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RESUMO

A grande evolucdo tecnoldgica tem sido responsavel pela introducdo de
diferentes contaminantes no ambiente, dentre os quais estdo os éteres difenilicos
polibromados (PBDEs). Os PBDEs representam uma importante classe de retardantes
de chama adicionada aos diversos bens de consumo da vida moderna com a finalidade
de retardar o processo de ignicdo e impedir a propagacdo de chamas. Atualmente, a
crescente presencga desses compostos em compartimentos ambientais e em amostras de
fluidos biologicos tem levantado preocupacdes relacionadas com os possiveis efeitos
toxicos a saude, no entanto tais efeitos sdo incertos devido a baixa disponibilidade de
dados relacionados com a acdo direta sobre o organismo humano. Desta forma, esse
trabalho objetivou investigar os efeitos dos principais representantes de PBDEs:
congénere PBDE-209, PBDE-99 e PBDE-47 sobre células de hepatoblastoma humano
(HepG2) na faixa de concentracdo de 0.1-25umol/L, em periodos de 24 e 48 horas,
como uma alternativa de esclarecer os efeitos toxicos dos PBDEs sobre a satde humana,
bem como correlacionar os efeitos entre os diferentes congéneres. As células HepG2
foram escolhidas devido as semelhancas com o metabolismo das células hepéticas
normais. Também foi investigado o potencial dos trés congéneres em induzir a morte
celular apds exposicdo aos PBDEs, sendo demonstrado potencial citotoxico
diferenciado de acordo com o congénere investigado. Pela avaliacdo de ensaios de
proliferacdo celular (SRB) e viabilidade celular (MTT) foi obtido que o congénere
PBDE-209 induz morte celular em altas concentragdes (10umol/L, 25umol/L) sendo
esses efeitos iniciados primeiramente, por mecanismos citostaticos em concentracdes
menores. Enquanto isso, 0s PBDE-99 e PBDE-47 demonstraram elevado potencial
citotoxico de forma concentracdo dependente, apresentando diferencas nas intensidades
das concentragdes avaliadas, relacionando-as com a facilidade de absor¢do e com o0s
possiveis metabdlitos formados. A investigacdo dos mecanismos citotoxicos foi
realizada pelos ensaios de avaliagcdo do potencial de membrana mitocondrial, exposigédo
da fosfatidilserina na membrana externa celular e fragmentacdo nuclear. Esses ensaios
evidenciaram que 0s congéneres investigados agem por inducdo de mecanismos
apoptoticos, sendo os maiores resultados relacionados com 0s menores congéneres
investigados. A avaliacdo dos mecanismos por vias necroticas foi realizada pela
avaliacdo da atividade da LDH devido ao rompimento da membrana celular
caracteristico de mecanismos necroticos, ndo sendo obtidos resultados significativos. A
avaliacdo do acumulo de EROs ocasionado pela exposi¢do aos congéneres demonstrou
que os compostos investigados apresentam elevado potencial para induzir o estresse
oxidativo, sendo inclusive relacionado com os efeitos citostaticos preliminares do
congénere PBDE-209. A diferenca dos resultados obtidos entre os trés congéneres foi
relacionada com as diferencas estruturais, as quais facilitam a absor¢do dos menores
congéneres e com 0s possiveis metabolitos oriundos formados. Concluindo, estes
resultados mostram os efeitos toxicos dos PBDEs em células hepéticas e sugere a
presenca de efeitos adversos a saude. Além disso, embora os congéneres PBDE-99 e
PBDE-47 apresentem 0s maiores potenciais toxicos, o efeito do congénere PBDE-209
ndo deve ser ignorado uma vez que 0 mesmo pode se intensificado com a exposi¢do
prolongada.



ABSTRACT

Technologic demand has increased the different pollutants released in the
environment. Polybrominated diphenyl ether (PBDE) is an important class of the flame
retardants added in several good products with a wide range of toxic effects on biotic
and abiotic systems. These compounds are release into environment through the loss
during manufacture and of products containing PBDEs. Their toxic mechanisms on
biologic systems still have not understood due to the existence of several different
congeners, with different chemical and biological characteristics in the environment,
and absence of their effects on the body. Therefore, in this study we examine effects of
congeners PBDE-209, PBDE-99 and PBDE-47 on HepG2 cell line in order to
understand their mechanism of action and their effects on the human health. Firstly, we
evaluated citotoxic mechanism by SRB assay followed by MTT assay. This way, we
showed that all tested PBDEs seem to cause cell death although PBDE-209 also causes
cystostatic mechanism in lower concentration. The cytotoxic mechanism was observed
in higher concentrations and it was suggested be evidences of apoptosis. Apoptotic
mechanism was investigated by mitochondrial membrane potential, phosphatidyl serine
exposure and nuclear fragmentation. Our results showed that all tested congeners were
able to decrease mitochondrial membrane potential, to cause phosphatidyl serine
exposure and a nuclear fragmentation with higher results found for BDE-99 and BDE-
47 due structural difference that may facilities their absorption and their toxic
metabolites Exclusion of necrotic mechanism was performed by LDH release assay. We
evaluated reactive oxygen species (ROS) production and it was showed that apoptotics
mechanisms is followed by oxidative stress in all congeners tested and suggest
cytostatic mechanism is also mediated by ROS. These results are evidences of toxic
effects of PBDEs on the cell line and health.
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As setas indicam nudcleos fragmentados €/0U CONAENSAAODS..........ccvcceiiiiienieeiee e 77

Figura 38. Porcentagem de células com caracteristicas apoptdticas, coradas com Hoechst 33342 e
quantificadas por microscopia de fluorescéncia, ocasionadas pela exposicdo ao PBDE-99. A
representa a exposicao de 24 horas e B representa a exposi¢ao de 48 horas. As barras representam
média de triplicatas com resultados estatisticamente significativos de ***p < 0.001 e **p <

Figura 39. Porcentagem de células com caracteristicas apoptéticas, coradas com Hoechst 33342 e
quantificadas por microscopia de fluorescéncia, ocasionadas pela exposicdo ao PBDE-47. A
representa a exposicdo de 24 horas e 0 B representa a exposicdo de 48 horas. As barras
representam média de triplicatas com resultados estatisticamente significativos de ***p < 0.001 e
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Alecsandra Oliveira de Souza Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1 Tecnologias e seus Impactos Futuros

O homem busca compreender, modificar e explorar o universo que o rodeia, visando
satisfazer suas proprias necessidades e assim, garantir melhores condi¢Ges de adaptacédo
ao ambiente. Dessa forma, foram obtidos os primeiros avancos no desenvolvimento da
sociedade, sendo a busca por conhecimento um dos fatores primordiais para o
desenvolvimento de grandes transformacdes ao longo dos séculos.

O conhecimento cientifico foi, e ainda &, o principal combustivel para o surgimento
e desenvolvimento do Mundo Moderno. Isso ocorre, principalmente, devido a evolucdo
tecnoldgica, sendo dentre outros, o responsavel pelo acelerado avanco tecnoldgico
obtido, do qual se estima haver uma duplicagdo nos seus indices de produgdo em cada
periodo entre 10 e 15 anos. No entanto, é observado que embora os grandes progressos
obtidos produzam relevantes beneficios a sociedade moderna (modo de organizacdo da
sociedade, transportes mais eficientes, instrumentos de comunicagfes mais ageis,
equipamentos portateis, além dos grandes avancos nas areas médica e farmacéutica), é
visivel o crescimento acelerado de diferentes impactos sobre a salde e o ambiente.

Atualmente, é de total conhecimento da sociedade que o elevado numero de
transformacdes necessarias para satisfazer a demanda mundial contribui diretamente
com os danos ao ambiente por meio da degradagdo dos recursos naturais, tal como
desmatamento acelerado, destrui¢do da biota, bem como o lancamento de poluentes na
atmosfera, solo e nos ambientes aquaticos. Essas a¢fes tém contribuido para o aumento
das preocupacdes relacionadas aos antigos impactos ambientais: aquecimento global,
efeito estufa, inversdo térmica, ilhas de calor e poluicdo dentre outros. No entanto, além
desses impactos, outros fatores oriundos da popularizagédo da tecnologia tornaram-se
preocupantes devidos aos seus indices de exposi¢do a populacéo.

Entre estes, esta 0 aumento da demanda do lixo eletronico também conhecido por
lixo tecnologico, equivalente atualmente a 5% de todo o lixo produzido pela humanidade
resultante do descarte inadequado e acelerado de diversos equipamentos eletrdonicos. A
massa de residuos tecnologicos também é considerada um problema ambiental, pois tais
equipamentos sdo constituidos por compostos toxicos, dentre eles, metais como zinco,
cobre, chumbo e platina responsaveis por danos aos aparelhos reprodutivo, respiratorio e

neuroldgico, além do desenvolvimento de cancer (FERREIRA et al., 2010).
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Além da problemética do lixo tecnoldgico, outras substancias sdo lancadas
diariamente ao ambiente, sendo alvo de preocupacbes devido a seus indices de
acumulacdo, exposicdo e provaveis efeitos toxicos a salde e ao ambiente. Essas
substancias podem ser encontradas em diversos produtos do cotidiano, sendo suas agoes
toxicas responsaveis por alteracbes nos organismos, inclusive, na espécie humana,
mostrando assim, que embora o desenvolvimento cientifico e tecnologico seja uma
ferramenta indispensavel no atual contexto do mundo, é necessario avaliar seus riscos e
buscar alternativas para minimizar os danos ocasionados visando, uma vida confortavel

no presente e no futuro.

1.2 Contaminantes Emergentes

Contaminantes séo agentes introduzidos nos diversos ambientes com potencial
nocivo a salde ou ao bem estar da populacdo e do ambiente. Mundialmente, sdo
conhecidos um total de onze milhdes de substancias quimicas sintéticas, das quais, trés
mil sdo produzidas em larga escala, gerando uma quantidade elevada de agentes com
potencial tdxico liberados no ambiente (FONTENELE et al., 2010). Essa diversidade de
compostos € responsavel por um ritmo crescente de investigacdes relacionadas a acédo
dos mesmos, visando esclarecer seus efeitos e minimizar os danos ocasionados, bem
como fornecer dados que auxiliem na criacdo de legislacdes pertinentes as regras de
manuseio e exposi¢do, uma vez que esses dados ainda sdo escassos ou conflituosos.

Atualmente, observa-se que 0s percentuais de exposicdo de algumas classes de
compostos quimicos presentes em produtos farmacéuticos, produtos de higiene pessoal,
praguicidas, surfactantes e produtos industriais tém aumentado rapidamente tanto no
ambiente, quanto no sistema biotico, gerando uma necessidade de atencdo aos seus
efeitos sobre a biota.

O termo contaminante emergente é por isso caracterizado por compostos quimicos
de origem sintética ou natural, previamente desconhecidos ou ndo reconhecidos como
prejudiciais a saude ou ao ambiente devido a escassez de resultados que comprovem
seus efeitos e/ou a auséncia de legislagdo que controle sua utilizacdo. Tais compostos
estdo presentes em diferentes produtos do cotidiano da sociedade moderna, sendo os
mais comuns classificados como produtos farmacéuticos e higiene pessoal (PFHP),

surfactantes, plastificante, praguicidas e retardantes de chamas (YAN et al., 2011).
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A quantidade de alguns contaminantes emergentes encontradas nos diferentes
compartimentos ambientais (ng.L™ a pg.L™") (SODRE et al., 2007) ainda é considerada
abaixo das minimas concentracbes toxicas avaliadas nos diferentes ensaios de
toxicidade. Apesar disso, a presenca desses compostos é alarmante, principalmente,
devido ao seu acelerado ritmo de introducdo e baixo potencial de degradacdo que
proporciona uma relacdo entre essas grandezas em unidades inversamente
proporcionais, trazendo preocupagdes relacionadas aos possiveis niveis destes
compostos nas geracOes futuras, além é claro, da associagdo da sua presenca com efeitos
toxicos a saude.

Dentre as alteracBes ja evidenciadas pela presenca dos ditos contaminantes
emergentes podem ser citadas a forte interferéncia enddcrina, tanto em animais quanto
em humanos, ocasionada pela presenca de diferentes PFHP e plastificantes no ambiente;
0 surgimento de populacdes microbianas resistentes devido as adaptacdes genéticas
ocasionadas pela presenca de medicamentos de uso veterinario e humano (COLON et
al., 2000; NALLI et al., 2002, 2006; RICHARDSON; TERNES, 2005; BOLONG et al.,
2009; EDWARDS, et al., 2009; MARTINEZ, 2009) além da acdo estrogénica de
surfactantes, o quais tém ocasionado a feminilizacdo de espécies causando o
comprometimento da reproducdo (CESPEDES et al., 2005; BRIX, et al., 2010;
GONZALEZ, et al., 2012).

N&o obstante, também é relatado que o contato com diferentes praguicidas
ocasiona o desenvolvimento de alteracdes neurotdxicas, associadas com a incidéncia de
enfermidades colinérgicas, deformidades neurodegenerativas do sistema nervoso
central, tal como sindrome de Parkinson e esclerose lateral amiotrofica (COLLIS;
NEAFSEY, 2002; JOKANOVIC; KOSANOVIC 2010; JETT, 2011) além do elevado
potencial genotoxico responsavel pelo surgimento de alteracBes cromossdmicas em
linfocitos sanguineos, em células do epitélio bucal humano (GIRI, et al.,, 2002;
BORTOLLI, et al., 2009), danos no DNA de células sanguineas de peixes e decréscimo
de células mitoticas de ratos (GIRI, et al., 2002; ALTINOK, et al., 2011).

Atualmente, o foco emergente esta voltado para incidéncia de retardantes de
chamas no ambiente ocasionada pela necessidade da presenga destes compostos em
diferentes produtos do cotidiano, fato que os tornam mais resistentes e proporcionam
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maior seguranca nos casos de incéndios. Desta forma, maior enfoque sera dado a esta

classe de contaminantes.

1.3 Retardantes de Chamas

Os contaminantes representados pelos retardantes de chamas abrangem
compostos adicionados em uma infinidade de produtos, principalmente materiais
poliméricos, com o propdsito de tornd-los mais resistentes as altas temperaturas e assim,
evitar a ignicdo dos mesmos ou diminuir a propagacdo de chamas e fumacgas durante a
fase inicial da combustéo.

No entanto, algumas dessas substancias ndo permanecem fixas nos materiais que
as contém, sendo lentamente liberadas para o ambiente contaminando o ar, reservas de
agua, bem como alimentos e finalmente acumulando-se sobre os organismos, sendo a
presenca dos mesmos associada com o aumento de alteracdes enddcrinas, incidéncia de
cancer e alteracdes neuro-comportamentais.

Estima-se a existéncia de mais de 175 substancias utilizadas como retardantes de
chamas, havendo a classificagdo das mesmas em retardantes de chamas organicos
halogenados, os quais contém atomos de cloro e bromo em sua constituicdo, retardantes
de chamas nitrogenados, fosforados e inorganicos (BIRNBAUM; STASKAL, 2004;
MOROSE, 2006).

Os retardantes halogenados apresentam maior eficiéncia sobre os demais
compostos, devido ao seu mecanismo de acdo guimica que atua sobre os radicais livres
do processo de ignicdo diminuindo, rapidamente, a energia do sistema (Figura 1). No
entanto, nesse processo ha a producdo de gases toxicos e a incidente liberacdo de

retardantes ao meio ambiente apds o aquecimento dos materiais.
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Fonte:www.flameretardants-online.com

Formagdo de Radicais Halogenados

R-X —> R*+X*

Formagdo de HX

X* + H* — HX

Neutralizagdo do Radicais Livres
HX + OH* — H,0 + X*

HX+H* — H, + X*

Figura 1. Mecanismo de acdo quimica dos retardantes de chamas halogenados.

O consumo mundial de retardantes de chamas mostra que 0S compostos
organicos halogenados, mais precisamente, os retardantes bromados apresentam elevado
indice de consumo nos paises em desenvolvimento, devido a fatores como eficiéncia,
baixos custos e principalmente a auséncia de legislacdo que fiscalize a utilizagcdo dos
mesmos, uma vez que na Europa e EUA, esse consumo € reduzido, pois é proibida a
fabricacdo de produtos que contenham alguns representantes desta classe em sua
formulacéo.

Os retardantes de chama bromados sdo divididos em aditivos e reativos, de
acordo com o mecanismo de adicdo aos materiais, sendo o tetrabromobisfenol A
(TBBPA), hexabromociclodecanos (HBCDs) e os éteres difenilicos polibrominados
(PBDEs) os mais empregados nas industrias, e também os responsaveis pela maior
incidéncia de efeitos adversos sobre a salde e o ambiente (BIRNBAUM; STASKAL,
2004).
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O TBBPA é o retardante mais consumido mundialmente, podendo estar presente
em chapas eletrénicas, fabricado na forma reativa, ou em materiais poliméricos, por
simples mecanismos de adi¢cdo ao polimero. Embora, na forma reativa ocorra a
liberacdo lenta do TBBPA, estudos mostram que em ambas podem contribuir
significativamente para a liberagcdo do contaminante no ambiente.

O aumento da incidéncia do TBBPA e sua presenca estdo relacionados com o
surgimento de alteracbes no metabolismo de horménios tireoidianos, alteragdes
reprodutivas, desregulacdo enddcrina de espécies aquaticas e estresse oxidativo (DE
WIT, 2002; RONIZ et al., 2004; HAMERS et al., 2006; SHI et al., 2010). No entanto,
dentre os retardantes de chama investigados, 0 TBBPA é considerado o de menor risco,
devido a prevaléncia da sua utilizacdo em produtos na forma reativa.

O HBDC ocupa a terceira posicdo no mercado mundial de retardantes de
chamas, sendo incorporado por simples adi¢do aos polimeros e materiais téxteis, o que
ocasiona a facil liberacdo ao ambiente durante 0 manuseio, descarte inadequado e
incineragédo, sendo facilmente encontrados nos tecidos adiposos, em amostras de leite e
sangue humano (COVACI et al., 2006; ARNOT et al., 2009) e em alimentos (HIEBL;
VETTER, 2007; FERNANDES et al., 2008). Estes dados sdo preocupantes, ja que
ensaios “in vivo” mostraram elevada toxicidade destes compostos ap6s a inalacéo,
exposicao oral e dérmica (DANERUB, 2003).

Da mesma forma que o TBBPA, o HBCD interfere no funcionamento do sistema
enddcrino, principalmente das espécies aquaticas, além de provocar alteracdes sobre o
sistema reprodutor, ao figado, induzir estresse oxidativo em diversas linhagens celulares
e apresentarem também fortes evidéncias relacionadas com o surgimento de tumores e
neoplasia nos orgéos alvos (BIRNBAUM; STASKAL, 2004; YAMADA-OKABE et
al., 2006).

Outra caracteristica dos HBCD é sua persisténcia ambiental e elevado potencial
de bioacumulacgéo, sendo relatado forte potencial de acumulagdo na cadeia alimentar,
contribuindo para o crescente aumento deste contaminante nas geragOes futuras
(YAMADA-OKABE et al., 2006; SCHRINK et al., 2006; EMA et al., 2008).

Esses compostos representam uma classe de retardantes de chamas amplamente
utilizada como aditivos em plasticos, produtos téxteis, circuitos, equipamentos

eletronicos, materiais de construcdo e em uma infinidade de produtos presentes no
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cotidiano da populagdo. Assim como o HBCD, os PBDEs sdo compostos adicionados
aos bens de consumo durante ou ap0s o0 processo de fabricacdo, ndo havendo ligacGes
quimicas efetivas entre os envolvidos. Dessa forma, podem ser facilmente liberados ao
ambiente durante o manuseio, disposicdo ou por meio de processos de descartes
inadequados.

Os PBDEs também sdo retardantes considerados preocupantes devido ao
aumento de evidéncias relacionadas a sua toxicidade, bem como de seus metabdlitos.
Isso se deve ao constante uso desses retardantes e a sua elevada incidéncia em

compartimentos ambientais e fluidos bioldgicos.

1.3.1 Eteres Difenilicos Polibromados (PBDES)

A estrutura quimica dos PBDEs € representada por uma ligacao éter entre dois
anéis fenilicos (Figura 2), os quais podem conter substituicdes de até 10 atomos de
bromo. Os PBDEs sdo semelhantes estruturalmente as bifenilas policloradas (PCBs)
considerados poluentes organicos prioritarios (POPs), devido ao seu potencial toxico a
salde e ao ambiente (PENTEADO;VAZ, 2001).

No entanto, tais compostos diferem das PCBs pela presenca do atomo de
oxigénio entre 0s anéis aromaticos que ocasiona diferencas nas propriedades quimicas
dessas moléculas (polaridade e estrutura tridimensional) podendo afetar os efeitos

toxicos do composto.

Figura 2. Estrutura geral dos éteres difenilicos polibromados (PBDESs).

Existem 209 diferentes congéneres de PBDEs sendo sua classificagédo e
propriedades quimicas influenciadas pela quantidade e posicdo das substituicbes de

atomos de bromo. Os PBDEs sdo altamente lipofilicos fazendo com que sejam
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facilmente acumulados em tecidos adiposos; possuem ainda baixa pressdo de vapor e
elevada afinidade por particulas conferindo a estes compostos uma forte tendéncia para
acumulacdo em sedimentos.

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, apés a liberacdo dos materiais de
consumo, os PBDEs sdo depositados em amostras de sedimentos e alimentos, onde séo
absorvidos pelos organismos através da inalacdo, exposi¢cdo dérmica ou ingestao, sendo
relatado que as principais fontes de contaminacdo aos PBDEs sdo provenientes da
poeira doméstica e da dieta humana (BRANCHI, et al., 2003; TALNESS, 2008;
WEIHONG, et al., 2008). Além disso, esses compostos sdo bioacumulaveis na cadeia
alimentar o que aumenta sua contaminacdo pela alimentacdo. Ainda devido as
caracteristicas fisico-quimicas ha a possibilidade de transporte para regides distantes, ja
sendo detectada sua presenca em amostras de tecido adiposo de animais das regides
articas.

Os PBDEs sdo comercializados em trés misturas quimicas representadas,
respectivamente, pelo pentabromodifenil éter (pentaBDE), octabromodifenil éter
(octaBDE) e decabromodifenil éter (decaBDE). Devido a evidéncia de efeitos toxicos a
comercializacdo de produtos que contenham as formulacdes pentaBDE e octaBDE ja €
proibida na Europa e em alguns estados dos EUA (COSTA, et al.,2008). No entanto, a
auséncia de legislacdo especifica ndo restringe a utilizacdo dessas formulacGes, nos
demais blocos econémicos e, além disso, 0 baixo custo dos PBDEs em relacdo aos
demais retardantes impulsiona sua utilizacdo.

N&o ha, até o momento, restri¢cbes para a utilizacdo da mistura decaBDE pois 0s
dados de sua toxicidade ainda sdo escassos e conflituosos (COSTA, et al.,2008;
VERNER et al., 2011). No entanto, o continuo uso da mistura decaBDE € preocupante,
pois hé relatos de que os maiores congéneres sdo passiveis de degradagdo pela acdo do
ambiente e podem contribuir para a entrada dos menores congéneres no ambiente.

Além disso, ha alertas sobre a metabolizacdo dos PBDES nos organismos, pois
embora as investigacdes sobre os efeitos toxicos dos metabdlitos de PBDES estejam em
fase inicial, j& € mostrado que 0s menores congéneres e seus metabolitos apresentam
maior toxicidade se comparada com as moléculas originais ou com congéneres mais
substituidos.

O elevado potencial de acumulacdo e a persisténcia ambiental dos PBDEs

contribuem para a deposi¢cdo dos mesmos em fontes ambientais e bioldgicas sendo seu
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elevado potencial lipofilico responsavel pelos niveis desses compostos detectados em
amostras de gorduras de animais, no sangue, na placenta, leite humano e em 6rgéos alvo
do processo de desintoxicacdo ou que apresentem elevado teor de gordura na sua
composicdo (HITES, et al., 2004; TOMS, et. al., 2007; L1, et. al., 2008; COVACI, et.
al., 2008; SONNE, 2010; SHEN, et al., 2011; MA, et. al., 2011).

Dentre os efeitos gerais apresentados pela exposi¢cdo aos PBDES esta a presenca
de forte potencial neurotdxico relacionado com o desenvolvimento de alteragdes
comportamentais, deficiéncias cognitivas e motoras havendo inclusive, associagdes
entre os fatores que contribuem para o desenvolvimento da disfuncdo global do
desenvolvimento devido a exposicdo durante as fases de desenvolvimento do cérebro
(BRANCHI, et al., 2003; MADIA, et al., 2004; MERSSE, 2010; VERNE, et al., 2011).

Outras evidéncias estdo relacionadas com alteracbes no sistema enddcrino
atuando sobre os receptores de hormdnios como estrogénio e progesterona alem de
diminuir os niveis de hormonios tireoidianos (MCDONALD, 2002; MADIA, et. al.,
2004; LEMA, et al., 2008; COSTA; GIORDANO, 2007; COSTA, et al., 2008,
ZHANG, X et al., 2008) e estarem associadas com a probabilidade de desenvolvimento
de hepatotoxicidade e cancer (HU, et al., 2007; ALBINA, et al., 2010).

Embora sejam apontadas diversas evidéncias toxicas da presenca dos PBDEs, a
pequena quantidade de dados sobre os mecanismos de acdo toxica destes compostos,
atrelada a grande variedade de PBDESs presentes no cotidiano e 0s seus possiveis
produtos de degradacdo metabdlica representam alguns dos obstaculos no
esclarecimento da toxicidade dos PBDEs na saude humana.

Desta forma, os congéneres 2,2°,4,4° tetrabromodifenil éter (PBDE-47) e o0
2,2°,4,4°.5” pentabromodifenil éter (PBDE-99) demonstrados na Figura 3 representam
0s compostos com maior incidéncia nos compartimentos bioldgicos e possuem 0s
maiores efeitos tdxicos nos ensaios avaliados até o momento. Enquanto isso, nos
compartimentos ambientais é marcante a presenca dos PBDE-47, PBDE-99 e
2,2°,3,3°,4,4°,5,5,6,6° decabromodifenil éter (PBDE-209) (COSTA; GIORDANO,
2007; COSTA, et al., 2008; HU et al., 2009).

Além da presenca do PBDE-47 nos meios bidticos e abidticos, o composto e
facilmente depositado sobre tecidos adiposos de animais pertencentes a fauna selvagem
(BI, et al., 2006; LETCHER, et al., 2009; CARLSSON et al., 2011). A principal rota de

entrada no ambiente ocorre através da comercializacdo e utilizacdo da mistura
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pentaBDE contendo aproximadamente 28% do composto que, ap0s a absorcdo sofrem
metabolismo, e sdo distribuidos pelo organismo sendo depositado sobre figado, cérebro,
pele e tecido adiposo (U.S. EPA, 2008).

Br Br
7 f | \é\
Br Br

2,2' 4 4" Tetrabromodifenil éter
PBDE-47

Br Br
e f |
Br Br
Br

2,2'4.4' 5 Pentabromodifenil éter
PBDE-99

Br Br
Br O Br
Br BrB -
Br Br

2,2'33'.44' 55" 6' 6 Decabromodifenil éter
PBDE-209
Figura 3. Estrutura dos éteres difenilicos polibromados com maior

incidéncia ambiental e em fluidos biolégicos. As estruturas foram
confeccionadas com o software ChemDraw10.0.
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A utilizacdo da mistura pentaBDE também contribui para a entrada do
congénere PBDE-99 no ambiente, pois esta contétm 43% do composto, sendo
demonstrado em ensaios in vivo que os 6rgaos alvos do PBDE-99 ap0s a absorcédo sao,
principalmente, tecido adiposo e figado. Os congéneres PBDE-99 e PBDE-47 sdo 0s
mais persistentes ambientalmente e em amostras de alimento, sendo em virtude disso,
absorvidos, principalmente, via oral (DOMINGO, et al., 2008; STAPLETON, et al.,
2009; ALONSO, et al., 2010).

Ensaios in vivo demonstram que PBDE-47 e PBDE-99 atravessam facilmente a
placenta afetando o desenvolvimento embrionario e provocando um elevado acumulo
destes compostos no figado de embrides dos animais expostos durante a fase
gestacional (STASKAL, et al., 2006, SHAO et al., 2008). Outras fontes de PBDEs
podem ser encontradas em amostras de sangue de corddo umbilical, sendo relatado que
em todos 0s casos as concentracdes do congénere PBDE-47 sdo mais elevadas.

Outras acbes do PBDE-47 estdo relacionadas com a presenca de metabolitos
hidroxilados, os quais atuam como desreguladores enddcrino, sendo demonstrado que
em baixas concentra¢fes podem interferir nos receptores de estrégeno induzindo o
crescimento anormal nos 6rgédos reprodutores femininos, mamas e figado (TALNESS,
2008); competir com o0s receptores de androgenos, hormdnios triiodotironina (T3) e
tiroxina (T4), causando alteragbes no desenvolvimento dos tecidos dependentes destes
hormdnios evidenciando a presenca de potencial neurotéxico do PBDE-47 (MEERTS,
etal., 2001; STOKER, et al., 2005).

As consequéncias neurotdxicas do composto estdo associadas com o
desenvolvimento de hiperatividade e declinio da aprendizagem devido a exposicéo pré
ou pos-natal, alem do elevado potencial citotdxico em linhagens derivadas de
neuroblastoma humano e células neurais de roedores (HU et al., 2007; COSTA et al.,
2008; SHAO et al., 2008; WEIHONG et al., 2008).

Apesar de poucas evidéncias genotoxicas, a presenca do PBDE-47 e seus
metabolitos tém sido associados com o aumento de carcinomas hepatocelulares e
carcinomas de tiredide, ja& sendo relatada acdo citotoxica em diversas linhagens de
carcinomas incluindo células de hepatoblastoma e linfocitos.

As investigacGes sobre os mecanismos toxicos dos PBDE mostram que as agdes
sdo diferentes dependendo do congénere analisado, pois enquanto o PBDE-47 interfere

nas taxas de horménios tireoidianos T3 e T4, ndo foram obtidos diferencas
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significativas nas taxas de T4 livre nos organismos ap0s tratamento com o congénere
PBDE-99 (SKARMAN et al., 2005) e, em relacdo aos receptores de estrogénios e
androgénios as alteracdes, quando observadas, ndo foram relevantes (KESTER et al.,
2002; VILLENEUVE et al., 2002).

No entanto, é observado que o congénere PBDE-99 interfere nos hormonios
sexuais testosterona e progesterona de roedores ocasionando a feminilizacdo das
espécies e a probabilidade de deficiéncia reprodutiva nas fémeas devido ao atraso no
amadurecimento dos 6rgaos reprodutores (LILIENTHAL, et al., 2006). Os mecanismos
de acdo do congénere PBDE-99 sobre os niveis de testosterona ainda sdo incertos, no
entanto ha evidéncias de que o congénere provoque a transformacdo da testosterona em
estradiol via decréscimo da enzima aromatase, conforme observado nas células de
carcinomas adrenocortical (CANTON, et al., 2008; TALNESS, 2008).

Enquanto isso, ensaios in vivo mostram que a exposicdo oral ao PBDE-99
ocasiona alteracdes no sistema reprodutor relacionadas com o decréscimo da quantidade
de células espermaticas e alteragdes morfoldgicas sobre os ovarios (CECCATELLLI, et
al., 2006; LILIENTHAL, et al., 2006; KURYAMA et al., 2005; TALSNESS, et al.,
2005).

Conforme mencionado anteriormente, o congénere PBDE-99 apresenta
evidéncias neurotdxicas, sendo observado que a exposicdo ocasiona alteracdes
comportamentais e cognitivas em animais adultos expostos aos compostos durante a
fase neonatal (ERIKSSON et al., 2002). Além da diminuicdo dos receptores de
acetilcolina no cérebro, durante essa fase de crescimento, havendo associagédo entre esse
decréscimo e o desenvolvimento de distarbios comportamentais (VIBERG et al., 2005).

A acdo neurotdxica do composto, também, tem sido investigada através de
ensaios in vitro utilizando células imortalizadas de cérebro, sendo demonstrado que o
congénere induz a apoptose em células neuroblastoma, além de afetar a expressao de
proteinas especificas de cortex cerebral de roedores (MADIA et al., 2004; ALM, et al.,
2008, 2010).

Em relagdo a utilizacdo do PBDE-209 é demonstrado que a utilizagdo do
composto ocorre principalmente pela mistura decaBDE, a qual é composta por
aproximadamente 97% do congénere PBDE-209 que, embora apresente baixo potencial
de absorcdo pelos organismos, pode ser encontrado depositado sobre figado, musculos

e pele.
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Diferentemente dos congéneres menos bromados, este composto ndo tem sido
encontrado sobre os tecidos adiposos, sendo sugerido que isso ocorra devido a
conformacéo e o alto peso molecular de sua estrutura (U.S. EPA, 2008; GOODMAN,
2009).

O PBDE-209 pode ainda ser metabolizado e formar congéneres com quantidade
de bromo variando entre nove, oito ou sete substituintes na sua estrutura, os quais
podem ser transferidos para os fetos durante o estagio gestacional ou através da
alimentacdo maternal (FENG et al., 2010; CAl et al., 2011; ZHANG, W et al, 2011), no
entanto, isto ocorre em menor quantidade em comparacdo com 0s demais congéneres
(FREDERINKSEN, et al., 2010).

Assim, como ocorrido com 0s demais congéneres, a presenca PBDE-209 é
preocupante, pois tem se mostrado que este composto também apresenta indicios de
desenvolvimento neurotoxico, ocasionado por interferéncias durante o estagio de
crescimento do cérebro ou por alterac@es nos niveis dos hormonios da tiredide (KIM et
al., 2009; VIBERG, et al., 2008). Dentre as alteracdes ocasionadas no desenvolvimento
do cérebro tém sido relatado danos permanentes relacionados com a peroxidagdo
lipidica e alteracdo sobre os niveis da enzima acetilcolinesterase (LIANG et al., 2010).

As principais alteracdes observadas ap6s a exposi¢do in vivo ao congénere estdo
relacionadas com disturbios nas atividades locomotoras, comportamentais, decréscimo
de aprendizagem e memoria. Estudos in vitro tém confirmado as evidéncias
neurotoxicas do PBDE-209 sendo observado o efeito citotoxico ocasionado sobre
células de neuroblastoma humano ou células neurais de ratos e camundongos (XING et
al., 2009; HUANG H et al., 2010; ZHANG W et al., 2011).

Além dos efeitos sobre o desenvolvimento do cérebro, a exposicao crénica tem
mostrado que o6rgdos como figado e glandula tiredide também sdo afetados pelo
congénere e 0s seus efeitos ainda estdo sob investigacdo. No entanto, ja foi demonstrado
que o composto ocasiona a apoptose em células derivadas de hepatoblastoma humano,
embora os mecanismos de inducdo desse efeito ainda ndo estejam totalmente
esclarecidos (HU et al., 2007).

Apesar das evidéncias sobre o potencial toxico dos PBDEs, os efeitos sobre a
salde humana s&o incertos, devido ao pouco conhecimento da acdo direta sobre o

organismo humano. Isto ocorre, pois as investigacdes relatadas, até o momento,
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referem-se em grande parte, a quantificacdo desses compostos nos organismos ou aos
seus efeitos em modelos animais. No entanto, conforme observado os efeitos e a
quantidade dos PBDEs podem ser variados dependendo de fatores como: espécie,
congénere investigado, sexo e idade, fato que pode ocasionar, em humanos, resultados
diferentes dos observados, até 0 momento, em modelos animais.

Em virtude da variedade estrutural de PBDEs e seus provaveis metabolitos
lancados ao ambiente, € importante avaliar a acdo de diferentes congéneres sobre uma
mesma espeécie visando o esclarecimento dos mecanismos de acdo desses compostos e
as contribuic6es das diferencas estruturais de cada congénere na toxicidade desta classe
de contaminantes.

Assim, a avaliacdo da acdo de diferentes congéneres sobre 0 organismo humano
poderia auxiliar no esclarecimento dos provaveis riscos da exposicdo aos PBDES, pois
ndo ha a incidéncia isolada de um anico congénere nos fluidos humanos, portanto, cada
congénere pode contribuir de forma diferenciada para a toxicidade dos PBDEs a salde.

Entre as primeiras acdes do organismo, apds absorcdo dos PBDEs, estd a
ativacdo de mecanismos de eliminacdo desses compostos, exercendo o figado um papel
central, pois € o principal alvo no metabolismo de agentes toxicos. Além disso, este
6rgdo tem sido apontado como um dos alvos afetados pela exposicdo aos PBDEs,
devido a incidente deposicdo dos PBDEs e seus metabolitos sobre 0 mesmo. Portanto,
as utilizaces de modelos celulares oriundos deste 6rgdao podem ser importantes
ferramentas experimentais para investigacdo dos seus mecanismos de acdo toxica sobre
a saude.

As células HepG2 representam uma linhagem originada de um hepatoblastoma
humano, amplamente utilizada em diversos ensaios in vitro relacionados com a
toxicidade de xenobidticos. Esta linhagem é uma importante sugestdo de modelo para
investigacdo dos efeitos de contaminantes sobre a salde humana, pois as HepG2
apresentam caracteristicas semelhantes as células de um figado normal, tal como:
morfologia do parénquima hepatico, sintese e excre¢do de diversas proteinas
plasméticas e conservacdo de enzimas ativas das fases | e Il do metabolismo
(Knasmuller et al., 1998; Uhl et al., 2000), além de apresentarem caracteristicas
experimentais  adequadas para cultivo em tempo prolongado o que facilita a
investigacdo em longos periodos de anélise.

Em virtude da necessidade de esclarecimento dos riscos a salide relacionados a
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exposicdo aos PBDEs, ¢é sugerido a investigacdo dos efeitos que os congéneres com
maior incidéncia ambiental e nos fluidos bioldgicos possam ocasionar sobre a
homeostase das células HepG2. Os congéneres PBDE-209, PBDE-99, PBDE-47 foram
escolhidos devido a estas elevadas taxas de incidéncia e em virtude da grande diferenca
estrutural entre os compostos, visando assim, avaliar a influéncia das estruturas na

toxicidade desta classe de contaminantes.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Investigar os efeitos de diferentes congéneres de PBDEs sobre a linhagem
derivada de hepatoblastoma humano HepG2, utilizando como modelo os congéneres
PBDE-47, PBDE-99 e PBDE-209, como alternativa de contribuir para a compreensao

dos mecanismos de acdo toxica destes compostos para a salide humana.

2.2 Objetivos especificos

i) Implantar ensaios de toxicidade dos PBDEs utilizando culturas de células HepG2;

ii) Avaliar o potencial dos PBDEs em interferir no crescimento celular apos a

exposicdo em diferentes tempos;

iii) Avaliar o potencial dos PBDEs em interferir na funcionalidade mitocondrial das

células ap0Os exposicdo aos congéneres propostos;

iv) Avaliar o potencial dos PBDEs em provocar o acimulo de espécies reativas de

oxigénio no meio intracelular das HepG2;

v) Avaliar a integridade da membrana celular apds exposicao aos PBDEs;

vi) Avaliar o mecanismo de inducdo de morte celular (apoptose e/ou necrose) em

cultura de células expostas aos PBDEs.
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3. Material e Métodos

3.1. Reagentes

Os congéneres PBDE-209, PBDE-47 e PBDE-99 foram obtidos da AccuStard
(EUA). Sulforodamina B (SRB), brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2-il) - 2,5 difenil
tetrazolium (MTT), ribonuclease A (RNase), dimetilsulfoxido (DMSO), iodeto de
propideo (PI) , soro bovino fetal (SBF) Gibco-Invitrogen. antibiético-antimicotico,
piruvato de sodio, tripsina, Triton X-100, terc-butil hidro-peroxido (TBHP) e 2'-(4-
Etoxifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-  tri-hidrocloreto de 2,5’-bi-1H-benzimidazol
(Hoechst 33342) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Tetrametilrodamina
Metil Ester (TMRM), 5,6-clorometil- 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato, acetil
Ester (CM-H,DCFDA) e meio de cultura celular “Minimum Essential Medium” (MEM)
(GIBCO) foram obtidos da Life-Technologies (EUA). Kit para dosagem da
desidrogenase lactica (LDH) foi adquirida da Labtest Diagnostica S.A. Anexina-V-
FITC foi obtida da Proteimax (Brasil). Cisplatina (cDDP) foi obtida da Cirtgica Mafra-
Medicamentos e Materiais Hospitalares (Brasil). Os demais reagentes utilizados nesse
trabalho sdo de grau analitico e as solugbes foram preparadas usando agua preparadas

sucessivamente em aparelhos MilliRO e MilliQ (Millipore Co.,USA).

3.2. Cultivo de Células

As células HepG2 (American Type Culture Colletion, n°® HB8065) foram
cultivadas em estufa climatizada com atmosfera contendo 5% de CO, e 95% O; e
temperatura de 37° C. As culturas foram realizadas, em frascos de cultivo, utilizando
MEM (contendo I-glutamina 2mmol/L e sais de Earle ajustado com 1,5g/L de
bicarbonato de sodio, aminoacidos ndo-essenciais 0,1 mmol/L e piruvato de sodio
Immol/L) sendo suplementado com 10% de soro bovino fetal e antibiotico-
antimicético 1,2g/L até atingirem confluéncia adequada (70 ou 80%) para o inicio dos
testes. As células foram plaqueadas e cultivadas por um periodo de 24 horas antes de
cada ensaio visando garantir uma boa aderéncia para inicio dos tratamentos.

As células foram entdo incubadas com as solucdes dos trés congéneres de
PBDEs no mesmo meio de cultura com volumes nunca superiores a 10uL e as culturas
controles receberam a mesma quantidade de DMSO. Ao término de cada tratamento as
células foram lavadas com solucdo salina tamponada e submetidas aos procedimentos
analiticos descritos a seguir (ZEGURA et al., 2004).

s
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3.3. Proliferagéo Celular

O ensaio visando avaliar a proliferacdo celular diante de diferentes
concentragdes dos congéneres de PBDEs, foi realizado utilizando o corante
sulforodamina B (SBR Assay) de acordo com o protocolo de Skenan et al. (1990). A
sulforodamina B é um corante capaz de ligar-se estequiometricamente com o0s
aminoacidos bésicos da proteina celular (PAPAZISIS et al., 1997, VICHAI;
KIRTIKARA, 2006), sendo portanto, amplamente utilizado nos ensaios de proliferacdo
pois a quantidade de corante aderida na parede celular é proporcional ao nimero de
células presentes ao final do ensaio.

Aproximadamente 5x10* células/mL de meio de cultura foram incubadas com os
PBDEs em placas de 24 pocos perfazendo as concentracdes finais de 0,1pumol/L;
0,5umol/L; 1pmol/L; 5pmol/L; 10umol/L e 25umol/L por periodos de 24 e 48 horas.
Cada concentracdo foi realizada em triplicata e ap6s cada periodo de tratamento, 0 meio
de cultivo foi descartado e as células lavadas com solucdo salina tamponada (Phosphate
Buffered Saline-PBS) e posteriormente com agua destilada para remocdo de tracos
salinos oriundos da solucédo salina.

Apl6s esta etapa, as células foram secas a temperatura ambiente por
aproximadamente 20 minutos e fixadas no interior das placas. A fixacdo foi realizada
pela exposicdo das células a 1 ml de solucdo de 1% Metanol em Acido Acético (1%)
por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, o meio foi descartado e as células
fixadas foram marcadas com 500uL de solugdo 0,5% SBR em 1% Acido Acético por 1
hora.

As ceélulas marcadas com sulforodamina B foram lavadas com solucdo &cido
acético 1% para remocao do excesso de SRB contido no interior de cada poco e 0
corante aderido na membrana das células fixadas foi entdo, solubilizado utilizando 1 ml
de solucgéo de tampdo Tris 20mmol/L com pH: 10.

Posteriormente, foi realizada a leitura da absorvancia do corante solubilizado
utilizando Espectrofotdmetro UV Visivel Cary 50 Bio com comprimento de onda de
540 nm e os resultados da absorvéncia obtidos foram expressos em porcentagem em

relacdo ao grupo controle de analise sem adicdo de PBDEs.
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3.4. Viabilidade Celular

A avaliacdo da viabilidade das células HepG2 foi realizada, utilizando o corante
MTT - brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2-il) - 2,5 difenil tetrazolium, (MTT Assay), de
acordo com o protocolo de Denizot e Lang (1986). Durante o0 ensaio o corante € clivado
pelas desidrogenases mitocondriais das células funcionais, o que leva a reducdo do
mesmo formando o composto “sal de Formazan” de coloragdo roxa. Sendo assim, neste
procedimento a quantidade de Formazan produzida é utilizada como indicativo
proporcional da quantidade de células vidveis no ensaio.

Aproximadamente 2x10° células/200uL de meio de cultura foram incubadas
com os PBDEs, em placas de cultivo contendo 96 pocos, perfazendo as concentragdes
finais de O,1umol/L; 0,5umol/L; 1pmol/L; 5Sumol/L; 10pumol/L e 25umol/L por
periodos de 24 e 48 horas. Cada concentracao foi realizada em triplicata e apos cada
periodo de tratamento, o meio de cultivo foi descartado, as células lavadas com solucao
da salina tamponada e, em seguida, foram adicionados 180uL de MEM sem vermelho
de fenol e 20pL de solugdo MTT 0,5% em PBS (5mg/mL). A placa de cultura foi
entdo, protegida da luz e incubada por 3 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO,,
a temperatura de 37° C.

Ao término desta etapa, o contetdo de cada poco foi descartado e adicionado
200uL de DMSO juntamente com 25uL de solugdo tampéo glicina 0,2mol/L, pH: 10,2
para solubilizacéo do “sal de Formazan” obtido. Para uma solubilizagdo mais adequada
foi realizado a homogeneizacdo do conteudo de cada poco e realizada a leitura da
absorvancia em comprimento de onda de 570 nm e os resultados da absorvancia obtidos

foram expressos em porcentagem em relacéo ao grupo controle de analise.

3.5. Potencial de Membrana Mitocondrial

O indicativo inicial de morte em culturas celulares pode ser avaliado através da
despolarizacdo mitocondrial, uma vez que o colapso do potencial de membrana
compromete a manutencdo da fosforilagdo oxidativa e consequientemente pode danificar
a integridade celular. A despolarizacdo mitocondrial pode ser avaliada pela
fluorescéncia da Tetrametilrodamina Metil Ester (TMRM), um composto catibnico
permeavel a membrana celular, que é rapidamente sequiestrado pelas mitocondrias
intactas das células e produz uma relacdo estequiométrica entre a fluorescéncia da

substancia e o potencial de membrana mitocondrial da célula.
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R —————
Aproximadamente 1x10° células/mL de meio de cultura foram incubadas com os

PBDEs em placas de cultivo contendo 12 pocos perfazendo as concentracfes finais
representativas dos maiores resultados significativos nos ensaios de viabilidade e
proliferacdo celular. Apds o periodo de tratamento adequado (24 ou 48 horas) as
células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e incubadas, por 30 minutos a
temperatura de 37 °C, com solucdo de TMRM perfazendo a concentragdo de
6,6pumol/L, Ao final desta etapa, as amostras foram centrifugadas a 200 g por 5 minutos,
lavadas com meio de cultura e o sedimento ressuspendido com 2 mL de solugéo Triton
X-100, 0,1% (v/v).

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 2000 g por 5 mim e a
fluorescéncia da TMRM captada e retida pelas mitocondrias foi determinada no
sobrenadante utilizando o espectrofluorimetro F-4500 (Hitachi, Tokyo, Japan) com
comprimentos de ondas de excitacdo e emissao de 485 e 590 nm, respectivamente. Os
resultados foram expressos em porcentagem da intensidade da fluorescéncia (captacao
da TMRM) em relagdo ao grupo controle de amostras

3.6. Acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

O actmulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ocasionar estresse
oxidativo citotéxico, levando a morte celular por necrose ou apoptose dependendo da
quantidade de EROs produzida. A quantidade de EROs pode ser facilmente avaliada
pelo emprego da 5,6-clorometil- 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato, acetil éster
(CM-H,DCFDA), indicador de espécies reativas de oxigénio, que se torna fluorescente
com a oxidagdo do meio intracelular.

Aproximadamente 1x10° células/mL de meio de cultura foram incubadas com os
PBDEs em placas de cultivo contendo 12 pocos perfazendo as concentracfes finais
representativas dos maiores resultados significativos nos ensaios de viabilidade e
proliferacédo celular. Apos o tratamento (24 ou 48 horas) as células foram lavadas com
PBS, tripsinizadas e incubadas com solu¢do de CM-H,DCF-DA, 2mmol/L, a 37 °C, por
1 hora.

Apds esse periodo, as células foram centrifugadas a 1000 g a temperatura de 4°C
por 5 minutos, seguido pelo descarte do sobrenadante, lavagem e homogeneizacao das
ceélulas aderentes utilizando PBS. A fluorescéncia da CM-H;DCF-DA foi determinada
utilizando o espectrofluorimetro F-4500 (Hitachi, Tokyo, Japan) com comprimentos de

ondas de excitagdo e emissdo de 503 e 528 nm, respectivamente.
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Os resultados foram expressos em porcentagem de intensidade da fluorescéncia

em relagdo ao grupo de amostras controle. Para inducdo do estresse oxidativo as células
foram tratadas com solucdo de TBHP (terc-butil hidro-peroxido) a 100umol/L por 2

horas em meio de cultura.

3.7. Exposicao da fosfatidilserina na face externa da membrana celular

A utilizacdo de Anexina V, uma proteina com grande afinidade pelos
fosfolipideos da membrana celular, conjugada com agentes fluorescentes é amplamente
utilizada para avaliar ensaios com evidéncias de morte celular por mecanismos de
apoptose. Isto ocorre, principalmente, devido ao fato da exposicao da fostatidilserina na
face externa da membrana celular ser considerada um dos primeiros eventos indicativos
de morte celular por via apoptotica (ZHIVOTOVSKY et al., 1999).

Desta forma, para realizacdo do ensaio, aproximadamente 1x10° células/mL
foram cultivadas em placas de 12 pocos e tratadas com os congéneres nas concentragoes
que apresentaram resultados significativos nos ensaios de viabilidade e proliferacdo
celular. Apés o periodo de tratamento (24 ou 48 horas) as células foram lavadas com
PBS, tripsinizadas e centrifugadas a 750 g por 5 min.

Em seguida, as células foram lavadas novamente com PBS e centrifugadas nas
mesmas condicdes anteriores. As células aderentes foram ressuspensas em 200uL de
solucdo contendo 0,25ug/mL de Anexina e 0,5ug/mL de iodeto de propidio (PI) e
incubadas por 15 minutos em gelo. Posteriormente, as células foram analisadas no

citdbmetro de fluxo FACscanto (Becto Dickson, San Jose, CA).

3.8. Integridade da Membrana Celular

A lactato desidrogenase (LDH, EC: 1.1.1.27) é uma enzima citosolica presente
em Vvarios organismos que atua no sistema glicolitico e no metabolismo anaerdbico
através da catalise reversivel de piruvato a lactato ao final da via glicolitica com o
auxilio do sistema de coenzimas NADH/NAD" .Sendo assim, a perda da integridade da
membrana pode ser medida pela quantificacdo da enzima LDH liberada no meio de

cultivo através da reacao a seguir:

Piruvato + NADH + H* —28s | actato + NAD*
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Nesse sistema ocorre o decréscimo da absorvancia inicial devido a oxidagédo do

NADH. O declinio da absorvancia é proporcional a atividade da desidrogenase lactica
liberada apds a ruptura da membrana, (KOH; CHOI, 1987). Antigamente, esse ensaio se
mostrava eficiente, apenas, em analises de morte celular necréticas, no entanto, o
principio, também, tem se mostrado Util na determinacédo de vias apoptéticas, baseando-
se na velocidade da conversdo das coenzimas (KOH; GOTMAN, 1992; GWAG et al.,
1995; LI; ZHANG, 1997; LOBNER, 2000).

Portanto, neste ensaio, aproximadamente 1x10° células/mL de meio de cultura
foram incubadas com os PBDEs, em placas de cultivo contendo 12 pocos, perfazendo as
concentragOes que apresentaram resultados significativos nos ensaios de viabilidade e
proliferacdo celular. Apds o periodo de tratamento (24 ou 48 horas), o0 meio de cultivo
das células foi recolhido e mantido em gelo até 0 momento da deteccdo da atividade da
LDH.

As células aderidas nas placas de culturas foram lavadas com PBS, tripsinizadas
e centrifugadas a 750 g por 5 min. Posteriormente, as células com ruptura na membrana
celular foram quantificadas pelo método de exclusdo de azul de tripan.

A atividade da lactato desidrogenase, presente no meio de cultura, foi
determinada com a utilizacdo do substrato presente no kit comercial LDH UV (Labtest),
contendo NADH 0,18 mmol/L, solu¢do tampdo 50 mmol/L, piruvato de sodio 0,61
mmol/L e azida sodica 1,5 mmol/L preparado imediatamente antes do uso. Sendo assim,
20pL do meio de cultivo, acondicionados em gelo, foram adicionados a uma cubeta,
termostatizada a temperatura de 37°C, contendo 1 mL do substrato oriundo do kit
comercial.

A leitura da absorvancia da solugdo obtida (substrato + meio de cultivo) foi
realizada utilizando comprimento de onda de 340 nm durante 4 minutos em
espectrofotobmetro Hitachi U-2910 e convertida em valores de atividade da LDH

utilizando a formula de converséo, a seguir, sugerida no kit:
Atividade (LDH) = [(ADbSiniciai— AbSsinar) /tempo de leitura] x fator de converséo

No controle positivo as células foram lisadas através da incubacgdo, durante 15
minutos, a temperatura de 37°C, com solucdo de triton X-100 (0,2%). Apds esse

procedimento, 0 meio de incubacdo foi centrifugado a 755 g por 10 minutos e a
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atividade da LDH no sobrenadante foi determinada pela leitura da absorvancia do

mesmo ap(’)s contato com o substrato.

3.9. Fragmentacdo Nuclear

A morte celular por vias apoptoticas pode ser facilmente detectada pela
visualizagdo de fragmentos internucleossdbmicos do DNA, pois, este € um dos eventos
caracteristicos ocorridos durante 0s processos apoptoticos.

O Hoechst 33342 é um corante fluorescente, permeavel a membrana celular,
capaz de ligar- se com os acidos nucléicos do DNA celular, mais especificamente com
as porcOes ricas em timina e adenina, sendo Util na determinacdo dos fragmentos
nucleares (POLLACK; CIANCIO, 1991). Portanto, neste ensaio, o nucleo celular é
corado com solucdo de Hoechst 33342 e os fragmentos nucleares provenientes do
processo apoptético sdo quantificados por microscopia de fluorescéncia.

Desta forma, na realizacio desse ensaio, aproximadamente 1x10* células/mL de
meio de foram cultivadas e tratadas, com os PBDEs, sobre laminulas em placas de
cultivo contendo 12 pocos, perfazendo as concentragdes com resultados significativos
nos ensaios de viabilidade e proliferacdo celular. Apds o periodo de tratamento
adequado (24 ou 48 horas), as células foram lavadas com PBS e fixadas sobre laminulas
com metanol por 2 horas em temperatura de -20°C.

Posteriormente, procedeu-se a marcacdo das células com solucdo de Hoechst
33342 na concentracdo de 5ug/mL por periodo de 30 minutos em temperatura de 37 °C,
seguido pela montagem das mesmas sobre laminas de vidro. O controle positivo do
ensaio foi realizado pela incubacédo das células com cisplatina 1g/L, na concentracao de
100pmol/L, por 2 horas e a analise da fragmentacdo nuclear foi realizada utilizando
microscopio de fluorescéncia Leica DM5000 B e as imagens capturadas usando o
programa LAS core 3.8. Foram quantificadas 300 células em cada ensaio e 0s nucleos
com fragmentacdo foram expressos como porcentagem em relacdo ao numero de células

totais.

3.10. Andlise Estatistica
Os resultados dos dados experimentais foram avaliados pela analise da variancia

(ANOVA), seguida pelo teste de Dunnet para comparagdo dos diversos grupos tratados
em relacdo aos seus controle utilizando o programa GraphPrism, versdo 5.0 para
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Windows. Os resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. Resultados

4.1. Proliferacéo e Viabilidade Celular
O efeito ocasionado pela exposicao ao congénere PBDE-209 sobre o crescimento das

células HepG2, no periodo de 24 e 48 horas, pode ser visualizado na Figura 4. Observa-se
que o composto interfere significativamente no crescimento celular em concentragdes iniciais
de 5umol/L a qual é intensificada apds exposicao prolongada, além de ocasionar inibicdo em

dosagens menores.
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Figura 4. Efeito do congénere PBDE-209 sobre a proliferacao celular da linhagem HepG2 ap6s 24 e 48 horas de exposi¢do. Os
graficos representam média+E, de triplicatas e a comparagdo em relagdo ao grupo controle (sem adicdo de PBDESs) mostrou
resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001, **p<0,01 e *p < 0,05.

PBDE-209 (umol/L)

Foi observado que a inibicdo é acompanhada pela tendéncia ao declinio da
viabilidade e produz resultados significantes na concentracdo de 25umol/L em ambos 0s
periodos investigados (Figura 5). Além disso, nota se que o congénere provoca alteracdes na
proliferacdo celular a partir da concentracdo de 0,1umol/L, no entanto é observado
decréscimo nas taxas de inibicao total da maior concentracéo se, comparada com o periodo de
exposicdo de 24 horas. Este fato pode ocorrer como consequéncia da instabilidade do

composto, o qual pode sofrer degradacdo formando compostos de acdo desconhecida e

e
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sugerindo a necessidade de maiores investigacOes sobre a agdo dos produtos do metabolismo

deste congénere para esclarecer o efeito obtido nesta concentragéo.
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Figura 5. Efeito do congénere PBDE-209 sobre a viabilidade celular da linhagem HepG2 apds 24 e 48 horas de exposicao.
Os graficos representam média+E, de triplicatas e a comparagdo em relagdo ao grupo controle (sem adi¢cdo de PBDES)
mostrou resultados estatisticamente significativos com **p < 0.01 e *p < 0,05.

Desta forma, a analise do efeito provocado na homeostase celular fornece indicios de
efeitos citostaticos em baixas concentracfes, responsaveis, primeiramente, pela parada no
crescimento celular, que pode com a exposicdo prolongada aumentar a sensibilidade das
células, e ocasionar parada no crescimento celular em concentracfes menores. Além dos
efeitos citostaticos, € demonstrado que o composto apresenta um leve potencial citotoxico,
uma vez que as taxas de inibicdo da concentracdo de 25 umol/L observadas na Figura 4, em
ambos os periodos de exposi¢do, sdo acompanhadas significativamente pelo declinio da
funcdo mitocondrial avaliada pelo teste do MTT, sendo este um indicativo de morte celular.

Ja as alteracbes ocasionadas pela exposi¢cdo ao congénere PBDE-99, em ambos
periodos de exposicdo (Figura 6), revelaram que o PBDE-99 apresenta potencial de inibicdo
da proliferacéo celular significativo a partir da concentracdo de 10umol/L ap6s 24 horas de
incubacdo com o composto, sendo acompanhado por um declinio significativo somente na

maior concentracdo avaliada (Figura 7) .
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Figura 6. Efeito do congénere PBDE-99 sobre a proliferagdo celular da linhagem HepG2 ap6s 24 e 48 horas de
exposicao. Os graficos representam médiatE, de triplicatas e a comparagéo em relagéo ao grupo controle (sem adicéo de
PBDEs) mostrou resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001, ***p < 0.01 e *p < 0,05.

Observa-se ainda que os efeitos do congénere PBDE-99 ocorrem de forma
concentracdo e tempo dependente. Nestes mesmos periodos de exposicdo ao composto
observou-se um decréscimo significativo na viabilidade celular, sugerindo assim, que o
composto sob investigacdo apresenta forte potencial citotoxico sobre a linhagem HepG2,
sendo seus efeitos agravados com a exposicao por periodos prolongados.

Por fim, a anéalise do efeito do PBDE-47 sobre a proliferacdo e viabilidade das células
HepG2 sdo demonstrados nas Figuras 8 e 9. E observado que o PBDE-47 interfere no
crescimento celular a partir da concentragdo de 5umol/L, demonstrando ser o congénere que
apresenta resultados significativos em menor concentracdo dentre os trés testados apos 24
horas de exposicdo ao composto. Além disso, este congénere apresentou as maiores
porcentagens de inibicdo da proliferacdo sendo obtidas taxas maiores que 50% em curto

tempo de exposicdo e aumentando significativamente com a exposicdo a um tempo
prolongado.
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Figura 7. Efeito do congénere PBDE-99 sobre a viabilidade celular da linhagem HepG2 ap6s 24 e 48 horas de exposicao.
Os graficos representam médiatE, de triplicatas e a comparagédo em relagédo ao grupo controle negativo (sem adigédo de
PBDESs) mostrou resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001, **p < 0.01 e *p <0,05.
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Figura 8. Efeito do congénere PBDE-47 sobre a proliferagéo celular da linhagem HepG2 ap6s 24 e 48 horas de exposicao.
Os graficos representam média+E, de triplicatas e a comparagdo em relagdo ao grupo controle negativo (sem adicao de
PBDESs) mostrou resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001, **p < 0.01 e *p < 0,05.
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Figura 9. Efeito do congénere PBDE-47 sobre a viabilidade celular da linhagem HepG2 apés 24 e 48 horas de exposigéo.
Os graficos representam média+E, de triplicatas e a comparagédo em relagdo ao grupo controle negativo (sem adicao de
PBDESs) mostrou resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001 e **p < 0.01.

A inibicdo do crescimento celular ocasionada pela exposicdo ao PBDE-47 foi
acompanhada pelo declinio da viabilidade, sendo demonstrado que embora, ainda ndo seja
possivel visualizar, apds 24 horas de exposicdo, resultados significativos na concentracdo de
5umol/L, € visivel a tendéncia ao declinio a partir desta dosagem.

Desta forma, observa-se que os congéneres PBDE-209, PBDE-99 e PBDE-47 podem
interferir na proliferacédo celular de diversas maneiras sugerindo que a acdo destes compostos

esteja relacionada com mecanismos citostaticos e citotdxicos.

4.2. Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)

As alteracdes no potencial de membrana mitocondrial ocasionadas pela exposi¢do ao
PBDE-209 sdo representadas na Figura 10. Observa-se que 0 composto ndo provoca
alteracOes significativas em curto periodo de avaliacdo (Figura 4A), no entanto, com o
decorrer da exposicdo e possivel visualizar decréscimo significativo na maior concentragdo

analisada, reforcando a presenca de indicios citotoxicos do composto.
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Figura 10. Efeito do congénere PBDE-209 sobre o potencial de membrana mitocondrial da linhagem HepG2. O gréafico A
representa 0 comportamento apés 24 horas de exposicdo e em B é representado o comportamento em 48 horas de exposicéo.
Os gréficos representam médiatE, de triplicatas e a comparacdo em relacdo ao grupo controle negativo (Sem adicdo de
PBDEs) mostrou resultados estatisticamente significativos com **p < 0.01. O controle positivo foi realizado utilizando CCCP
(25pumol/L).

As acbes do congénere PBDE-99 sobre 0 PMM das células HepG2 sdo demonstradas
na Figura 11, onde é possivel observar a tendéncia a diminuicdo do PMM em 24 horas de
exposicdo nas menores concentrages resultando em decréscimos significativos com a
concentracdo de 25umol/L. A exposicao prolongada a este congénere demonstrou que com 0
aumento da exposic¢ao a diminui¢cdo do PMM é mais intensa, sendo observado no periodo de
48 horas declinio nos valores totais do potencial de membrana mitocondrial em todas as
concentragdes investigadas.

Estes resultados demonstram que o PBDE-99 induz uma diminui¢do do potencial de
membrana mitocondrial de forma tempo e concentracdo dependente.

N&o foram observados resultados significativos na diminuicdo do PMM apos a
incubacdo com 10umol/L do composto por 24 horas, embora ocorra tendéncia ao declinio da
viabilidade celular neste periodo. Isso sugere que a disfungdo mitocondrial induzida pelo
composto neste tempo e concentracdo seja de baixa intensidade, e sofra acdo do sistema de
restauracdo de dano celular, que pode eliminar as organelas defeituosas. No entanto, com o
aumento do tempo de exposicdo, este sistema ndo € suficiente e os danos sobre o potencial de

membrana mitocondrial podem ser visualizados.
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Figura 11. Efeito do congénere PBDE-99 sobre o potencial de membrana mitocondrial da linhagem HepG2. O gréafico A
representa 0 comportamento ap6s 24 horas de exposi¢do e em B é representado o comportamento em 48 horas de exposicao.
Os graficos representam médiatE, de triplicatas e a comparacgdo em relacdo ao grupo controle negativo (sem adicdo de

PBDE) mostrou resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001 e *p < 0.05. . O controle positivo foi realizado
utilizando CCCP (25pmol/L).

Os efeitos do congénere BDE-47 sobre o PMM obtidos (Figura 12) demonstraram
uma queda no potencial de membrana mitocondrial, em ambos os periodos de anélise
investigados, utilizando as mesmas concentracdes. Além disso, é possivel perceber que o
composto, assim como o congénere PBDE-99, provoca a diminuicdo do potencial de

membrana mitocondrial de forma tempo e concentracdo dependentes.
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Figura 12. Efeito do congénere PBDE-47 sobre o potencial de membrana mitocondrial da linhagem HepG2. O grafico A
representa o comportamento ap6s 24 horas de exposicdo e em B é representado o comportamento em 48 horas de
exposicao. Os graficos representam média média+E, de triplicatas e a comparagdo em relagdo ao grupo controle mostrou
resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001 , **p < 0.01 e *p < 0.05. O controle positivo foi realizado
utilizando CCCP (25pumol/L).
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Os resultados obtidos na anélise do potencial de membrana mitocondrial dos trés
congéneres investigados corroboram os indicios do potencial tdxico, além de evidenciar os
danos mitocondriais induzidos pelos PBDEs e sugerir uma via de morte celular ativada por

mecanismos dependentes de falhas na mitocondria.

4.3. Acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
A avaliacdo do acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na linhagem HepG2

ocasionada pela exposicdo ao PBDE-209 é apresentada na Figura 13.
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Figura 13. Acimulo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) na linhagem HepG2 ocasionado pela exposi¢do ao PBDE-209.
O grafico A representa o comportamento apds 24 horas de exposicao e em B é representado 0 comportamento em 48 horas de
exposicao. Os graficos representam médiatE, de triplicatas e a comparacdo em relacdo ao grupo controle negativo (sem
adicdo de PBDE) mostrou resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001, **p < 0.01. O controle positivo foi
realizado utilizando TBHP (100umol/L).

O congénere PBDE-209 mostrou ser responsavel pelo acimulo de EROs em taxas
superiores a 50% nas concentracdes de 5umol/L, 10umol/L e 25umol/L, ja apds 24 horas de
incubacdo com o composto. Com o aumento do tempo de exposi¢do houve uma elevagédo do
acumulo de EROs de forma concentracdo dependente; observou-se também a capacidade de
indugdo do acimulo de EROs a partir da concentracéo de 0,5umol/L.

A concentracdo de 25umol/L demonstrou uma alta porcentagem de acumulo de EROs
(114 £17,57) em relacdo ao grupo controle, mostrando assim, o forte potencial oxidativo do
congénere, sendo sugerida uma relagcdo entre esse resultado e o declinio do potencial de

membrana mitocondrial obtido na mesma concentragéo.

54



Alecsandra Oliveira de Souza Resultados
o

O declinio do potencial de membrana mitocondrial pode ocasionar estresse oxidativo
citotdxico, uma vez que, este decréscimo pode interferir na produgio de ATP. E conveniente
ressaltar que nas demais concentracdes analisadas, também foram obtidas taxas significativas
de acumulo de EROs, sendo sugerido que este acumulo também esteja envolvido com o0s
efeitos citostatico obtidos pela exposi¢do ao composto.

O acumulo de EROs ocasionado pela exposicdo ao PBDE-99 pode ser visualizado na
Figura 14, onde se demonstra que o composto é responsavel pelo acimulo significativo de
espécies reativas de oxigénio 25umol/L (24 horas) e 5umol/L (48 horas) em ambos os
periodos investigados. Além disso, é possivel visualizar que o efeito deste congénere é

intensificado com o aumento do tempo de incubacdo.

A B
125 125
100+ 100+ = il
«» 754 w754
8 o 8 -
& i} Kkk —I_
S 50+ —l— R 50 T
25 25 ’_—L‘
0 0
Q 0\\\/ 15} N f{/o Q 0\\\/ N “ D rf,’J
N N
¥ N
N PBDE99 (pmol/L) N PBDE99 (umol/L)
Q R
/3’\2‘ /\Q"z‘

Figura 14. Acimulo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) na linhagem HepG2 ocasionado pela exposi¢do ao PBDE-99.
O gréafico A representa o comportamento apds 24 horas de exposicéo e em B é representado o comportamento em 48 horas
de exposicdo. Os graficos representam médiatE, de triplicatas e a comparagéo em relagdo ao grupo controle negativo (sem
adicdo de PBDE) mostrou resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001 e **p < 0.01. O controle positivo foi
realizado utilizando TBHP (100pumol/L).

O congénere PBDE-47 também demonstrou potencial para acimulo de EROS em

ambos os periodos avaliados de forma concentragéo e tempo dependentes, conforme pode ser

visualizado na Figura 15.

A anédlise do acumulo de EROS mostrou a capacidade dos PBDEs em alterar o
comportamento celular ocasionando uma elevagdo pronunciada destes compostos na célula,
podendo 0 mesmo estar interligado com 0s mecanismos citotoxicos dos compostos, uma vez

que a elevacao dos niveis de EROs acima da capacidade redox das celulas pode resultar em

estresse oxidativo citotoxico.
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Figura 15. Acimulo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) na linhagem HepG2 ocasionado pela exposi¢do ao PBDE-47. O
grafico A representa o comportamento apés 24 horas de exposi¢do e em B é representado o comportamento em 48 horas de
exposicao. Os gréaficos representam média+E, de triplicatas e a comparacéo em relagdo ao grupo controle negativo (sem adicao de
PBDESs) mostrou resultados estatisticamente significativos com ***p < 0.001, **p < 0.01. O controle positivo foi realizado
utilizando TBHP (100pmol/L).

4.4. Exposicao da fosfatidilserina na face externa da membrana celular

Para a andlise do tipo de morte celular induzida pelos PBDES, o0 primeiro pardmetro
analisado foi a exposicdo da fosfatidilserina. Os resultados referentes a incubacdo com o
congénere PBDE-209 por 24 horas podem ser visualizados nas Figuras 16 e 17. Para a analise
foi utilizada a concentracdo de 25umol/L, pois foi a Unica a apresentar uma diminuicdo
significativa no teste do MTT. Ndo foi observada a presenca de células com danos necroticos
visiveis em 24 horas de exposicdo e apenas uma pequena morte por apoptose indicada pela
exposicdo da fosfatidilserina neste periodo. A exposicdo da fosfatidilserina induzida por este
composto &, no entanto, intensificada com o aumento do tempo de incubacdo para 48 horas
(Figuras 18 e 19), sendo possivel a deteccdo deste efeito em concentragdo menor (10umol/L)
do que a obtida no periodo de incubagéo anterior, confirmando a presenca de mecanismos
apoptdticos nas maiores concentracdes e em periodos de incubacdo prolongados.

As concentracbes menores que 25umol/L, no ensaio de 24 horas, e, 10umol/L no
ensaio de 48 horas, usando o PBDE-209 n&o foram avaliadas, pois as mesmas ndo induziram

declinio da fungdo mitocondrial pelo ensaio de MTT.
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Figura 16. Efeito do congénere PBDE-209 sobre a exposi¢do da fosfatidil serina da membrana externa de células HepG2 apds 24
horas de exposicéo. As figuras sdo representativas de triplicatas de experimentos independentes. Controle Negativo (cultura sem

adicdo de PBDEs) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 17. Exposicéo da fosfatidilserina ocasionada pelo PBDE-209 apds 24 horas de exposi¢édo. Os gréaficos representam média *E;
de triplicatas e a comparacdo em relacdo ao grupo controle negativo mostrou resultados estatisticamente significativos com *p <
0.05. Controle Negativo (cultura sem adi¢do de PBDESs) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 18. Efeito do congénere PBDE-209 sobre a exposi¢do da fosfatidilserina da membrana externa de células HepG2 ap6s 48
horas de exposicéo. As figuras sdo representativas de triplicatas de experimentos independentes. Controle Negativo (cultura sem
adicao de PBDEsS) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 19. Exposicdo da fosfatidilserina ocasionada pelo PBDE-209 apés 48 horas de exposi¢do. Os graficos representam
médiatE, de triplicatas e a comparacdo em relagdo ao grupo controle negativo mostrou resultados estatisticamente
significativos com ***p < 0.001, **p < 0.01 e *p < 0.05. Controle Negativo (cultura sem adi¢do de PBDESs) e Controle Positivo

usando cDDP (1mg/mL).

60



Alecsandra Oliveira de Souza Resultados
o

Quando avaliamos a exposi¢do ao PBDE-99, observamos que embora o composto ndo
tenha provocado falhas na fun¢do mitocondrial a partir da concentracdo de 10pumol/L (Figura
7) foi observado que a exposicdo da fosfatidil serina j& pode ser detectada a partir desta
dosagem quando analisada no periodo de 24 horas (Figuras 20 e 21). Além disso, a analise
apos 48 horas de incubagdo mostrou que o composto atua de forma concentracdo e tempo
dependente provocando aumento nas taxas apoptéticas proporcional as aumento das

concentracgdes investigadas (Figuras 22 e 23).
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Figura 20. Efeito do congénere PBDE-99 sobre a exposicéo da fosfatidilserina da membrana externa de células HepG2 apds 24
horas de exposi¢éo. As figuras sdo representativas de triplicatas de experimentos independentes. Controle Negativo (cultura sem
adicao de PBDES) e Controle Positivo usando cDDP (1ma/mL).
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Figura 21. Exposicao da fosfatidilserina ocasionada pelo PBDE-99 ap6s 24 horas de exposi¢éo. Os graficos representam
médiatE, de triplicatas e a comparagdo em relacdo ao grupo controle negativo mostrou resultados estatisticamente
significativos com ***p < 0.001 e *p < 0.05. Controle Negativo (cultura sem adi¢do de PBDEs) e Controle Positivo

usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 22. Exposicéo da fosfatidilserina ocasionada pelo PBDE-99 ap6s 48 horas de exposi¢do. Os gréaficos representam
médiatE, de triplicatas e a comparacdo em relagdo ao grupo controle negativo mostrou resultados estatisticamente
significativos com ***p < 0.001 e **p < 0.01. Controle Negativo (cultura sem adi¢do de PBDEs) e Controle Positivo usando

c¢DDP (Img/mL).
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Figura 23. Efeito do congénere PBDE-99 sobre a exposicao da fosfatidilserina da membrana externa de células HepG2 apds 48
horas de exposicao. As figuras sdo representativas de triplicatas de experimentos independentes. . Controle Negativo (cultura

sem adicao de PBDES) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 24. Efeito do congénere PBDE-47 sobre a exposi¢io da fosfatidilserina da membrana externa de células HepG2
apds 24 horas de exposicdo. As figuras sdo representativas de triplicatas de experimentos independentes. Controle

Negativo (cultura sem adigdo de PBDESs) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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J4 as alteracBes na membrana celular ocasionada pela exposicdo ao PBDE-47 apés 24
horas podem ser visualizadas nas Figuras 24 e 25, onde observa-se que nas concentracoes
com decréscimo da funcdo mitocondrial, analisadas pelo ensaio do MTT, ocorre a
predominancia da exposi¢cdo de fosfatidilserina na face externa da membrana celular, que,

assim como ocorrido com 0s outros congéneres, se manteve até 48 horas (Figuras 26 e 27).

Viavéis Apoptoticas
100 100
80 80
i .
8 60 8 60
E . E} ek
8 ol *kk 8
S s 407 .
204 20 ok =
0 T T T 0 T i T T
S ° v S ° $ ?
s ® & $
¥ eq,% <
N 3
0&1(0 PBDE47 ( p,mOl/L) '60\ PBDE47 (p,moI/L)
@) o
Necroticas/Apoptdticas Necroticas
100 1004
804 80
& 60 g 60
3 s
8 s kK g
X < 407
20 20
0 T T T 0 T T T T
° &K ° » ¥ & & © N ®
& & & &
3 &
& PBDE 47 (umol/L) & PBDEA47 ( pmol/L)
® [¢X

Figura 25. Exposicdo da fosfatidilserina ocasionada pelo PBDE-47 ap6s 24 horas de exposicdo. Os gréaficos representam
médiatE, de triplicatas e a comparacdo em relacdo ao grupo controle negativo mostrou resultados estatisticamente
significativos com ***p < 0.001 e *p < 0.05. Controle Negativo (cultura sem adi¢cdo de PBDEs) e Controle Positivo usando

c¢DDP (Img/mL).
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Figura 26. Efeito do congénere PBDE-47 sobre a exposicdo da fosfatidil serina da membrana externa de células HepG2
apos 48 horas de exposicdo. As figuras sdo representativas de triplicatas de experimentos independentes. Controle
Negativo (cultura sem adi¢éo de PBDESs) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 27. Exposicdo da fosfatidilserina ocasionada pelo PBDE-47 ap6s 48 horas de exposi¢do. Os gréaficos representam

média de triplicatas e a comparag&o em relagdo ao grupo controle mostrou resultados estatisticamente significativos com
***p < 0.001 e **p < 0.001. Controle Negativo (cultura sem adi¢cdo de PBDEs) e Controle Positivo usando cDDP

(Img/mL).

4.5. Integridade da Membrana Celular
A avaliacdo da liberacdo da enzima lactato desidrogenase pode ser uma ferramenta util

na diferenciacdo dos mecanismos apoptéticos ou necréticos. Sendo assim, os efeitos dos

PBDEs sobre integridade da membrana das células HepG2, medida pela liberacdo da lactato

desidrogenase, podem ser observados nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28. Liberagédo da enzima lactato desidrogenase ocasionada pela exposi¢do de 24 horas aos PBDE-209 (A), PBDE-99 (B) e
PBDE-47 (C). A atividade da enzima foi avaliada durante intervalo de tempo de 4 minutos e os gréaficos representam médiatE, de
triplicatas. Controle Negativo (cultura sem adi¢do de PBDES) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 29. Liberacéo da enzima lactato desidrogenase ocasionada pela exposicéo de 48 horas aos PBDE-209 (A), PBDE-
99 (B) e PBDE-47 (C). A atividade da enzima foi avaliada durante intervalo de tempo de 4 minutos e os graficos
representam média de triplicatas. Controle Negativo (cultura sem adi¢do de PBDEs) e Controle Positivo usando cDDP

(Img/mL).
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Os congéneres avaliados n&o induziram danos na membrana celular em ambos
periodos investigados, pois, ndo foram observados aumento significativos na atividade
enzimatica da LDH em relacéo aos controles. No entanto, € possivel observar um declinio da
quantidade de LDH presente no meio reacional (Figuras 28e 29), sugerindo que este
decréscimo ocorra devido ao nimero reduzido de células restantes no meio reacional apés a
exposicéo aos PBDEs.

Estes resultados confirmam os indicios de prevaléncia dos mecanismos de morte
celular por vias apoptdticas, corroborando com os resultados obtidos com a analise da
exposicdo de fosfatidilserina, uma vez que, ndo h& extravassamento do conteldo celular,

indicando um mecanismo de morte sem rompimento da membrana.

4.6. Fragmentacao Nuclear

Para confirmacdo da inducdo de morte celular pela via apoptética induzida pelos
PBDEs avaliou-se a condensacéo e fragmentacdo nuclear nas células HepG2, apds 24 e 48
horas de incubacéo, corados com o reagente Hoechst 33342. No tempo de 24 horas observou-
se que o congénere PBDE-209 induz, levemente, a fragmentacdo nuclear, estando de acordo

com os indicios apopt6ticos obtidos nos ensaios anteriores (Figuras 30 e 31).

CONTROLE

10pmol/L 25pumol/L

Figura 30. Efeito do PBDE-209 sobre a condensagdo e fragmentacdo nuclear das células HepG2
incubadas por 24 horas, coradas com Hoechst 33342 e analisadas por microscopia de fluorescéncia. As
setas indicam nucleos fragmentados e/ou condensados. Controle Negativo (cultura sem adicdo de
PBDEsS) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Embora ndo tenha sido analisada a investigacdo dos efeitos do congénere sobre a
exposicdo da fosfatidilserina na concentracdo de 10umol/L em periodo de 24 horas de
exposicdo foi observado que a fragmentacdo nuclear nesta concentracdo ja é significativa,
sugerindo uma leve tendéncia a apoptose nesta concentracdo, confirmando os resultados

observados pela andlise do ensaio de MTT e a tendéncia ao declinio do PMM nesta dosagem.
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Figura 31. Porcentagem de células apresentado
caracteristicas apoptéticas , coradas com Hoechst 33342 e
guantificadas por microscopia de fluorescéncia, ocasionadas
pela exposicdo de 24 horas ao PBDE-209. Os gréficos
representam médiatE, de triplicatas com resultados
estatisticamente significativos de ***p < 0.001 e *p < 0.05.
Controle Negativo (cultura sem adi¢do de PBDEs) e
Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).

A fragmentagao nuclear Induzida por este congenere ocorre de maneira concentragao e
tempo dependentes, pois € observado que ha aumentos significativos nas quantidades de
células fragmentadas com o aumento do tempo de exposicdo (Figuras 32 e 33).

Os congéneres PBDE-99 e PBDE-47 também ocasionaram a condensacdo e/ou
fragmentacdo nuclear em ambos periodos investigados, confirmando as evidéncias de
ativacdo de vias de apoptose por todos os congéneres avaliados.

A fragmentacéo nuclear induzida pela exposicdo ao PBDE-99 em periodo de 24 horas
(Figuras 34 e 38A) esta de acordo com os indicios apoptoticos dos ensaios anteriores, sendo
demonstrado que o potencial citotoxico do composto ocorre de forma concentracdo e tempo
dependente (Figuras 35 e 38B)

Ja o congénere PBDE-47 demonstrou induzir a fragmentacdo nuclear originando as
maiores taxas entre 0s compostos investigados e confirmando o elevado potencial citotdxico
deste congénere (Figuras 36 e 37). Este efeito apresentado também ocorreu de maneira

concentracédo e tempo dependente (Figura 39).
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Figura 32. Efeito do PBDE-209 sobre a condensagéo e fragmentagdo nuclear das células HepG2 incubadas por 48 horas, coradas
com Hoechst 33342 e analisadas por microscopia de fluorescéncia. As setas indicam nucleos fragmentados e/ou condensados
Controle Negativo (cultura sem adicao de PBDES) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 33. Porcentagem de células apresentado caracteristicas
apoptdticas, coradas com Hoechst 33342 e quantificadas por
microscopia de fluorescéncia, ocasionadas pela exposicdo de 48 horas
ao PBDE-209. Os gréficos representam médiatE, de triplicatas com
resultados estatisticamente significativos de ***p < 0.001 e *p < 0.05.
Controle Negativo (cultura sem adi¢do de PBDEs) e Controle Positivo
usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 34. Efeito do PBDE-99 sobre a condensacéo e fragmentacdo nuclear das células HepG2 incubadas por 24 horas, coradas com
Hoechst 33342 e analisadas por microscopia de fluorescéncia. As setas indicam nucleos fragmentados e/ou condensados. Controle
Negativo (cultura sem adicao de PBDES) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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CONTROLE

Figura 35. Efeito do PBDE-99 sobre a condensagéo e fragmentacdo nuclear das células HepG2 incubadas por 48 horas, coradas com
Hoechst 33342 e analisadas por microscopia de fluorescéncia. As setas indicam nucleos fragmentados e/ou condensados. Controle
Negativo (cultura sem adigéo de PBDEs) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 36. Efeito do PBDE-47 sobre a condensacédo e fragmentacgéo nuclear das células HepG2 incubadas por 24 horas, coradas com

Hoechst 33342 e analisadas por microscopia de fluorescéncia. As setas indicam nucleos fragmentados e/ou condensados. Controle
Negativo (cultura sem adi¢do de PBDEs) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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CONTROLE

10pmol/L

Figura 37. Efeito do PBDE-47 sobre a condensacdo e fragmentacdo nuclear das células HepG2 incubadas por 48 horas, coradas com

Hoechst 33342 e analisadas por microscopia de fluorescéncia. As setas indicam nucleos fragmentados e/ou condensados. Controle
Neaativo (cultura sem adicdo de PBDESs) e Controle Positivo usando cDDP (1ma/mL).
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Figura 38. Porcentagem de células apresentado caracteristicas apoptdticas, coradas com Hoechst 33342 e quantificadas por
microscopia de fluorescéncia, ocasionadas pela exposi¢do ao PBDE-99. O gréafico A representa a exposi¢do de 24 horas e o
gréafico B representa a exposicdo de 48 horas. As barras representam médiatE, de triplicatas com resultados estatisticamente
significativos com ***p < 0.001. Controle Negativo (cultura sem adigédo de PBDEs) e Controle Positivo usando cDDP (1mg/mL).
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Figura 39. Porcentagem de células apresentado caracteristicas apoptéticas, coradas com Hoechst 33342 e quantificadas por
microscopia de fluorescéncia, ocasionadas pela exposigdo ao PBDE-47. O gréfico A representa a exposicdo de 24 horas e o gréafico B
representa a exposicdo de 48 horas. As barras representam média de triplicatas com resultados estatisticamente significativos com
***p < 0.001 e **p < 0.05.
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5. Discussao

Os efeitos tdxicos que os contaminantes podem ocasionar sobre a sadde dos individuos
tém sido amplamente investigados através de analises que avaliem as alteracGes ocorridas
sobre as fun¢des bésicas de diferentes linhagens celulares derivadas dos 6rgaos alvos da acéo
toxica de contaminantes especificos (MADIA et al., 2004). A proliferagdo celular, processo
fundamental na manutencdo da homeostasia dos tecidos vivos, € uma das primeiras fungdes
sensiveis as alteracdes apds exposicdo aos agentes contaminantes, pois € através desta fungédo
que a célula demonstra seu potencial de divisao e crescimento em condi¢des normais.

As alteragOes sobre o crescimento celular podem ser utilizadas como um indicativo do
estado fisiologico das células devido a existéncia fundamental de relacbes entre a
coordenacao, balanco, crescimento e morte celular (GUO; HAY, 1999). Essas mudancas
podem ocorrer de duas maneiras distintas relacionadas ou com crescimento desordenado
responsavel pelo aparecimento de tumores (GELDERBLOM et al., 2001; SILVA; SILVA,
2005; HANNELIEN et al., 2012), ou com efeitos antiproliferativos (PILATOVA et al., 2005;
MINORICS et al., 2011) através de mecanismos citostaticos e/ou citotoxico, devido ao
bloqueio do ciclo celular e indugdo de morte, respectivamente.

A toxicidade de diferentes contaminantes ambientais revela que compostos
pertencentes a classe dos plastificantes, praguicidas, bifenilas policloradas e alguns
retardantes de chamas sdo capazes de provocar efeitos antiproliferativos diferenciados em
funcdo da linhagem avaliada, sendo na maioria dos casos associados com a presenca de
mecanismos citotoxicos (GHISARI et al., 2005; PTAK et al., 2009; HUANG H et al., 2010;
VENKATESHA et al., 2010).

De acordo com o exposto, nossos resultados revelam comportamento semelhante para
0s congéneres avaliados, sendo observado potencial destes compostos em interferir com a
proliferacdo normal das células HepG2. A classificacao e a intensidade do efeito obtido foram
diferenciadas com o tipo de congénere investigado. No entanto, apesar de prevaléncia dos
mecanismos citotoxicos é possivel observar a indugdo de mecanismos citostaticos.

Os resultados relacionados ao congénere BDE-209 demonstram que o composto exibe
efeitos citotoxicos sobre as celulas HepG2 da mesma forma observada para as células neurais
de roedores, de espécies aquaticas ou hepaticas humanas e estes estudos demonstraram que a
toxicidade deste congénere esté relacionada a exposicéo a elevadas concentragdes (HU et al.,
2007; CHEN J et al., 2010; JIN et al., 2010).
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No entanto, de acordo com nossos resultados os efeitos do congénere sobre as células
HepG2 sdo inicialmente relacionados a uma interferéncia citostatica em concentracdes
menores através do bloqueio do crescimento celular. Apesar disso, foi observado um
decréscimo na intensidade do efeito em funcdo do tempo provavelmente devido a
metabolizacdo, produzindo diversos subprodutos com caracteristicas quimicas e toxicologicas
diversificadas em relagdo aos produtos originais (BOTARO; TORRES, 2007). Esta hipotese é
reforcada, pois, este efeito anémalo sobre a proliferacdo celular ndo foi obtido em relagdo aos
congéneres PBDE-47 e PBDE-99, que possuem maior estabilidade estrutural ndo sofrendo
reducdo de sua estrutura quimica.

A presenga, primeiramente, dos efeitos citostaticos também pode ser ocasionada pelas
diferencas na estrutura tridimensional de cada congénere, sendo sugerido que a mesma possa
interferir nas caracteristicas toxicas dos compostos, pois os estudos sobre os efeitos das
bifenilas policloradas (PCBs) relatam que o grau de toxicidade destes contaminantes esta
relacionado com as diferencas estruturais das moléculas, sendo os efeitos toxicos mais
pronunciados obtidos com as moléculas com menor quantidade de substituintes nas posicdes
orto devido ao impedimento estérico de cada estrutura tridimensional, o qual dificulta a
interacdo destes compostos com a célula (YILMAZ et al., 2006 ; AZEVEDO E SILVA, et
al., 2007; CHEN Y et al., 2010; SHEN et al., 2011,).

Portanto, em virtude das semelhancas estruturais entre os PBDES e 0s PCBs € sugerido
que os substituintes da posicdo orto da molécula do PBDE-209 dificulte a interacdo desse
composto com a célula e ocasione efeito de menor intensidade em relacdo aos demais
congéneres investigados (STAPLETON et al., 2008; ERRATICO et al., 2011), sendo
necessario maior concentracdo do composto e maior tempo de contato para ocorrer danos
mais significativos.

A influéncia dos produtos do metabolismo é sugerida uma vez que apesar da auséncia
de dados toxicoldgicos sobre os verdadeiros metabolitos originados pelo congénere PBDE-
209, recentes estudos sobre a toxicidade dos PBDEs mostram que os metabolitos podem
influenciar nos efeitos toxicos de cada composto. E em virtude disso, esses metabolitos sdo
alvo de pesquisas que visem esclarecer o potencial toxico dos PBDESs, uma vez que, suas
provaveis acOes sdo diferenciadas em funcdo do congénere e do organismo envolvido.

Desta forma, a avaliacdo da toxicidade do PBDE-209 ainda é conflituosa mas ja foi
evidenciado que a administracdo oral ou intravenosa do congénere PBDE-209 em ratos é
responsavel pela presenca de metabdlitos metoxilados, acetilados e hidroxilados na bile,
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fezes, plasma e figado dos animais expostos ao composto (MORK et al., 2003;
SANDHOLM et al., 2003; RIU et al., 2008). Em culturas de hepatdcitos humanos, embora
esses metabolitos sejam ausentes, foi observada alta expressdo de genes responsaveis pela
ativacdo enzimas necessaria para toxicodindmina de xenobidticos (STAPLETON et al.,
2009). E, além disso, os niveis de metabdlitos hidroxilados no sangue de criangas que
vivem em regides expostas aos PBDEs sdo extremamente alarmantes (ATHANASIADOU
et al., 2008). Portanto, embora os efeitos de tais metabolitos sejam incertos, sua presenca é
bem evidenciada.

Além dos metabolitos, outros subprodutos podem ser obtidos a partir do PBDE-209
devido a grande instabilidade do composto em sofrer redugdo no nimero de substituintes em
sua estrutura formando compostos com nove e oito &tomos de bromos e com acéo toxica
ainda ndo esclarecida. (SODERTROM et al., 2004; STAPETLON et al., 2008;
FREDERIKSEN et al., 2010). Esta diversidade de subprodutos obtidos pode estar relacionada
com o amplo efeito citostatico observado na exposi¢do em baixas concentrac@es e, portanto,
sdo necessarias investigacbes mais detalhadas com relacdo a toxicidade individual de cada
subproduto.

Em relacdo as altas concentracGes avaliadas, a acdo do efeito do PBDE-209 mostrou
que inibicdo do crescimento celular obtida foi acompanhada pelo inicio de falhas na funcéo
mitocondrial das células, com queda do seu potencial de membrana, as quais se ndo forem
reparadas pela maquinaria intracelular poderdo ocasionar morte celular por mecanismos
apoptoticos conforme foi descrito por Hu et al., 2007.

O decrescimo da quantidade de substituintes em torno da estrutura aromatica dos
PBDEs demonstrou que os PBDE-99 e PBDE-47 produzem efeitos antiproliferativos
diferenciado em relacdo ao PBDE-209, sendo observada a inibigédo do crescimento celular a
partir de concentragcdes menores aquelas observadas para 0 BDE-209. No entanto, o declinio
da viabilidade nas mesmas concentracdes demonstra que a inibicdo do crescimento celular
esta relacionada com a presenca de morte celular.

Além disso, € sugerido que a intensidade do efeito dos congéneres com menor numero
de substituintes em sua estrutura (PBDE-99 e PBDE-47) ocorra devido a estrutura
tridimensional coplanar destes compostos associada com o decréscimo do peso molecular,
que facilitam sua absorcdo e contribuem para os elevados indicios toxicoldgicos destes

congéneres, uma vez que, 0S compostos com menor peso molecular apresentam maior
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incidéncia em compartimentos ambientais e nos organismos (AZEVEDO E SILVA, et al.,
2007; SHEN et al., 2011).

Os PBDE-99 e PBDE-47 sdo metabolizados por rotas oxidativas, as quais produzem,
em mamiferos, metabdlitos hidroxilados que podem esta interligados com o aumento, em
funcdo do tempo, da intensidade dos efeitos obtidos sobre as células HepG2, pois é relatado
que tais metabdlitos, apresentam potencial tdxico mais pronunciado em relagcdo as moléculas
originais (HAKK et al., 2003; CHEN et al., 2006; MARSH et al., 2006; STASKAL et al.,
2006; STAPLETON et al., 2009; DONG et al., 2010; ERRATICO et al., 2010; WISEMAN
etal., 2011).

A comparagdo dos mecanismos de agdo entre PBDE-99 e PBDE-47 mostrou que, a
principio, 0 menor congénere apresenta evidéncias citotoxicas mais intensas nas
concentracdes avaliadas. Conforme relatado anteriormente, este fato ocorre devido a maior
facilidade de absorcédo do PBDE-47. No entanto, a exposi¢do prolongada provoca o aumento
da sensibilidade das células ao PBDE-99, aumentando o efeito desta substancia sobre as
células HepG2.

Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que apo6s a absorcdo, a metabolizacdo do
PBDE-99 é mais favorecida em relacdo ao PBDE-47, conforme descrito por Qiu et al.,
(2009) que avaliaram a capacidade de producdo de metabdlitos hidroxilados dos congéneres
PBDE-99, PBDE-47 e PBDE-100. Da mesma forma, Erratico et al (2011) demonstraram
que o metabolismo de PBDE-99 por enzimas hepaticas microssomais de ratos € mais
pronunciado se comparado ao PBDE-47. Apesar disso, em relacdo a intensidade dos efeitos
obtidos, o PBDE-47 manteve os elevados indicios toxicologicos em ambos os periodos
investigados, sugerindo que a toxicidade dos trés congéneres avaliados esteja relacionada
com a estrutura tridimensional, tamanho da molécula e metabdlitos produzidos.

Diferentes propriedades do funcionamento celular podem ser medidas na investigagéo
dos mecanismos toxicos dos PBDEs, portanto, além da inibicdo do crescimento celular e o
decaimento da viabilidade, outras funcdes da célula foram avaliadas com intuito de elucidar
os efeitos ocasionados pela exposicao a esses agentes tOXicos.

O decaimento da viabilidade das células HepG2, medido por meio da formacao de sal
de formazan, é um indicativo da presenca de falhas no funcionamento mitocondrial, as quais
podem, inclusive, ser acompanhadas pela despolarizagdo mitocondrial comprometendo o
funcionamento normal das células e desencadeando apoptose. O declinio no potencial de

membrana mitocondrial é relacionado com o indicativo da citotoxidade de diversos
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compostos, incluindo os PCBs, devido & diminuicdo na producdo de ATP gerando o
comprometimento da principal fonte de energia necessaria para manutencdo da vida celular,
sendo o desenvolvimento de estresse oxidativo um dos principais responsaveis por este
efeito (GUA et al., 2006; TAKEHIJO, 2006; DOROSHENKO N; DOROSHEKO P, 2007;
LI et al., 2007; ROGALSKA et al., 2008; VALMAS et al., 2008; LUKANDU et al., 2009;
BEMBA-MEKA et al., 2011; JIANG et al., 2011; KUZNETSOV et al., 2011).

De forma semelhante, em nossos resultados foram observados que as falhas na
funcionalidade celular ocasionada pela exposi¢do aos diferentes congéneres de PBDES estéo
interligadas com a despolarizagdo mitocondrial e com o desenvolvimento de elevado
estresse oxidativo, sugerindo que os trés congéneres induzem a morte celular. Dessa forma,
0 decaimento do potencial de membrana mitocondrial e o estresse oxidativo ocorrido pela
exposicdo ao congénere deca-substituido, somente na maior concentracdo analisada vao ao
encontro dos danos na fungdo mitocondrial obtidos pelo ensaio de MTT, uma vez que esses
dados s&o mais intensos com o decorrer da exposi¢cdo, confirmando a citotoxidade deste
composto, conforme relatado por Hu et al, (2007).

Além disso, é possivel observar que o acimulo de EROs néo esta envolvido, somente,
com os indicios citotdxicos, pois 0 mesmo ja € pronunciado em curto tempo de exposicao,
demonstrando que o acumulo de EROs provoca, primeiramente, a parada do crescimento
celular que evolui, com o decorrer do tempo, para estresse oxidativo citotdxico. Esses
resultados sdo possiveis, pois compostos com potencial de elevar a producdo de EROs acima
da capacidade redox das células podem alterar a homeostase celular através do
comprometimento dos niveis de ATP, oxidacdo de lipidios, proteinas e acidos nucléicos
ocasionando danos ao DNA.

Entretanto, dependendo da intensidade dos danos, como forma de sobrevivéncia,
primeiramente as células bloqueiam o crescimento celular e se 0s mecanismos de defesa
intracelular ndo forem capazes de superar os danos ocasionados, o efeito culminara na morte
celular (LI et al., 2007; KUZNETSOV et al., 2011).

Estudos recentes sobre a toxicidade dos congéneres com menor quantidade de bromos
na estrutura quimica demonstram que 0s mecanismos in vivo e in vitro, também sao
mediados pela presenca de estresse oxidativo, sendo que a exposicdo do PBDE-99 sobre
células hepaticas e renais de roedores ocasiona danos oxidativos que afetam a
despolarizacdo mitocondrial (ALBINA et al., 2010), enquanto que o PBDE-47 induz a

apoptose de células imortalizadas de linfdcitos e neuroblastoma por mecanismos de acimulo
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de EROs e queda do potencial de membrana mitocondrial (WEIHONG et al., 2008; YAN et
al., 2011) e tais achados séo corroborados pelos nossos resultados.

Além disso, baseado no exposto acima, o declinio do potencial de membrana
mitocondrial e o acimulo de EROs ocasionado pela exposicdo aos PBDEs sugerem a
inducdo de morte celular apoptética das células hepéticas, sendo o processo desencadeado
por estresse oxidativo.

Durante a apoptose € possivel observar uma série de alteracdes bioquimicas e
morfolégicas que ocasionam o0 colapso da estrutura celular, sendo observadas,
principalmente, alteracbes sobre o citoesqueleto com marginalizacdo de fosfolipideos,
condensacdo da cromatina e fragmentagdo nuclear. As alteracbes sobre a membrana
plasmatica sdo ativadas por um grupo de proteases com potencial para comprometer a
estrutura da membrana e permitir a translocalizacdo do aminofosfolipideo fosfatidilserina
para a face externa da membrana servindo de mecanismo sinalizador do processo
apoptdtico, pois essa externalizacdo é um dos eventos iniciais do processo (ENGELAND et
al., 1998; KRYSKO et al., 2007).

Em virtude disso, os ensaios sobre a toxicidade em diferentes linhagens celulares
mostram que a quantificacdo das fosfatidilserina externalizada na membrana € util na
diferenciacdo dos mecanismos de morte celular de compostos sobre investigacao terapéutica
ou na avaliagdo da toxicidade de contaminantes (RUIZ et al., 1999; CHANGLIN et al.,
2008; CHEN J et al., 2010). Dessa forma, pdde se observar que as evidéncias de morte
celular apoptotica obtidas nos ensaios anteriores através da exposicdo dos diferentes
congéneres de PBDE sdo acompanhadas pelo aumento da externalizacdo das fosfatidilserina,
as quais reforcam a teoria de desencadeamento de ativacdo de vias de apoptose.

Os potenciais de inducdo de morte celular de cada congénere seguiram 0s padrfes
obtidos nos ensaios anteriores, sendo observados no congénere PBDE-209 os menores
potenciais apoptoticos. Esses resultados estdo de acordo com os achados de Hu et al., 2007
que prop0Os a presenca de morte celular apoptoética de células HepG2 apds exposi¢do ao
congénere decabrominado, porém ndo haviam evidéncias sobre as alteracGes a nivel de
membrana celular. Além disso, 0 mecanismo de acdo apoptotica deste congénere, ja foi
proposta em outros ensaios de toxicidade utilizando linhagens celulares diferentes (HUANG
H, et al., 2010; JIN et al., 2010; COSTA; GIORDANO, 2011).

Em relagdo aos congéneres PBDE-99 e PBDE-47 nossos resultados confirmam as
evidéncias do elevado potencial apoptotico dos compostos em células hepaticas, conforme
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evidenciado em nossos ensaios anteriores e com o0 potencial apoptético de ambos
congéneres em outras linhagens (MADIA et al., 2004; JIN et al., 2010; TAGLIAFERI et
al., 2010; YAN et al., 2011).

A exclusdo dos mecanismos de morte celular por vias necroticas foi BASEADA
primeiramente na auséncia de células com quantificacdo nuclear por iodeto de propideo no
ensaio da exposicdo da fosfatidilserina, indicando auséncia de rompimento da membrana
celular, e o extravasamento do contetdo citosolico permitindo assim, a marcacdo do DNA
com agentes fluorescentes, caracteristica da morte celular necrotica. Portanto, a auséncia de
nacleos marcados com iodeto de propideo é uma sinalizacdo da auséncia de células
necroticas devido a manutencdo da integridade da membrana, demonstrando assim, que 0s
mecanismos necroticos dos congéneres investigados sobre as células HepG2 sdo pequenos
ou imperceptiveis nos periodos e concentracdes avaliados.

Outra forma para verificar a presenca de mecanismos necréticos pode ser realizada
pela da quantificagdo dos niveis da enzima LDH liberados no meio extracelular devido a
relacdo existente entre a liberagcdo da enzima e a integridade da membrana celular, uma vez
que conforme mencionado anteriormente, durante a necrose ha extravasamento intracelular.
Sendo assim, a toxicidade de alguns compostos, incluidos os PBDEs tém sido investigados
via mecanismos de liberacdo da LDH.

A liberagdo da LDH foi avaliada em ensaios visando investigar a toxicidade dos
PBDE-99 e PBDE-47 em células de neuroblastoma humano. Ambos congéneres
investigados induziram a presenca de mecanismos apoptoticos, no entanto, neste ensaio o
congénere PBDE-47 provocou a liberagdo da enzima LDH durante a apoptose (MADIA et
al., 2004; WEIGHON, et al., 2008).

De forma semelhante, em alguns estudos sobre os mecanismos apoptoticos dos
congéneres PBDE-209 e PBDE-47, foi observado a liberagdo da enzima LDH sendo
sugerido que este resultado esteja relacionado com a apoptose tardia, a qual pode conter
pequenos tracos necroticos, ja que a fagocitose durante 0s ensaios in vitro pode ocorrer
lentamente e ocasionar a liberacdo de LDH (HU et al., 2007, 2009). Em contradig&o, nossos
ensaios mostraram que os PBDEs avaliados ndo promovem o rompimento da membrana
plasmatica, pois ndo houve liberacdo da LDH significativa para o0 meio extracelular.

Além disso, ndo foram visualizadas células com membrana celular marcadas pelo

corante azul de tripan, confirmando a auséncia de rompimento da membrana celular e
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conseqlientemente, a exclusdo da morte celular necrética, confirmando que a morte celular
induzida pelos PBDESs ocorre por mecanismos apoptéticos.

Os potenciais apoptéticos dos PBDESs tém sido evidenciados por meio das alteracfes
morfoldgicas sobre a membrana celular de linhagens derivadas de peixes, neuroblastomas e
hepatoblastomas humanos (Hu et al., 2007, 2009). No entanto, existem poucos relatos de
alteracdes sobre o nucleo celular.

Conforme mencionado anteriormente, a condensacdo da cromatina e a fragmentacao
nuclear sdo caracteristicas especificas de alteracbes morfoldgicas do processo apoptotico e a
visualizacdo destes fragmentos nucleares por técnicas de microscopia de fluorescéncia sdo
Uteis como métodos de sinalizacdo do evento apoptético sendo utilizado na determinacgéo de
toxicidade de alguns contaminantes.

Desta forma, nossos resultados confirmam a apoptose das células HepG2 apoés
exposicao aos trés congéneres investigados, devido ao aumento de nicleos fragmentados. A
diferenca entre os potenciais apoptéticos de cada congénere seguiu a prioridade observada
nos experimentos anteriores, confirmando que 0s menores congéneres apresentam a maior
toxicidade sobre 0s organismos e sobre a linhagem hepética. Além disso, foi observado que
as alteracdes sobre cada funcionalidade celular contribuem para a ativacdo das vias de
apoptose de forma tempo dependente, embora este resultado ndo seja visualizado nos
ensaios individualizados.

Portanto, de acordo com nossos resultados, os congéneres PBDE-209, PBDE-99,
PBDE-47 induzem a ativacdo de morte celular por vias de apoptose mediadas por
despolarizacdo mitocondrial e acimulo de EROS. No entanto, ainda é necessario investigar

os efeitos desses congéneres na ativagao de outras vias apoptoticas.
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6. Conclusdo

Neste trabalho, foi realizada a avaliacdo dos efeitos toxicos dos principais congéneres
de éteres difenilicos polibromados: PBDE-209, PBDE-99, PBDE-47 sobre células de
hepatoblastoma humano visando contribuir para a compreensdo dos mecanismos de acéao
toxica dessa classe de retardante de chamas sobre a satide humana.

De acordo com os resultados obtidos foi possivel concluir que os trés congéneres
estudados induzem a morte das células HepG2 por via apoptética, representando sérios riscos
a saude, pois sao crescentes 0s niveis encontrados desses compostos no organismo humano.

A toxicidade foi diferenciada para cada congénere e caracteristicas como peso
molecular, coplanaridade da estrutura tridimensional, nUmero e posi¢cdo de substituintes
podem influenciar nos efeitos toxicos dos PBDES, sendo os maiores efeitos relacionados com
0S congéneres com menor namero de substituintes e com estrutura tridimensional coplanar.

O congénere PBDE-209 ocasiona a apoptose celular mediado por mecanismos que
envolvem o decréscimo do potencial de membrana mitocondrial e elevado acimulo de
radicais livres. No entanto, este efeito ocorre lentamente, sendo observada inicialmente a
parada do crescimento celular que evolui com o decorrer do tempo e culmina em apoptose
celular. Enquanto isso, nos congéneres PBDE-99 e PBDE-47, o efeito citotdxico parece
ocorrer diretamente, sendo observados os maiores efeitos apoptéticos.

O menor potencial apoptético do congénere PBDE-209 em relacdo aos demais ocorre
devido ao elevado nimero de substituintes, os quais dificultam sua absorcdo e causam
impedimento estérico devido ao elevado nimero de ligantes da posicdo orto da estrutura
tridimensional que dificulta a interacdo do composto com os componentes celulares.

A exposicdo da fosfatidilserina, condensagdo e fragmentacdo nuclear, caracteristicas
classicas do processo apoptotico, além de uma diminuigdo da funcdo mitocondrial e presencga
de estresse oxidativo indica que este processo parece ser iniciado pela via mitocondrial.
Entretanto, é necessario investigar a influéncia de outros mecanismos ativadores de apoptose
para o total esclarecimento dos mecanismos de toxicidade dos retardantes de chama

bromados.
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