuma amostra, mostrando que a via de
biotransformacao de BPA para BPA-3,4-quinona n&o deve ser relevante in vivo.

As lesdes 8-oxodG, CEdG, 0°-mdG foram quantificadas e os dados estdo

apresentados nas Figuras 44 e 45.
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Figura 45 - Niveis de CEdG, 8-oxodG e 0°-mdG em DNA de figado dos ratos dos diferentes grupos

experimentais. *P<0,05 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de
Kruskal Wallis com pds teste de Dunn
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Figura 46 - Niveis de CEdG, 8-oxodG e 0°-mdG em DNA de rim dos ratos dos diferentes grupos
experimentais. *P < 0,05 em comparagao com o grupo BPA, **P<0,01, ***P<0,001 em comparagdo com o
grupo controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pds teste de Dunn.

Observa-se que a exposi¢cao ao BPA levou ao aumento dos niveis de
CEdG no figado dos animais, o que ndo havia sido ainda verificado na
literatura.

Alguns animais diabéticos expostos ao BPA também apresentaram
niveis mais elevados de O°-mdG nesse tecido, mas ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. E reportada diminuigdo da atividade da enzima de
reparo O°-metilguanina DNA metiltransferase em leucécitos de individuos

diabéticos (Akcay, Dincer et al. 2003), o que favorece a permanéncia dessa
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lesdo mutagénica no DNA. Como citado anteriormente, BPA provoca
alteracbes metabdlicas hepaticas que favorecem a metilagdo de biomoléculas
(Chen, Zhou et al. 2014), podendo justificar essa tendéncia de aumento dos
niveis de 0°>-mdG no DNA hepatico dos animais diabéticos expostos ao BPA. E
importante considerar também que a condi¢cdo de diabetes foi induzida pela
injecdo intravenosa de estreptozotocina, que é um agente indutor de O°-mdG
no DNA. Entretanto, foi decorrido o periodo de 4 semanas entre a indugao de
diabetes e a eutanasia dos animais e € descrito que estreptozotocina é
seletivamente absorvida pelas células B pancreaticas, onde induz toxicidade e
leva ao diabetes (Reusser 1971; Baluchnejadmojarad and Roghani 2008)

No caso de 8-oxodG no figado, as diferengas entre os grupos né&o
devem ser consideradas, uma vez que o nivel no grupo controle esta
anormalmente alto.

Os niveis aumentados de CEdG estdo de acordo com o descrito na
literatura de que a exposicdo a BPA leva a estresse oxidativo em diferentes
tecidos, como figado, cérebro, rim, testiculos e esperma de camundongos e
ratos (Bindhumol et al., 2003; Korkmaz et al., 2010; Chitra et al., 2002; Chitra et
al., 2003; Kabuto et al., 2003; Kabuto et al., 2004; De Flora et al., 2011). E
possivel que as lesées em DNA induzidas por BPA sejam predominantemente
devidas a estresse oxidativo, uma vez que nao foi detectado o aduto BPA-Gua
mesmo na alta dose de BPA administrada.

Nas amostras de DNA de rim foi observado aumento dos niveis de 8-
oxodG nos animais diabéticos expostos a BPA em comparagdo com os animais
nao diabéticos expostos a BPA, além de aumento dos niveis de 0°-mdG nos

animais diabéticos, expostos ou ndo expostos a BPA, em comparagdo com os
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respectivos controles (grupo controle e grupo BPA). Nao ha dados na literatura
sobre detecgdo e quantificagdo de 0O°-mdG em tecidos na condicdo de
diabetes. Esses niveis aumentados podem estar implicados em complica¢gdes
do diabetes, como maior risco de cancer.

Na Figura 46 sao apresentados os niveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA
de figado dos animais.

Observa-se que os ratos que receberam a dose diaria de BPA ao longo
de 4 semanas apresentaram aumento dos niveis de 5-mdC e 5-hmdC no DNA.
Os dados nos permitem sugerir que a hipermetilacdo global do DNA observada
na exposicao ao BPA seja devida a maior atividade de DNMTs e n&o a inibigdo
do processo de desmetilagdo (atividade de TET). Alteragbes dos niveis de
metilagcdo e hidroximetilagdo levam a alteragbes da expressdo génica que

podem culminar em transformag&o maligna.
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Figura 47 - Niveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA de figado de ratos dos diferentes grupos experimentais *P
< 0,05 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com
pos teste de Dunn.

As mesmas analises em DNA de rim nos mostraram que BPA nao

provocou alteracdes dessas marcas epigenéticas nesse tecido (Figura 47).
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6. Conclusao

Os dados obtidos a partir da exposicdo das células HL-60 a BPA e
BPANO;, nos indicam que as duas moléculas provocam alteragcdes
metabdlicas distintas nesse tipo celular, independentes da via
estrogénica, que levam a alteragdes epigenéticas (BPA) ou genéticas e
epigenéticas (BPANO;), que podem ter consequéncias fenotipicas,
como progressao maligna, que precisam ser investigadas.

As células MCF-7 foram mais resistentes que as células HL-60 a
citotoxicidade induzida por BPA e BPANO,. Entretanto, observou-se
aumento dos niveis de CEdG e 8-oxodG no DNA das células MCF-7
incubadas com BPA sem a ativagao prévia de receptores Ah. A ativagao
dos receptores Ah com PCB126 levou a menor aumento do nivel das
lesbes apds as incubagdes com BPA. A maior resisténcia das células
MCF-7 aos efeitos citotoxicos do BPA esta provavelmente relacionada a
acao estrogénica desse xenobidtico. A sinalizagdo estrogénica
juntamente com o aumento dos niveis de lesbes no DNA aumenta a
chance de mutagbes e de transformagdo maligna. Nas células com
ativacdo do receptor Ah, BPA levou ainda ao aumento da
hidroximetilagdo global, sem alteracdo da metilagdo global do DNA.

Os animais ndo diabéticos expostos ao BPA apresentaram quantidades
diminuidas de promielécitos, blastos e bastonetes na medula 6ssea
(aplasia medular), sem alteragcdo no hemograma. Houve aumento dos
niveis de CEdG no figado, da metilacdo e hidroximetilagdo global do
DNA hepatico, e n&o foi observada alteragdo das marcas epigenéticas e

adutos de DNA no rim ou na urina.
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Os animais diabéticos expostos ao BPA apresentaram aumento do
numero de eosindfilos e linfécitos na medula 6ssea, podendo-se sugerir
a inducdo de um estado inflamatorio alérgico, e aumento do numero total
de hemacias circulantes e do hematdcrito. Houve aumento dos niveis de
CEdG, da metilagdo e hidroximetilagdo global do DNA hepatico,
aumento dos niveis de 8-oxodG no DNA renal, sem alteracdo das
marcas epigenéticas no rim, e ndo foi observada alteracdo dos adutos
de DNA na urina.

Os dados obtidos apontam para a geragcdo de ROS como uma
importante via de cito- e genotoxicidade induzidas por BPA. Sua
biotransformacao para BPA-3,4-quinona nos modelos utilizados parece
ter menor importancia para os efeitos, uma vez que nao foi detectada a
lesdo BPA-Gua em nenhuma amostra de DNA, meio de cultura das
células ou urina dos animais. Alteracdes metabdlicas induzidas por BPA
e ROS podem favorecer as alteragbes das marcas epigenéticas
observadas no DNA das células HL-60, MCF-7 e figado dos animais.
Todas essas alteragbes podem contribuir para a transformagao maligna

de células expostas ao BPA.
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2011 -2011 Curso decurta duracdo em Epigenética
Universidade de S3o Paulo, USP, Sao F‘wlo Brasi

2011-2011 Curso decurta du LC-MSMS - F eQ
Sociedade EBrasieira de Espectrometria de Massas, BR MASS, Brasil

2009 - 2009 Escola de Atos Estudos em Toxicologia.
Universidade de S3o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasi

2007 - 2007 Curso decurta du agdo do F & na Indistria
Universidade Paulista, lMlP Sm leu Brasi
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2006 - 2006 Curso de curta duraca Teécni de Farmacos.
Universidade Paulista, UNIP, SaoPmlo Brasi

2005 - 2005 Curso de curta duragio em Diagnostico de Parasitoses.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil

2004 - 2004 Curso de curta duracé Diabetes - Di ico, eC &
Universidade quhin UNIP, Sao Paulo, Brasi

Atuacao profissional

1. Departamento de Pesquisa e Controle Antidopagem - Jockey Club de Sao Paulo - DCPA

Vincuo
institucional

2014 - Atual Vinculo: Celetista , Enquadramento funcional: Analista Antidoping, Regime: Dedicaio exclusiva

2. Grupo Educacional HOTEC - HOTEC

Vincuo
institucional
2010 - Atual Vinculo: Celetista , Enquadramento funcional: Professor , Carga horaria: 8, Regime: Parcial

3. Universidade de Sao Paulo - USP

Vincuo
institucional

2009 - 2011 Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Aluno, Regime: Dedicagéo exclusiva

Atividades
06/2009 - 12/2009 Extensdo Unh y de Ciéncias Far i D de Analises Clinicas e
Toxicdlégicas
Especificago:
Programa do Aparfe;oamerto de Ensio (PAE) Montoriana dicipina Analises Toxicatgicas (FBC0520)
sob superviséo do Prof. Ernari
02/2009 - Atual Outra atividade te ntifica, de Ciéncias Departamento de Analises

Clinicas e Toxicologicas

Especificagdo:

o projeto dos efetos da icdo a hi sobre o
leucoctario para o pulméo inflamado

4. Universidade Pauista -UNIP

Vincuo
institucional

2004 - 2008 Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Académico, Regime: Dedicagdo exclusiva

Atividades
08/2005 - 08/2006 Estagio, Campus Assis
Estagio:

Monitoria na disciplina de Anatomia dos Sistemas nos cursos de Nutricdo, Farmacia e Bloquimica,
Enfermagem, Fisidterapia

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , L& Bem

Prémios e titulos

2011 Melhor Apresentacao Oral da Area de Taxicologia Experimental, Congresso Brasileiro de Toxicologia -
Sociedade Brasierra de Toxicologia SBTOX

Producéo
Produgao bibliografica
Artigos pl publi em periodi

1. [ shimada, Ana Lucia Borges, RIBEIRO, A L T., Bolonheis, Smone Marques, Ferraz-de-Paula,
Viviane, Hebeda, Cristina Bichels, Farsky, Sandra Helena Poliseli
In vivo hydroquinone exposure impairs MCP-1 secretion and monocyte recrutment into the inflamed lung.
Toxicology (Amsterdam). IEEE v.296, p.20- 26, 2012.
Referéncias adicionais . Ingks.

2. SANTOS, Caros E Malos dos, RIBEIRO. A L.T.
ogia & Integradas de Testes. Revinter. ,v.5,p.48 - 62,

2012
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Palavras-chave: Weight of evidence., Evidence-based Toxicology, Bisphenol A, Integrated Testing

Strategies
Areas do conhecimento : Andlise Toxicoldgica
adicionais : iqués. Meio de : Meio digtal. Home page:
/05-101-02.

[http:#/www.intertox.com.

3. Ludwig, K M., RIBEIRO, A. L. T., CONTE, A. C., DECLEVA, D.V. L., RIBEIRO, J.T. D
Ocorréncia de enteroparasitoses na populacao de um baiTo da cidade de Candido Mota-SP. Revista do
Insttuto de Ciencias da Saude (UNIP)., v.30,p.271-276 -, 2012

neas opati rias, Higiene,
Classe social
Areas do conhecimento : Helmintologia de Parastos
adicionais ! igués. Meio de : Impresso. Home page:
unip. i f 2 03.aspx]
Objective~ To verty the incidence of irtestinal inthe ion of a nei inthe cty
of Céndnda Md‘a-sP and the possbﬂty o bet i dtions and santation and

conditions. sare i a public heath problem, especialy in areas

where basic santtation condtions, pe!
which may favour transmission. Methods — Tho collections were made inresidences and the faeces were
analysed through Hoffmann et al.14 and Faust et al.15 methods, and the socioeconomic levelwas
investigated through questionnaires, answered by the person responsibie for the househokd. Results — A
totalof 177 samples were analysed and 35% of them were postive for one or more types of parasites, and
the most commonly found were. Ascaris Giardia lambla, histolytica,
vermicularis, Strongyloides stercoralis, Trichuris trichiura, with ore case of biparastism (Entamoeba coli
with Ancylostomidae) and the youngest age range was the most affoctsd Of the studied population 69%
chlmdrn”ohaveor have very lttle Most of the

g consisted of low-ir , large familes lnmg in small houses, showing

personal i . and It

Therefore. t is essentialto create awareness rsgardrg lhe main brms of transmission and prophylaxis of
enteroparastoses, aiming to reduce the present rates, emphasizing school work whicher stimulates
environmental and presonal hygiene habts.

4. [EEERIBEIRO, A L T, SHIMADA, A. L. B, HEBEDA, C. B, Oliveira, Tiago Franco de, Loureiro, Ana
Paula de Melo, Fiho, Watter dos Reis Pereira, Santos, Alcinéa Meigikos dos Anjos, TAVARES DELMA w.,

FARSKY, S.H. P.
In vivo hydroguinone exposure alters circulating neutrophil activities and impairs LPS-induced lung
inflammation in mice. T oxicology (Amsterdam). ,v.288,p.1-7, 2011
Palsvres-chave: Lung Latkocyts, Hydruguians, LPS
reas do

Referéncias adicionais Inglés Meio de divulgagdo: Meio digtal. Home page:
[doi:10.1016/tox.2011.05.009]

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. RIBEIRO, A.L.T. SANTOS, F. A, OLIVEIRA, A. A. F., de OLIVEIRA, T. F., LOUREIRO, AP.M.
BPA EXPOSURE DISRUPTS BONEMARROW CELL COUNT IN VIVO AND INDUCES OXIDATIVE
STRESS AND EPIGENETIC ALTERATIONS IN VITRO In: XVIl Congresso Brasieiro de Toxicologia, 2013,
Porto Alegre.
Anais do XVIll CBTOX. , 2013,
Palavras-chave: Bisphenol A DNA Adducts, H-60
ugués. Melo de Meio digital. Home page:

adicionais :
[httpHwww.c btox2013.com. br]

2. RIBEIRO, A.L.T. de OLIVEIRA, T. F., LOUREIRO, APM.
CYTOTOXIC AND EPEGENETIC ALTERATIONS INDUCED BY BISPHENOL A In: VIl International
Congress, Society for Free Radical Bidogy and Medicine, South American Group, 2013, 2013, Buenos
Aires.
Program and ‘bﬂmasSFRM$AG, zo13 2313 v.ai.p. 26 26
adicionals ! Impres so

3. RIBEIRO, A.L.T., de OLIVEIRA, T. F., LOUREIRO, A.PM.
EPIGENETIC ALTERATIONS AND TOXICITY INDUCED BY BISPHENOL A ON HL-60AND MCF-7 CELLS
LINES In: Antioxidants and Redox Process in Heakh, 2013, Sio Paulo.

Program and Abstracts ARPH 2013. , 2013. v.1. p67- 67
Pahwu-chﬂve Bisphenol A DNAAddAd MCF-; 7Ceﬂs
adicioais : ugubs. Meio oo

Impresso

4. SANTOS, F.A DURAO,A.C.S, SILVA A M.O., RIBEIRO,A.L. T, OLIVEIRA A A. F., de OLIVEIRA,
T.F., LOUREIRO,APM.
EVALUATION OF MALONALDEHYDE IN PLASMA AND DNA LESIONS OF DIABETICS RATS In: XLVIlI
Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, Simpésio Anual de Pesquisa em Ciéncias
Farmacéuticas, 2013, Séo Paulo.
Brazilian Jounal of Pharmaceutical Sciences. , 2013.v.49. p43-43
adicionais : ugués. Meio de Impresso

5. SANTOS, F. A, LOIOLA, J.F., OLIVEIRA, A.A. F., DURAO, A C. S, MARCOURAKIS, T_, SILVA, A. M.
0., deOLIVE(RA.T F.i RIBERO ALT., LOUREIRO APM.
EVALUATION OF OXIDATIVE AND GLYCATION DAMAGE IN A MODEL OF DIABETIC RATS In:
Antioxidants and Redox Process in Heatth, 2013, Sio Paulo.
Program and Abstracts ARPH 2013, 2013. v.1. p.69 - 69

adicionais ! ugués. Meio de Impresso

6. SANTOS, F.A,DURAO, A. C. S, MARCOURAKIS, T., SILVA, A M.O., OLIVEIRA, A. A. F., de
OLIVEIRA, T. F., RIBEIRO, A. L. T., LOUREIRO, A P.M.
OXIDATIVE AND ADVANCED GLYCATION DAMAGE IN A MODEL OF DIABETIC RATS In: XVII
Congresso Brasierro de Toxicdogia, 2013, Parto Alegre.
Andis do XVl CBTOX. , 2013,

nais ugués. Meio de Meio digital. Home page:
[http /fwww. cttax2013 com.br]

7. SANTOS, F. A, OLIVEIRA,A.A.F., RIBEIRO, A.L.T., DURAO, A C. S, SILVA,A.M. O,
MARCOURAKIS T., de OLIVEIRA, T F., LOUREIRO, APM
OXIDATIVE STRESS INFLAMMATION AND ADVANCED GLYCATION AS DAMAGE PATHWAYS IN A
MODEL OF EXPERIMENTAL DIABETES In: VIl International Congress, Society for Free Radical Biology
and Medicine, South American Group, 2013, 2013, Buenos Aires.
Progrnm and ﬁbstraetsSFRM-sAG, 2013, 2013 vi1.p91-91
adicionais : ugués. Meio so: Impres so

8. RIBEIRO, A.L.T., LOUREIRO, AP.M
TOXICITY OF BISPHENOL A (BPA) AND 3-NITROBISPHENOL A (NITRO-BPA) TO HL-60 AND MCF-7
CELLS In: XLVIIl Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, Simposio Anual de Pesquisa em
Ciéncias Farmacéuticas, 2013, Sao Paulo.

Brazilian Joumnal of Pharmaceutical Scloncos 2013,
adicionais Meio M

9. RIBEIRO, A.L.T., Loureiro, Ana Paula de Melo
EVIDENCES OF TOXICITY INDUCED BY BISPHENOL A EXPORSURE AT LOW CONCENTRATION ON
HL-60 CELLS In: XIl ECOTOX, 2012, Portode Galinhas.
Journal of the Brazilian sodoty of Ecotoxicology. , 2012.
Palavras-chave: Bisphenol A DNA s, HI-60
Areas do conhecimento ; Analise Yaxmkﬁg
Referéncias adicionais : Brasilings. Meio de divulgagdo: Impresso

Y
e

SHIMADA, A.L.B. RIBEIRO,A.L.T., HEBEDA C. B., BOLONHEIS, S. M., Lino dos Santos Franco, A.,
TAVARES DE LMA, W., FARSKY, S. H.P
Effects of hydroquinone inhalation on functions of tracheal tissue In: XV Semana Farmacéutica de Ciéncia e
Tecnologia, 2010, Sio Paulo.

Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. So Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP, 2010.v.46.p 43- 43

la have: Alveolar,
Aleas do conhecimento : Imundlogia, ToxtcdogAFarmacnbga
adicionais : igtal. Home page: bjps.br]
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SHIMADA, A. L. B., RIBEIRO, A.L. T, HEBEDA, C. B., TAVARES DE LIMA, W., FARSKY, S. H. P.
Effects of hydroquinone inhalation on secretion of trachea cells In: XII International Congress of Toxicology,
2010, Barcelona.

Toxicology Letters. , 2010. p.34 -
Palavras-chave: Lung Leukocyte, Hydroquinone, LPS, Trachea

reas do 2
adicionais és. Meio de divulgagao: Impresso
12. RIBEIRO, A L T, SHIMADA, A.L.B. HEBEDA, C. B., BOLONHEIS, S. M., TAVARES DE LIMA, W.,
FARSKY, S.H. P.
In vivo hydroquinone exposure affects leukocyte recrutment and adhesion molecules expression on LPS
inflamed lung In: XV Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2010, Séo Paulo.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. So Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP, 2010. v.46.p.59- 59
Palavras-chave: Lung Leukocyte, Hydroquinone, LPS
Areas do conhecimerto : Imurologia, Toxx:dogAFarmacnbga
adicionais ! ligtal. Home page: bjps.br]
13. RIBEIRO, A L T, SHIMADA, A. L. B. HEBEDA, C. B., TAVARES DE LIMA, W., FARSKY, S. H. P.
INHALED HYDROQUINONE AFFECTS LEUKICYTE RECRUITMENT INTO LUNG AND ADHESION
MOLECULES ON In: XII ongress of , 2010, Barcelona.
Toxicology Letters. , 2010. p.33 - 34
Palavras-chave: Lung, Leukocyte, Hydroquinone, LPS
Areas do conhecimento : Imurologia, romobqa,Farmacobpa
adicionais : do: Impresso
14. RIBEIRO A L T,SHIMADA A.L.B., SILVA P.C. B, HEBEDA, C. B, TAVARES DE LIMA, W,, FARSKY,
Eﬂeds of Inhalation of Hydroguinane on Lung Leukocyte Recrutment Induced by LPS In: XIV Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2009, Sdo Paulo.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. Sdo Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéicas da
USP, 2009.v.45.p.25- 25
Palavras-chave. ngLad(ocyta, Hydroquinone, LPS
Areas do
adicionais ! ugués. Meio de Meio digital
15. RIBEIRO,A LT, SHMADA.A L.B., HEBEDA. C.B, TA\IARES DE LIMA, W., FARSKY, S. H. P.
Effects of Inhalation of Hy and Fungicidal Activities on Alveolar Macrophages In
XVI Congresso Brasilero de Tuxsoolcga 2009 Belo Horizonte.
Rmnaam-l-m de Toxicologia Sio Pauo: Sociedade Brasieira de Toxicologia, 2009, v.22. p.220 -
:ihvras-cmve Abeolar, Phag)cll.’ Mncnx:rsges hydlmllmns
re.
adicionais : Meio de divuigag do: Impresso
16. S‘lMADA A.L.B., RIBEIRO,A.L. T, SILVA, P. C. B HEBEDA, C. B, TAVARES DE LIMA, W,, FARSKY,
Inhalabon of Hydroguinane Impairs LPS-Induced Leukocyte Migration to the Lung In: 41° Congresso
Brasieiro de Terq)alhca 2009, Ribeirio Preto.
Brasileiro de e Riberdo Preto: , 2009.
Palewaschive: Lung Leukocyte, Hydoquhone. LPS
reas 1
Referéncias adicionais : Brasi/inglés. Meio de divulgago: Meio digtal
17. E¥RIBERO,A.L.T.
Estudo da Incidencia de Enter il na Cidade de C - Estado de Sdo Paulo In: X
Encontro de Iniciacdo Cientifica- UNIP, 2008, So Paulo.
Vil Encontro Cientifico / X Encontro ica INIP/PIBIC - CNPq. S3o Pauo: Equipe
Educacao Digtal - UNIP, 2008
Palavras-chave. enteroparastoses; incidéncia; Candido Mota
Areas do conhecimento : Parastobogia, Farmécia
Setores de atividade . Salide e Servigos Sociais
adicionals ! ugués. Melo de Meio digital
18. CONTE, A.C, RIBEIRO,A. L. T., ARAUJO, J., MONTEQUESE, A
PARASITOSES INTESTINAIS EM ESCOLARES: Ocorréncia e Campanhas Educativas In. EBBA VII
Encontro de Biociencias e bxﬁecnologna 2005, Assis.
CD de dvulguqm do EBBA. |
Areas Fannécn it
5 adicionais : ugués. Meio de so: Varios
30 de trabalho e pal
1. RIBEIRO, A.L.T. ATALLAH, P.M.
Antidoping e amns.s clinnicas, 2015. (Canfaencn ou palestra, Apresemagao de Trabatho)
adicional . Meio Outro. Home page:
http/www. savsurnsncm/ Cldﬁda Saocaba Evamo Il Semana Académica de Medicina Veterinaria de
Sorocaba; Inst. de Sorocaba
2. RIBEIRO,A.L.T., ATALLAH P.M.
Controle s Esportes 2015. (Conferéncia ou palestra Apresentag o de
Trabalho)
Palavras-chave: Antidopagem, Esporte Equestre
Areas do canhacmerta Zoologia
adicio Meio digital. Home page
http//sacavet.com. br/hane/ Local: Facddade ds Medicina Veterinaria e Zoutecnn Cidade: Séo Paulo;
Evento: XXV Semana de Sdo Paulo
3. RIBEIRO, A.L.T., SANTOS, F. A, OLIVEIRA, A.A. F., de OLIVEIRA, T. F., LOUREIRO, AP M.
BPA EXPOSURE DISRUPTS BONE MARROWCELL COUNT IN VIVO AND INDUCES OXIDATIVE
STRESS AND EPIGENETIC ALTERATIONS IN VITRO 2013. (Congresso,Apresentagéo de Trabalho)
Palavras-chave: Bisphenol A H-60, DNA
Areas do conhecimento : Anélise Taxbolaglca
adicionais : o de Impresso; Cidade: Porto Alegre; Evento:
Congresso Brasieiro de wv.‘a- CBYO)( Inst. Brasieira de
Toxicologia
4. RIBEIRO, A L T, SHIMADA, A.L.B. HEBEDA, C. B, Oliveira, Tiago Franco de, Loureiro, Ana Paula de

Melo, Santos, Alcinéa Meigkos dos Anjos, Filho, Wakter dos Reis Pereira, Lima, Wothan Tavares de,
FARSKY, S.H. P.

EFEITOS DA EXPOSICAO IN VIVO A BAIXAS RAGOES SOBREO
ESTRESSE OXIDATIVO E SOBRE 0 RERUTAMBITO LEUCOC!TARIO PARA O PULMAO
INFLAMADO, 2011. ( aho)

Za:vrasfhavs LungLaukocyts Hymoqulnane LPS

adicionais : ugués. . Home page: mzp//www cbtox.com. br/2011/mensagem.asp
A hidrog (HQ) é um fendlico em cigarros. Objetivo.
Investigamos o efetto da exposicdo in vivo a HQ sobre o sstmsse oxidativo e sobre o recrutamento de
neutrofios para o pulméo inflamado. Camundongos Swiss machos foram expostos via sistémica
12.5ppm, 250pm ou S0ppm de HQ durarte 5 dias, 1hdia. Animais cortrokes foram expostos ao veiculo
(soligdo salina com 5% de etanol). Uma hora apos as ttimas exposicdes, um grupo de animais foi doador
de sangue (aorta abdominal) para obtengéo de neutrofios e plasma e outro grupo foi exposto ao LPS (0,1
mg/mL; 10 mn via sistémica) para avaliagdo da resposta inflamatoria pulmonar (3 horas apos;
rn lavado (LBA camara de Neubauer e esfregagos corados) e

atividade de (M Em neutrdfilos foram
quantificados a geragao de espscaas reativas de a.ugsm (EROs) pela incorporagéo de 2-7'
diclorodiidrofiucre sceina-diacetato (DCFH2-DA):; cick celular e da fragmertagéo do DNA pelo emprego de
lodsto de propidio & a expresséo de mokculas de adeséo (ctometria de fluxo); o plasma foi quantificado o

MDA;HPLC). A de HQ na caixa de exposigdo foi quantificada por HPLC. A

@ HQ aumentou a producdo de EROs (78,73%) em neutrdfios, mas ndo modificou o ciclo

celular nem a fragmentagédo do DNA aumentou as concentragGes plasmaticas de MDA (61.14%), e inibiu @
migragéo leuccctaria para o LBA induzida pelo LPS (12, Sppm- 43.6%; 25ppm- 51 1 95 50ppm= s1 795; e
aumentou a MPO (164,88%), sem atterar o numero de
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expressdo das mokculas de adesdo 2 (296,12%) e B3 integrinas (111,59%) e PECAM-1 (252, 2%). A

concentragdo de HQ nacaixa de exposicdo 1 hora apds a nebulzagéo de 25 ppm de HQ foi de 0,044 ppm.

A exposicao a baixas concentragdes de HQ in vivo provoca alleragées intracelulares em neutrofios
clmldirt Local Centro de Convengées de Ribeirdo Preto; Cidade: Ribeirdo Preto; Evento: Congresso
Inst. 3 Brasikira de icologia - SBTOX

RIBEIRO, A L. T., SHIMADA, A. L. B. HEBEDA, C. B., Oliveira, Tiago Franco de, Loureiro, Ana Paula de
Melo, Fiho, Walter dos Reis Pereira, Santos, Alcinéa Meigikos dos Anjos, Lima, Wothan Tavares de,
FARSKY, S.H. P.

EFEITOS DA EXPOSICAO IN VIVO A BAIXAS CONCENTRAGOES DE HIDROQUINONA SOBRE O
ESTRESSE OXIDATIVO E SOBRE O RECRUTAMENTO LEUCOCITARIO PARA O PULMAO
INFLAMADO, 2011, (Congresso Apresentago de Trabaho)

Palavras-chave: Lung Leukocyte, Hydroquinane, LPS

Areas do conhecimerto : Toxicologia, Imunobogia

adicionais : ugués. Meio de Meio digital. Homa page:
.cbtox.com.bri2011. asp; Local: Centrode Cc de Ribeiro Preto; Cidade:
Rlbe!k Preto; Evento: Congresso Brasiliro de - CBTOX: Inst.

Socikedade Brasieira de Toxicologia - SBTOX

RIBEIRO, A.L.T.
Caminhos da P&

40 no pais, 2010. (Conferé palestra Apr Trabaho)
Areas do conhecimerto : Educagdo
Setores de atividade : Educagdo

adicionais . ugués. Meio de
Palestra dirigida aos alunos do curso supsmlde bacharelado em Nutméo Local: HOTEC; Cidade: Sdo
paul; Inst.pr de iotelaria, e Turismo de Séo
Paulo - HOTEC

SHIMADA, A. L. B., RIBEIRO, A L.T. HEBEDA, C. B., BOLONHEIS, S. M., Lino dos Santos Franco, A.,
TAVARES DE LIMA, W. FARSKY, S. H. P.
EFFECTS OF HYDROQUINONEINHALATION ON FUNCTIONS OF TRACHEAL TISSUE, 2010.
(CongressoApresentacio de Trabaho)
Paavras-ctave: Traches, Lung Loukocyte, Hydroquione, LPS

reas do

adicionais : Meio de mpresso. Home page.
http /Awww.supfabusp.com.br/; Local: FCF-USP; Cidade: S-io Pauilo; Evemo XLV SEMANA
UNIVERSITARIA PAULISTA DE FARMACIA E BIOQUIMICA: Inst.promctora/financiadora: FACULDADE
DE CIENCIAS FARMACEUTICAS - USP

%Y SHIMADA, A. L B, RIBEIRO,A LT, HEBEDA, C.B., BOLONHEIS, S. M., Lino dos Santos Franco,
A., TAVARES DE LIMA, W, FARSKY, S. H.

Effects of on ions of Tracheal Tissue, 2010.

(Congresso Apresentacio de Trabaho)

Palavras-chave: Trachea, Lung,Leukocyte, Hydroquinone, LPS

Areas do conhecimento . Imundlogia, Toxkzoogia

adicionais : igagéo: Impresso; Cidade: Ribeiréo Preto; Evento: 42°
Congresso Brasieiro de F e xpe : Instpx SBFTE
SHMADA A, L.B. RIBEIRO, A.L.T, HEBEDA, C. B, TAVARES DE LIMA, W, FARSKY, S, H.P.
EFFECTS OF HY OF TRACHEA CELLS, 2010.

(Congresso Apresentacio de Trabaho)
Palavras-chave: Lung Leukocyte, Hydroquinone, LPS, Trachea
Areas do conhecimento : Imunologia, Toxicologia. Farmacologia
adicionais : ugués. . Home page: http pacifico-
meetings html: Cidade: Barcelona; Evento: XII ional Congress of
Toxicology; Inst.promotora/financiadora. INTERNATIONAL UNION OF TOXICOLOGY

RIBE'RO AL T . SHIMADA, A. L. B, HEBEDA, C. B., BOLONHEIS, S.M., TAVARES DE LIMA, W.,
ARSKY, S.H.

IN VIVOo HYDROQUINONE EXPOSURE AFFECTS LEUKOCYTE RECRUITMENT AND ADHESION
MOLECULES EXPRESSION ON LPS INFLAMED LUNG, 2010. (Congresso Apresentacéo de Trabaho)
Palavras-chave: Lung Leukocyte, Hydroquinone, LPS

reas do

adicionais Me lrmressa Home page:
http /Awww supfabusp.com.br/; Local: FCF-| USP Cdade Sdo Paulo; Evento: XLV SEM

UNIVERSITARIA PAULISTA DE FARMACIA E BIOQUIMICA lnslpmmdoraﬁilancladara FACULDADE
DE CIENCIAS FARMACEUTICAS - USP

L}RIBEIRO A.L.T, SHIMADA, A. L. B., HEBEDA, C. B, TAVARES DE LIMA, W., FARSKY, S.H. P.
INHALED HYDROQUINONE AFFECTS LEUKOCYTE RECRUITMENT INTO LUNG AND ADHESION

MOLECULES ON, 2010. (Cx de Trabaho)
Palavras-chave: Lung Leukocyte, Hydroquinone, LPS
reas do $
adicionais Meio de igagdo. Impresso. Home page.: www.itox2010.org.
Cidade: Everto: XiI ongress of Toxk - Inst,

International Union of Toxicology (IUTOX)
RIBEIRO, A L T., SHIMADA, A. L. B. LIMA, P.C. B, HEBEDA, C.B., TAVARES DE LIMA, W., FARSKY,
P,

S.H
EFFECTS OF INHALATION OF HYDROQUINONE ON LUNG LEUKOCYTE RECRUITMENT INDUCED
BY LPS, 2009, (Simpésio Apresentacio de Trabakho)
Palavras-chave: Lung, Leuka:yte Hydroguinone, LPS

reas do F

ias adicionais . Meio d ocal: de Ciéncias

Farmacéuticas; Cidade: Sdo Paulo; Evento. SmposloAmalds Pesqumas em Ciencias;
Inst.promotorafinanciadora: Universidade de Séo Par

QRIBEIRO A L. T, SHIMADA, A. L. B. HEBEDA, C. B., TAVARES DE LIMA, W., FARSKY, S.H. P.
EFFECTS OF INHALATION OF HYDROQUINONE ON PHAGOCYTIC AND FUNGICIDAL ACTIVITIES
ON ALVEOLAR MACROPHAGES, 2009. (Congresso Apresentaco de Trabaho)
i‘ahwas-cmve Aleolar, Phagoctic, Macrm?ﬁges Hidroguinone

reas do
Referéncias adicionais : BrasMngies Meio de divutjagso: Irmlesstx Local: Minas Centro; Cidade: Belos
Horizonte; Evento: xvi
Brasikira de Toxicologia

SHIMADA, A. L. B. RIBEIRO, A L. T LIMA, P.C. B TAVARES DE LIMA, W., FARSKY, S.H. P.
INHALATION OF HYDROQUINONE IMPAIRS LPS-INDUCED LEUKOCITEMIGRATION TO THE
LUNG, 2009, (Congresso Apresentagdo de Trabaho)
Paksvras-chave: Lung Loukacyte, Hycroquione, LPS

reas do

igtal Local: Centro de Eventos de
Ribeirdo mm Cldade Rbsrﬁc Preto; Everlo 41 Congresso Brasileiro de Farmacologia & Terapsttica
SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOLOGIA E

TERAPEU TICA EXPERIMENTAL

RIBEIRO, A L T, CONTE, A.C., Ludwig, K.

Estudo da Incidencia de Eriuqauaslluses na Cidade de Candido Mota - Estado de Sdo Paulo,
2008. (Outra,Apresentacéo de Trabakho)
Pala he inci Caéndido Mota

Areas do conhecimento . Parastologia
Setores de atividade : Satide e Servicos Sociais

adicionais : . Meio de Impres so; Local: Campus Indiandpolos;
Cidade: Sdo Paulo; Everto: X Encortmds Iniciagdo Cientifica UNIP; Inst.promotora/inanciadora:
Universidade Paulista

@RIBEIROALT DECLEVA,D.V.L., CONTE, A. C., Ludwig, K. M.
Estudo da Incidencia de En.-paasuloses na Cidade de Candido Mota - Estado de Sao Paulo,
2008. (Conferéncia ou palestra Apresentaco de Trabakho)
Palavras-chave: erteroparastoses; incidéncia; Candido Mota
Areas do conhecimerto : Parastologia
Setores de atividade : Saude e Somvrx; Sociais
adicionais : . Meio de Meio digital; Local: Universidade Paulista;
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Cidade: Assis; Evento: | Semana Cientifica da Area da Saude; Inst. promotoraffinanciadora: Universidade
Paulista

Produgao técnica

Redes sociais, websites, blogs

1.

RIBEIRO, A. L. T., OLIVEIRA, T. F
Escolade Invemo em Toxicologia, 2012

Palavras-chave: Toxic
Areas do conhecimerto : Andlise Tnnx:ng:a.Favmaca

adicionais : ug . Home page: www.escolatox icologia.com
., mesas r e arios na midia
1. RIBEIRO,A.L.T.
Mestre em analise toxicol 6gica participa de pesquisa sobre a ligagao do componente do Bisfenol
€ o cancer, 2013
Areas do : Analise T Genética
adicionais : ugués. . Home page: http. z is.com.br;

Demais produgdes técnicas

1.

RIBEIRO,AL T, SHIMADA ALB, BAIRROS AV DREWES, CC OLIVEIRA,CDR |

ANDREGUETTI, D X et all Escola Cursode curta
durag3o ministrado)
adicionais : ugués. 30 horas. Melo d Meio digtal

Educagdo e Popularizagao de C&T

Apresentagao de trabalho e palestra

1.

2

RIBERO, A L. T.,ATALLAH, P. M.

Controle nos Esportes 2015. (Conferéncia ou palestra, de
Trabalho)

Palavras-chave: Artidopagem, Esporte Equestre

Areas do conhecimento : Zoologia

adicionais : o de io digtal. Home page:
Hitp://sacavet.com.briome/: Local: Faculdade de Msoﬁ:lna Vetemana e Zootocm Cidade. Sdo Paulo:
Evento: XXV Semana Inst. de Séo Paulo

RIBEIRO, A. L. T., SANTOS, F. A, OLIVEIRA A A F. de OLIVEIRA, T.F., LOUREIRO, APM.
BPA EXPOSURE DISRUPTS BONEMARROW CELL COUNT IN VIVO AND INDUCES OXIDATIVE
STRESS AND EPIGENETIC ALTERATIONS IN VITRO, 2013. (Congresso Apresentacdo de Trabalho)
Palavras-chave: Bisphenol A, HH60, DNA Adducts
Areas do conhecimento : Andise Toxkalbgea

adicionais : . Meio : Impres so; Cidade: Porto Alegre; Everto:
Congresso Brasikiro de Toxicologia - CBTOX; lnstprcvnotore/lnancadam Sociedade Brasieira de
Toxicologia

Redes sociais, websites e blogs

1.

RIBEIRO, A L. T., OLIVEIRA, T.F
Escola deInverno em Toxicologia, 2012. (Ste, Midias sociais, webstes, blogs)
Palavras-chave: Toxicologia
Areas do conhecimento : Andlise Toxicoldgica,Farmacia

adicionais : igués. . Home page: www.escolatoxicologia.com

Orientagoes e Supervisdes

Orientagdes e supervisoes

Orientagoes e supervisdes concluidas

Trabalhos de conclusao de curso de graduagao

1.

Eventos

Gisele Carmelta Siva. Consumo Ali de Prati de 2013, Curso (Nutrigo) -
Grupo Educacional HOTEC
Areas do conhecimento : Boqmmca dla Nutrbo,Nutrio

adcionais :

Eventos

Participagao em eventos

Conferencista no(a) Il Semana Académica de Medicina aria di 2015. (Congresso)

Antidoping e analises clinnicas.

Conferencista no(a) XXV Semana inaria, 2015. (C
Controle Antidopagem nos Esportes Equesnes

Avaliador no(a) Feira Brasileira de Ciéncias e Engenharia - FEBRACE, 2013. (Outra)
Avaliador

Apresentag o de Poster / Panel no(a) Congresso Brasileiro de Toxicologia - CBTOX, 2013,
(Congresso)

BPA EXPOSURE DISRUPTS BONE MARROW CELL COUNT IN VIVO AND INDUCES OXIDAT IVE
STRESS AND EPIGENETIC ALTERATIONS IN VITRO. In: XVIll Congresso Brasileiro de Toxicologia.

Avaliador no(a) Simpésio ional de Iniciagao Cientificada USP, 2012.
Avaliador.
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6. Avakador no(a) Feira Brasileira de Ciéncia e Engenharia - FEBRACE, 2012, (Congresso)
Avaliador.

7. Apresentagio de Poster / Painel no(a) Xl ECOTOX, 2012 (Congresso)
EVIDENCES OF TOXICITY INDUCED BY BISPHENOL A EXPORSURE AT LOW CONCENTRATION ON
HL-60 CELLS.

8. Oral n¢ i d jia, 2011. (C
EFEITOS DA EXPOSK;KO IN VIVO A BRAIXAS CONCB\ITRACéES DEHIDROQUINONA SOBRE O
ESTRESSE OXIDATIVO E SOBRE O RECRUTAMENTO LEUCOCITARIO PARA O PULMAO
INFLAMADO.

9. XLVISemana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, 2011. (Congresso)

10. Apresentacso de Poster / Panel no(a) XLV SUPFAB - Semana universitaria Paulista de farmacia e
Bioquimica, 2010. (Congresso
IN VIVO HYDROQUINONE EXPOSURE AFFECTS LEUKOCYTE RECRUITMENT AND ADHESION
MOLECULES EXPRESSION ON LPS INFLAMED LUNG.
11. Apresentaso de Poster / Painel no(a) IUTOX - XII ional C of Toxi , 2010,
(Congresso)
INHALED HYDROQUINONE EFFECTS ON LEUKOCYTE RECRUITMENT INTO THE LUNG AND
ADHESION MOLECULES FROM CIRCULATING BLOOD.

12. Apresentacéo de Poster / Painel no(a) Simposio Anual de Pesquisas em Ciéncias, 2009. (Smpésio)
EFFECTSOF INHALATION OF HVDROQUINONEON LUNG LEUKOCYTE RECRUITMENT INDUCED
BYLPS.

13. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XVI 2009. (C
EFFECTSOF INHALATION OF HVDROQUINONEON PHAGOCYTIC AND FUNGICIDAL ACTIVITIES
ON ALVEOLAR MACROPHAGES.

14. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 41 Brasileiro de iae

Experimental, 2009. (Congresso)
INHLATION OF HYDROQUINONE IMPAIRS LPS-INDUCED LEUKOCYTE MIGRATION TO THE LUNG.

15. ESCOLA DEALTOS ESTUDOS EM TOXICOLOGIA, 2009. (Outra)
16. Apresentagio Oralno{3) | Semana Cientifica da Area da Satde, 2008. (Simpésio)
Estudo da Incidencia de Entereparastoses na Cidade de Candido Mota - Estado de S&o Paulo.

17. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Semana dasmd', 2007 (Outra)
Intestinais em

18. XV Paulista de 8 evil ari i de éuti 2007.
{Congresso)

19. Apresmtnqio de Poster / Fmd no(a) PARASITOSES INTESTINAIS EM ESCOLARES: Ocorréncia e
2005. (C

EBBA VIl Encontro de Biociéncia e Biotecnologia.

20. Apresentaco Oralno(a) | JORNADA INTEGRADA DA SAUDE, 2005. (Encontro)
PARASITOSES INTESTINAIS EM ESCOLARES: Ocorréncia e Campanhas Educativas

Organizagao de evento

1. LOUREIRO, APM, DREWES, C. C., Eler, S.C.W.S, Barioni, ED, OLIVEIRA, A.A. F., DURAO, A C.S.,
RIBEIRO, A. L. T., de Oliveira, Tiago Franco, TORRES, L.H. L.
1il Escola deInverno em Toxicologia- lil EiTox, 2014. (Ouiro, Organizagéo de evento)
las adicionais : tugués. Melo de divulgagaos:

2. RIBERO,ALT.
Wl Escola de invemo e Toxicologia- I ETox, 2013, (Outro, Organizag o de everdo)
adicionais : iU Impresso

3. PINTO, E, SHIMADA, A L B, RIBERO, A. L. T., Torres, L. H. L ALMEIDA, R. M., OLIVEIRA, C. D.R.,
FIGUEIREDO, N. G.
1 Escola de Invemo em Toxicologia - EITox, 2012. (Outro, Organizag&o de evento)
Referéncias adicionais : BrasiPortugués. Meio de divuigagao: Meio digtal

Totais de produgdo

Produgao bibliografica

Artigos completos publicados em periodico 4

Trabalhos publicados em anais de eventos 18
de trabalhos (C: palestra) 5
de trabalhos (Congresso) 9

Apresentagées de trabalhos (Simpésio) 1

Apresentacdes de trabahos (Outra) 4

Produgéo técnica

Curso de curta durag@o ministrado (extens&o) L |

Programa de Radio ou TV (entrevista) 1

Site 1

Orientagoes

Orientagéo concluida (trabalho de conclusio de curso de graduacéo) 1

Eventos

Participagdes em eventos (congresso) 13

Participag6es em eventos (simposio) 3

Participacdes em eventos (encontro) 1

Particpagbes em eventos (outra) 3

162



Organizacéo de evento (outro)

Outras informacoes relevantes

1 1) Vice-Representante discente dos alunos de pos-graduacao do Programa de Analises Clinicas e
T i as dal de Sao Paulo. Periodo: Janeiro

na
2010 - Janeiro 2011,

Pagina gerada pelo sistema Curriculo Lattes em 29/09/2015 as 20:15:08.
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8.3 Intruscdes para os membros da banca

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduagéao

Informagodes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/ Doutorado

1. O candidato fara uma apresentagédo oral do seu trabalho, com duragédo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argligdo oral. Cada examinador
dispord, no maximo, de trinta minutos para argiir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a argiiicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sess@o de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argligdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunird reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovagdo ou
reprovagao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguigao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Serd considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagado por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pés-

Graduagao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Séao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/ FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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8.4. Certificado da Comissdao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FCFUSP

O titulo desta Tese foi alterado ao final do desenvolvimento do projeto
por motivo de clareza. Entretanto, o uso dos animais ocorreu exatamente como
descrito no processo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP (certificado apresentado

abaixo).
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF/71/2012

. CERTIFICADO

A Comissdo de Efiéa no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo Certifica que o Projeto
“CARACTERIZA(}T\O DE . UMA NOVA VIA DE
BIOfRANSFQRMA(}AO DO BISFENOL A E QUAN'I_'IFICA(;AO DE
LESOES EM 'DNA DE CELULAS HL-60 E MCF-7 E RATOS
DIABETICOS” (Protocolo CEUNEC#/369), de résponsabilid'ade do
pesquisador André Lufi Teroso Ribeiro, sob a orientag:éd da érofa.
Dra. Ana Paula de Melo Loureiro, esta de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Arﬁmal - CONCEA .

e foi APROVADO em reunido de 06 de agosto de 2012.

|

Séo Paulo, 06 de agosto de 2012.

rof. DrMarco Antonid”Stephano

Coordénador da Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622/ Fax: (11) 30913677 -e-mail: ceuafcf@usp.br
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