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RESUMO

PEREIRA, L.C. Avaliacdo dos congéneres BDE-100 e BDE-153 de éteres
difenilicos polibromados sobre a linhagem celular HepG2 e linfécitos
humanos: efeitos citotoxicos, genotdéxicos e mutagénicos. 210 f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Os retardantes de chama bromados s&o substancias utilizadas em bens de
consumo para aumentar sua resisténcia ao fogo e/ou altas temperaturas. Para
este fim os Eteres Difenilicos Polibromados (PBDEs do inglés polybrominated
diphenyl ether) representam a classe mais utlizada tendo em vista sua
eficiéncia no controle da propagacéo da chama e baixo custo. Estes compostos
sdo considerados persistentes, bioacumulaveis, podem ser transportados para
longas distancias e apresentam toxicidade podendo causar desregulacdo
enddcrina, entretanto os mecanismos de toxicidade ainda ndo foram bem
estabelecidos. Desta forma, o presente projeto utilizou linhagens celulares de
Hepatoblastoma Humano (HepG2), HelLa, Hepatdcitos e linfécitos humanos a
fim de elucidar seus mecanismos de toxicidade. Os resultados significativos
demonstram a capacidade destes compostos em induzir dano primario no DNA
(0,5 pmol/L para o BDE-153 e 5 pmol/L para o BDE-100) monitorado pelo teste
do cometa, que nao foi reparado apds 24 horas de exposicdo. No entanto, nédo
se observou um aumento de micronlcleos em HepG2 e linfécitos apds
exposicao aos congéneres (0,1 — 25 pumol/L) nem mesmo mutagenicidade no
ensaio de Salmonella typhimurium. Contudo, 0s compostos apresentam
capacidade de diminuir a reducdo do brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5
difenil tetrazdlio (MTT), proliferacdo e interferem no ciclo celular nos cultivos
celulares avaliados. Estes efeitos de citotoxicidade estédo relacionados com a
disfuncdo mitocondrial, uma vez que ambos PBDEs geram dissipacdo do
potencial de membrana mitocondrial, formacao e acumulo de espécies reativas,
culminando em morte celular apoptética, demonstrada pela manutencdo da
fosfatidil serina na face externa da membrana celular, pela condensacédo e
fragmentacao nuclear, presenca de fatores pro-apoptéticos no citosol da célula,
tais como citocromo C e AIF além da ativacao de caspases 3 e 9. Estes dados
corroboram com o fato de nado ter liberagdo de lactato desidrogenase
intracelular, excluindo a morte celular por necrose. E por fim, foi possivel
observar que a exposicdo aos compostos ativa o0 processo autofagico, a
principio como um mecanismo de citoprotecdo observado pela converséo de
LC3I em LC3Il e acumulo de p62 (marcadores autofagicos) além de marcacoes
imunicitoquimicas para LC3Il e co-localizagdo de lisossomos no padrédo
pontuado, indicanto acumulos da proteina LC3 e lisossomos, formando os
autofagossomos. Em conjunto nossos resultados apresentam a capacidade de
induzir instabilidade gendmica e citotoxicidade desta classe de compostos,
reforcando a idéia de que os PBDESs representam risco a populacao exposta.

Palavras-chave: Retardantes de chama, Eteres de difenilas polibromadas
(PBDESs), Citotoxicidade, Genotoxicidade e Autofagia.



ABSTRACT

PEREIRA, L.C. Evaluation of the effects of polybrominated diphenyl
ethers congeners, BDE-100 and BDE-153, on the HepG2 cell line. 210 f.
Tesis (Doctor). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

The brominated flame retardants are substances used in consumer goods to
increase its fire resistance and/or high temperatures. Due to, the
polybrominated diphenyl ethers (Polybrominated diphenyl ether) are the most
commonly used class in view of its efficiency in controlling the spread of flame
and low cost. These compounds are considered persistent, bioaccumulative,
can be transported over long distances and have toxicity. However the toxic
mechanisms of action have not been well established. Thus, this project held
cytotoxic, genotoxic and mutagenic assays in HepG2, Hela, hepatocytes and
human lymphocytes cells in order to elucidate the mechanisms of toxicity. The
results demonstrate the ability of these compounds to induce primary DNA
damage (0.5 puM for BDE-153 and 5 uM for BDE-100) monitored by the comet
assay, it was not repaired after 24 hours of exposure. However, there was not
observed nether increase in micronuclei in HepG2 cells and lymphocytes after
exposure to the congeners (0.1 - 25 uM) even in the Salmonella typhimurium
mutagenicity assay. However, the compounds show the ability to reduce MTT
reduction, proliferation, and interfere with cell cycle evaluated in cell cultures.
These cytotoxic effects are related to mitochondrial dysfunction, since both
PBDE generate dissipation of the mitochondrial membrane potential,
accumulation of reactive oxygen species, resulting in apoptotic cell death,
demonstrated by the maintenance of serine phosphatidyl on the external
surface of the cell membrane, by condensation and nuclear fragmentation, the
presence of pro-apoptotic factors in the cytosol of the cell, such as cytochrome
c and AIF plus activating caspase 3 and 9. These data corroborate the fact of
not having to intracellular lactate dehydrogenase release, excluding death cell
necrosis. Finally, it was observed that exposure to the active compounds the
autophagic process, at first as a cytoprotective mechanism observed by LC3I
conversion in LC3Ill and accumulation of p62 (autophagic markers) plus
imunicitoquimicas markings for LC3Il and co-location lysosomes in dotted
pattern, indicanto accumulations of LC3 protein and lysosomes, forming
autophagosomes. Together our results show the ability to induce genomic
instability and cytotoxicity of this class of compounds, reinforcing the idea that
PBDESs pose a risk to the exposed population.

Keyword: Flame retardants, Polybrominated difenilas Ethers (PBDES),
Cytotoxicity, Genotoxicity and Autophagy.
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1 —INTRODUCAO

1.1 - Contaminantes Emergentes de Preocupacdo Ambiental

O ambiente consiste em todo o espaco que cerca o homem,
incluindo: ar, agua, terra, flora, fauna, seres humanos e suas inter-relacées,
sendo que os efeitos nocivos das atividades antropogénicas sobre a saude e o
ambiente sdo conhecidos ha muito tempo. Contudo a consciéncia sobre esta
questao é recente e remonta a segunda metade do século XX. Nas ultimas
décadas os compostos quimicos passaram a fazer parte de nossas vidas de
forma mais corriqueira e com isso 0s problemas ambientais decorrentes da
presenca destes compostos no ambiente tornaram-se criticos e frequentes,
sendo hoje uma preocupacao global. Em um mundo “industrial” a poluigéo
ambiental aumentou consideravelmente e as consequéncias da acdo humana
tém atingido dimensdes catastréficas e seus efeitos se refletem nas taxas de
incidéncia de doencas e também toxicidade como consequéncia de
bioacumulacdo e biomagnificacdo (KUNZ et al., 2002; LOGAR; VODOVNIK,
2007; DANIELS, 2013).

Até alguns anos atrds, a grande preocupacao da Toxicologia
Ambiental era com 0s compostos sabidamente toxicos presentes no ambiente
em gquantidades elevadas. A preocupacdo publica a cerca da presenca destes
compostos no ambiente e a relacdo com os danos a saude humana e ao
ambiente iniciou em 1962 quando Rachel Carson publicou o livro Silent Spring
(“Primavera silensiosa”, em traducédo livre). Esta preocupacao inicial estava
direcionada principalmente ao praguicida Diclorodifeniltricloroetano (DDT) e
aos compostos de hidrocarbonetos clorados, por exemplo, bifenilas
policloradas (PCBs) (BAHE et al., 2006; ROSNER; MARKOWITZ, 2013).

Cerca de onze milhfes de substancias quimicas sdo conhecidas em
todo o mundo. Destas, trés mil sdo produzidas em larga escala e, apenas 40 a
50 substancias quimicas sdo contempladas pelos parametros de potabilidade
da agua na maioria dos paises, incluindo o Brasil (NETO, 2010). Além do mais,
aproximadamente 40 mil compostos quimicos tém sido identificados como

poluentes organicos persistentes. Este ndamero torna-se ainda mais



preocupante com o0 avanc¢o tecnoldgico e descarte desenfreado dessas
substancias. Estes novos contaminantes devem ser estudados com cautela,
pois englobam uma infinidade de substancias diferentes e provenientes de
fontes de emissédo difusa com capacidade de persistirem no ambiente e de
grande capacidade de transporte conforme representado na Figura 1 (BAHE et
al., 2006). O numero destes compostos assim chamados contaminantes
emergentes aumentam ano a ano e inclui: produtos farmacéuticos, cosmeéticos,
plastificantes, retardantes de chama, nanoparticulas, praguicidas, dentre outros
(DIAMOND, et al., 2011; RODIL, et al., 2012; PEREIRA et al., 2015).

FIGURA 1 — Poluentes Organicos Persistentes.
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Legenda: Os diversos poluentes organicos persistentes (POPSs) liberados no ambiente podem sofrer
bioacumulagéo, tanto no reino animal quanto vegetal. Além disso, eles podem ser transportados para
regides distantes da sua producéo, afetando até mesmo populacdes distantes através da bioacumulagéo.
E por outro lado pode afetar diferentes niveis tréficos da cadeia alimentar através da biomagnificacéo.

Fonte: (PEREIRA et al., 2015)



Os “Contaminantes Emergentes” sao definidos como material ou
compostos quimicos de origem sintética ou natural ou microorganismos,
previamente conhecidos ou ndo, caracterizados por apresentar uma ameaca
real ou potencial para a saude humana ou para o ambiente. E ainda,
apresentam escassez de dados que comprovem seus efeitos e também
auséncia de legislacdo que controle sua utilizacado (YAN et al., 2010; DORTA;
OLIVEIRA, 2014; RICHARDSON; TERNES, 2014). Desta maneira, esses
compostos fazem parte de uma longa lista de substancias que inclui entre

outros os retardantes de chama.

1.2 - Retardantes de Chama

Os retardantes de chama sdo compostos adicionados em diversos
produtos como principal medida de seguranca na prevencao de incéndios,
particularmente nas industrias de eletroeletrdnicos, téxtil, automobilistica e
construcdo civil sendo empregados em materiais como madeira, plasticos,
papéis, utensilios de cozinha, carpetes, roupas, etc. (DORTA; OLIVEIRA,
2014). Esses bens de consumo se queimam com muita facilidade, e uma vez
iniciada a igni¢cdo, a combustdo completa € rapida, reduzindo as chances de
escape e aumentando os danos causados por queimaduras. Estes compostos
sdo adicionados durante ou ap6s o processo de fabricacdo a fim de tornar os
materiais resistentes ao fogo ou a alta temperatura, inibindo ou suprimindo o
processo de combustdo e reduzindo o risco de lesbes em casos de incéndio
(BSEF, 2000; PESTANA et al., 2008; YAN, et al., 2010).

Existem hoje mais de 175 substancias quimicas classificadas como
retardantes de chama. Essas substancias existem desde a década de 60, e
sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica em: Fosforados,
Inorganicos, Oxidos Inorganicos e Organicos Halogenados (clorados e
bromados) (DORTA; OLIVEIRA, 2014). A demanda por retardantes de chama
vem crescendo substancialmente; Em 1990, por exemplo, foi consumida cerca
de 145.000 toneladas em todo o mundo (PETTIGREW, 1994). Ja em 2000
houve um crescimento superior a 100% chegando a aproximadamente 310.000
toneladas (BSEF, 2000). Em 2009 ja havia alcancado uma demanda de 1,7

milhées de toneladas e segundo a Freedonia Group (empresa que realiza



pesquisa de mercado para industrias) a quantidade estimada de consumo
mundial de retardantes de chama teria alcancado os 2,2 milhdes de toneladas
em 2014 (FREEDONIA GROUP, 2011).

Os cinco maiores Retardantes de Chama Bromados (RCBSs)
comercializados sao o tetrabromobisfenol A, com o maior volume de producéo,
seguido por trés misturas técnicas de éter de difenilicos polibromados (PBDES),
0s quais sdo conhecidos como éter decabromodifenilico (decaBDE), éter
octabromodifenilico (octaBDE) e éter pentabromodifenilico (pentaBDE) e ainda
o hexabromociclododecano (HBCD) (WHO, 1995; WHO, 1997; BIRNBAUM,
STASKAL, DILIBERTO, 2004). Eles séo classificados de acordo com seu teor
médio de bromo, penta, octa e deca — cinco, oito ou dez atbmos de bromos
respectivamente (ALAEE et al., 2003). Desde o ano 2000, os RCBs foram
responsaveis por 38% da demanda global por bromo e do volume total de
RCBs produzido, cerca de um terco é composto pelos PBDEs, um terco
consiste de tetrabromobisfenol-A (TBBPA) e seus derivados, e o terco final
inclui varios outros compostos bromados, tais como o HBCD (DORTA e
OLIVEIRA, 2014).

Os mecanismos de acdo dos retardantes de chama se baseiam em
principios fisicos (resfriamento ou diluicdo) ou quimicos (formacao de radicais,
remocao por decomposicdo do polimero ou protecdo devido a carbonizacao)
(BSEF, 2000). A resisténcia a chama esta intimamente ligada ao processo de
combustdo que € composto por uma fase de pré-aquecimento, pirélise ou
decomposicao/volatilizagdo, ignicdo ou combustdo e extingdo (TROITZCH,
1990). A estabilidade quimica destas substancias e a intensa utilizacdo sao as
principais razdes pelas quais os RCBs tém recebido destaques nos debates
ambientais no cenério internacional. Além disso, devido a alta lipofilicidade,
muitos destes compostos sdo persistentes e apresentam alto potencial de
bioacumulacdo e biomagnificagdo (DORTA e OLIVEIRA, 2014). Outra
preocupacdo € com a questdo da contaminacdo ambiental decorrente da
liberacdo dos retardantes de chama, uma vez que estes compostos sao usados
como aditivos aos bens de consumo, sendo misturados aos polimeros, porém
nem sempre se ligam quimicamente com o produto final. Desta maneira, a
liberacdo dos retardantes de chama pode ocorrer facilmente pela deposicéo

inadequada em lixbes de produtos, durante o aquecimento de produtos



eletrbnicos que os contenham, durante a fabricacdo, a incorporacdo em
produtos de resina ou polimeros, durante o tempo de uso do produto e ainda
enquanto desempenham sua funcdo principal durante um incéndio (DANISH
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1999; UNITED STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2005).

1.3 - Eteres Difenilicos Polibromados (PBDES)

Os PBDEs estédo entre os retardantes de chama mais utilizados na
prevencdo de incéndios, particularmente nas inddstrias de eletroeletronicos,
téxtil, automobilistica e construcéo civil (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES
AND DISEASE REGISTRY, 2004; COSTA et al., 2008). E como consequéncia
de suas emissdes durante seu processo de producdo, de utilizacdo e/ou
despejo, estes compostos se tornaram poluentes ambientais (AGENCY FOR
TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2004).

A eficicia dos PBDEs € devido ao seu mecanismo de a¢ao atuar de
duas formas distintas no processo de combustdo: sobre aquecimento o0s
PBDEs liberam na forma de radicais livres, os atomos de bromo de sua
estrutura, os quais sdo altamente reativos com os demais radicais livres e
moléculas presentes no processo de combustdo e assim podem formar
diferentes substancias com a capacidade de interferir no processo de
combustdo. Umas dessas reacdes favorece a formacdo de moléculas de gas
bromo (Br,), o qual em virtude de sua maior densidade, substitui 0 gas oxigénio
(O2) necesséario para o processo de ignicdo (USEPA, 2010). O outro
mecanismo € relacionado com a atuacdo dos radicais de bromo sobre os
radicais livres do processo de ignicdo diminuindo, rapidamente, a energia do
sistema (ZHANG; BUEKENS,; LI, 2016).

E evidente que a utilizagdo dos PBDEs melhorou a seguranca em
ambientes com grande numero de materiais poliméricos, por outro lado os
niveis cada vez mais elevados desses compostos em amostras de leite
humano (MEIRONITE; NOREN e BERGMAN, 1999; LI et al., 2008; MA et al.,
2012), amostras de sangue (SJODIN et al., 2004; HITES, 2004; SHEN et al.,



2010) e em espécies de vida selvagem (SELLSTROM et al., 1993;
NORSTROM et al., 2002; LETCHER et al., 2010) s&o preocupantes.

Eles constituem uma classe de compostos formados por dois anéis
fenilicos ligados entre si por um atomo de oxigénio, que podem apresentar se
com 1 a 10 a&tomos de bromos na sua formula molecular (Figura 2). Desta
maneira, podem existir até 209 diferentes congéneres de PBDES com possiveis
mecanismos de toxicidade diferenciados em funcdo da variagdo em suas
estruturas (SIDDIQI, 2003; PESTANA et al., 2008). Tal fato ja foi também
observado sob outros parametros como, por exemplo, diferencas de absorcao,
metabolismo e disposicéo entre classes diferentes de PBDEs (STAPLETON et
al., 2009). Devido a semelhanca estrutural com dibenzo-p-dioxinas e com
PCBs, além de sua persisténcia no meio ambiente e o nimero crescente de
relatos de toxicidade, esta classe de compostos tornou-se de grande interesse
para toxicologia (HAKK, 2009).

FIGURA 2 - Estrutura quimica geral dos PBDEs.

FONTE: Préprio autor



As propriedades fisico-quimicas dos compostos utilizados no projeto

estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas, formula quimica e estrutura dos dois PBDEs utilizados

Propriedades BDE-100 BDE-153
Férmula Quimica C1,HsBrs0 C1,H4BrO
or . Br Br
0
0 R i
Estrutura e = | |
| | = = Br
Br & Br =
Br Br
Peso Molecular 564.7 643.6
Pressdo de Voapor(Pa) 286 x 10° 58x10°
a257cC
Ponto de Fus&o (°C) 371,15 183
Solubilidade em
) 40 1
agua(pg/L)
Constante de Henry 7 7
(atm m? mol™) at 25°C 6.81 x 10 6.61 x 10
*Log Ko, at 25°C 7.24 7.9
**L og Koar at 25°C 11.13 11.9
] (ATSDR, 2004;
Referéncias (ATSDR, zzgfg)' USEPA, USEPA, 2008
USEPA, 2010;)

* Coeficiente de parti¢éo - Log 6leo/adgua.

** Coeficiente de particdo Log 6leo/ar.

Apesar das evidéncias de toxicidade dos PBDEs em diferentes
sistemas bioldgicos, incluindo a espécie humana, seus mecanismos téxicos
ainda nédo foram totalmente elucidados, devido sua grande variedade estrutural
e 0 pequeno numero de trabalhos publicados (LI, et al., 2008; HU, et al., 2007,
2009; YAN, et al.,2011). Recentemente, pesquisas cientificas tém direcionado
seu foco aos efeitos ocasionados pela exposicdo aos PBDEs devido sua
incidéncia no ambiente e nos organismos (JIN, et al., 2010). Dentre todos os
PBDEs, os menos bromados, homeadamente os tetra, penta e os hexa-BDEs
(com quatro, cinco e seis atomos de bromo em suas moléculas,
respectivamente), tém sido objeto de maior preocupacdo devido ao aumento
exponencial da sua concentracdo em amostras biologicas, principalmente em
leite materno (STRANDMAN et al., 2000).



Neste contexto, os que sdo encontrados nos tecidos humanos com
maior prevaléncia sao: BDE-47 (tetra- BDE), BDE-99, BDE-100 (penta-BDE),
BDE-153, BDE-154 (hexa-BDEs) e em alguns casos o congénere BDE-209
(deca-BDE). No entanto, em uma revisao sobre 0s aspectos toxicologicos dos
PBDEs, Talsness (2008) reportou que os deca-BDEs podem gerar outros
congéneres (tetra a nona — BDEs) por fotdlise, metabolismo bidtico e
biotranformacdo (TALSNESS, 2008) e que dentre estes compostos, 0s
congéneres de baixo peso molecular (tri a hexa-BDE) sdo considerados os
mais importantes do ponto de vista toxicolégico, pois sao totalmente
absorvidos, lentamente excretados e apresentam alto potencial de
bioacumulacdo (RICHARDSON & TERNES, 2005). Estes compostos ja séo
considerados Poluentes Organicos Persistentes (POPSs), visto serem téxicos,
persistentes no ambiente, bioacumulaveis e transportados para longas
distancias (PALM et al., 2002), sendo a contaminacdo dos seres humanos por
estes compostos passiveis de ocorrer por diversas formas: inalacdo de ar
contaminado por PBDEs, absorcdo através da pele ou ainda através da
ingestdo de alimentos contendo estes compostos (LINDSTROM et al., 1999).

A toxicidade dos PBDEs foi primeiramente relacionada com
alteracdes no sistema enddcrino, mais precisamente sobre os receptores de
horménios tireoidianos, estrogénio, progesterona e androgénio, além de
inducdo do crescimento anormal nos érgdos reprodutores femininos e mamas,
bem como crescimento anormal de mamas em homens (MCDONALD, 2002;
MADIA, et. al., 2004; COSTA; GIORDANO, 2007; COSTA, et al., 2008;
TALNESS, 2008). Observando a estrutura dos PBDEs € possivel encontrar
uma similaridade entre suas moléculas e hormdnios endoégenos que
apresentam grande importancia na regulacdo do nosso metabolismo, da
mesma forma como ocorrem com outros contaminantes, tais como o Bisfenol

A, por exemplo, representado na Figura 3.

FIGURA 3 — Comparacao entre as estruturas do BDE-100 e hormdnios enddgenos.
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Legenda : Similaridade estrutural entre 0 BDE-100 (representante dos retardantes de chama bromados)
e do Bisfenol A (representante de plastificante) com horménios enddgenos tais como Triiodotironina (T3)
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FONTE: (Pereira et al., 2015).

Embora existam pesquisas que demonstrem 0s possiveis
mecanismos de toxicidade do BDE-99 (penta-BDE) e PBDE-47 (tetra-BDE) n&o
ha relatos sobre a toxicidade do PBDE-100, exceto como desregulador
enddcrino (ZHANG et al.,, 2011), e capacidade capaz de induzir danos
mitocondriais (Pereira et a., 2013). Ja é descrito na literatura que BDE-99 pode
provocar um aumento na expressado de p53 em células astrogliais (MADIA et
al., 2004), induz a translocacdo de PKC em neurdnios granulares cerebelares
(KODAVANTI et al., 2005) e diminui a absor¢cdo de calcio em células de
astrocitoma (COBURN; CURRAS-COLLAZO e KODAVANTI, 2008) além do
mais, ha evidéncias que o BDE-47 interfere na homeostase calcica em

mitocondria de linhagens celulares PC12 bem como em mitocéndrias isoladas



de figado de ratos (DINGEMANS et al.,, 2010; PAZIN; PEREIRA; DORTA,
2014; LIU et al.,, 2015), na despolarizacdo da membrana mitocondrial em
células Jurkat (YAN; HUANG; ZHANG, 2011) e também diminui a viabilidade
de células hematopoiéticas (SHAO et al., 2007). Recentemente observou-se
também que o PBDE-154 (hexa-BDE) leva ao desequilibrio do estado redox
em zebra mussel (Dreissena polymorpha) (PAROLINI; PEDRIALI; BINELLI,
2012) e também em HepG2 (SOUZA et al.,, 2016), entretanto ndo ha na
literatura relatos sobre o PBDE-153, também um hexa-BDE. Além do mais, ja
tem sido descrito na literatura, que os PBDEs apresentam evidéncias
mutagénicas e carcinogénicas em modelos experimentais diferenciados
(ZHANG., et al., 2008; QIU, et al.,, 2009; JIN, et al., 2010; AN, et al.,2011;
PAROLINE; BINELLI, 2012). E foi recentemente classificado pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) como pertencentes ao grupo 2A,
ou seja, provaveis carcinégenos humanos (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, v. 107; DORTA; OLIVEIRA, 2014).

1.4 - O figado como alvo principal de toxicantes

O figado constitui cerca de 2-5% do peso do corpo no homem adulto
(1400-1600 g) e 5% no neonato (GATES et al., 1961) e é considerado um dos
maiores Orgaos do corpo humano, com aproximadamente 300 bilhdes de
células. Sendo que destas, 80% do total sdo hepatécitos que constituem o
parénquima hepético. As células endoteliais e células de Kupffer sdo células
nao parenquimatosas, e as demais constituem pequenas populacdes do
volume total tecidual (BLOUIN, 1977), que apresentam grande significancia no
valor total e suportam e regulam o crescimento e também fun¢édo do tecido
hepatico (LeCLUYSE et al., 2012). A estrutura do figado o auxilia a exercer
suas inumeras func¢des primordiais para o funcionamento do organismo que
estdo representadas na Figura 4. Entre as funcdes hepaticas importantes estao
a absor¢do de aminoacidos, hidratos de carbono, lipideos, vitaminas e seu
subsequente armazenamento, conversao metabdlica e liberacdo para o sangue
da bile (KODAVANTI, KODAVANTI, MEHENDALE, 1991). A biotransformacao
€ outra importante funcdo hepética. Este processo converte as substancias

hidrofébicas em produtos solUveis em agua que podem ser excretados na bile



ou urina. Embora o sistema de biotransformacao também esteja presente em
outros orgdos (por exemplo, rim, intestino delgado e érgaos enddcrinos), a
biotransformacé&o realizada pelo figado é a mais importante quantitativamente
(MIYAI, 1991).

Estas funcdes desempenhadas pelo figado requerem muita energia,
tornando o figado um oOrgdo dependente de oxigénio e do metabolismo
aerobico (MALHI; GORES; LEMASTERS, 2006). Além do mais, o 6rgédo possuli
fornecimento duplo de sangue por meio da veia porta e da artéria hepatica e
uma organizacdo adequada do parénquima hepatico e sistema microvascular
para permitir a troca eficiente de sangue aos hepatdcitos (MIYAI, 1979; MIYAI,
1991). Além disso, o figado também desempenha papel importante na defesa
do corpo contra macromoléculas e materiais particulados tais como as
bactérias. As células de revestimento dos sinusoides hepaticos sao
quantitativamente o sitio mais eficaz de fagocitose de materiais particulados.
Adicionalmente, a grande capacidade vascular do figado serve como um
reservatorio na regulacdo do volume de sangue em fluxo através do corpo
(JONES, SCHMUCKER, 1977; JONES, SPRING-MILLS, 1984).

FIGURA 4 — Representacgéo das principais fung¢des do figado.
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FONTE: Préprio autor

A unidade classica do figado é denominada de lobulo hepatico,
representado na Figura 5. Quando visto em secc¢do transversal, o I6bulo tem a
forma de um poligono, geralmente um hexagono. Nos cantos do poligono é
possivel observar a triade portal, composta por artéria hepatica, ducto biliar e
veia porta. Enquanto que ao centro do l6bulo encontra-se a veia central. Os
hepatdécitos irradiam-se a partir da veia central para a periferia e define a base
funcional do tecido hepético, também conhecida como &acino e sdo separados
pelos sinusoides hepaticos, os “capilares hepaticos” que séo revestidos por
endotélio sinusoidal (BIOULAC-SABIO et al., 2007; KHAN et al., 2007).

FIGURA 5 — Representacéo da microestrutura do figado.
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FONTE: (Adaptado de LeCLUYSE et al., 2012).

Devido as funcbes importantes que o figado opera no organismo,
principalmente a de biotransformacdo e metabolismo de xenobidticos, o figado
se torna um alvo principal dos mecanismos de toxicidade de xenobidticos o que
consequentemente ocasiona perturbacdo da sua homeostase. As enzimas
hepaticas que metabolizam xenobibticos para a detoxificagdo podem por outro
lado ativar a toxicidade de outros. Em geral, varios mecanismos podem iniciar
dano hepatico ou agravar processos de lesédo ja em curso (JAESCHKE et al.,
2002). A hepatotoxicidade continua a ser uma das principais razbes para a
retirada de farmacos do mercado ou para a nao liberacao de novos produtos,



uma vez que ha muitos fatores diretos e indiretos que podem gerar lesao
celular (LeCLUYSE et al., 2012).

Modelos in vitro de hepatdcitos representam sistemas muito Gteis na
investigacdo basica, apresentando varias areas de aplicacdo e ao longo dos
anos trouxeram uma contribuicdo substancial para a compreensdo da
bioguimica, fisiologia e biologia celular do figado saudavel e/ou acometido por
alguma patologia. Os hepatécitos executam a maior parte das funcdes
fisiolégicas comumente associadas ao figado, incluindo biotransformacéo e
eliminacdo de xenobidticos (RODES et al., 2007). Geralmente apresentam
mitocondrias em abundancia e complexo de golgi localizado principalmente
adjacente aos canaliculos biliares (LeCLUYSE et al., 2012). No entanto eles
sao fenotipicamente instaveis e apresentam uma vida util limitada (GUGUEN-
GUILLOUZO; GUILLOUZO, 2010). A técnica de isolamento de hepatdcitos por
perfusdo com colagenase, por exemplo, foi publicada em 1969 por Berry e
seus colaboradores (BERRY; FRIEND, 1969). Desde entdo, as culturas
primarias de hepatdcitos sdo usadas durante décadas para fins de investigacao
farmacoldgica e toxicolégica (GEBHARDT et al., 2003; HEWITT et al, 2007a.;
HEWITT et al, 2007b.; GUILLOUZO E GUGUEN-GUILLOUZO, 2008; GOMEZ-
LECHON et al., 2010).

1.5 - O cultivo de células HepG2 e suas aplicacdes em
toxicologia

Sistemas in vitro mais sofisticados auxiliam na compreensao sobre o
transporte, metabolismo e eliminacdo de xenobibticos pelo figado e na
interacdo e inducdo de hepatotoxicidade (GEBHARDT et al, 2003;. HOUCK et
al,. 2009; JUDSON et al., 2010). Segundo JAESCHKE e colaboradores (2002),
o figado € o principal local de absorcdo e metabolismo de substancias e,
portanto, um importante alvo para os efeitos nocivos dos xenobioticos. Sendo
assim, a utilizacdo de uma linhagem celular derivada de um hapatoblastoma
humano (HepG2), que apresenta morfologia semelhante ao parénquima
hepatico e que mantém as caracteristicas de células normais do figado

humano (KNASMULLER et al.,, 1998) torna uma importante ferramenta



experimental para elucidar o mecanismo de acdo dos PBDEs uma vez que o
figado € apontado como possivel alvo de acao téxica dos mesmos.

O cultivo da linhagem HepG2 é um dos modelos mais utilizados e
bem caracterizado. Quando cultivadas crescem em monocamada e pequenos
agregados, aderidas a superficie e sdo nao-tumorigénicas. Outras
caracteristicas importantes € a capacidade de secretar proteinas tipicas do
plasma hepatico, tais como albumina, transferrina, fibrinogénio, a2-
macroglobulina e plasminogénio, assim como a capacidade de realizar a
biotransformacdo de muitos, mas néo todos xenobidticos (LeCLUYSE et al.,
2012). Como revisado por Knasmuller e colaboradores (1998) as células
HepG2 expressam uma vasta gama de enzimas de fase [, tais como o
citocromo P450 (CYP) 1Al1, 1A2, 2B, 2C, 3A e 2E1, nitro-redutases, N-
desmetilases, catalases, peroxidases, NAD(P)H: citocromo c¢ redutase,
citocromo P450 redutase, e NAD(P)H, quinona oxidorredutase e enzimas de
fase Il como a epdxido hidrolase, sulfotransferase, glutationa-S-transferase
(GST), uridina glucuronosil-transferase e N-acetil-transferase (KNASMULLER
et al., 1998; ATCC).

Além do mais, sdo apontadas como células capazes de bioativar
compostos mutagénicos e cancerigenos e por apresentarem a expressdo da
proteina 53 (p53) permitem ativar respostas ao dano na molécula de Acido
Desoxiribonucleico (DNA) induzindo a parada no ciclo celular e inicio do
processo de apoptético (HSU et al.,, 1993; KNASMULLER et al., 1998;
WILKENING et al., 2003).

Comparacdes entre os hepatdcitos primarios e o cultivo da linhagem
de HepG2 mostram diferencas substanciais na expressao génica. Por exemplo,
HepG2 mostram maior expressdo de genes envolvidos na regulacdo do ciclo
celular; DNA; Acido Ribonucleico (RNA); metabolismo de nucleotideos e
transcricdo e traducdo de sinal. Em contraste, os niveis de expressao génica
de enzimas de biotransformacao de fase 1 e 2 (CYP1Al, CYP1A2, CYP2C9,
CYP2E1 E CYP3A4) sdo mais baixos em HepG2 (HARRIS et al., 2004;
OLSAVSKY et al., 2007; LIGUORI et al., 2008).

Com relacdo a hepatotoxicidade dos PBDEs, ensaios ‘in vivo”
demonstram que o0 acumulo de PBDE no figado estd associado com o

desenvolvimento de hepatotoxicidade e cancer (HU, et al., 2007; ALBINA, et



al., 2010), sendo também descrito que alguns congéneres podem ocasionar
apoptose em células derivadas de hepatoblastoma humano (HU, et al., 2007).
Recentemente, estudos tém demonstrado potenciais preocupagcdes com
relacdo a toxicidade hepatica (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY,
2006; LORBER, 2008), porém, pouco se sabe sobre os reais mecanismos
dessa toxicidade (ZHOU, et al.,, 2001). Desta forma é de grande valia a
investigacdo detalhada desses congéneres individualmente visto que em nosso

pais ainda € permitido o uso indiscriminado de PBDEs.

1.6 - A utilizacdo de mitocdndrias para avaliagdo de
toxicidade de xenobioticos

A mitocbndria é uma organela intracelular responsavel por
transformar a energia dos alimentos em energia Util e transportavel as células,
através da molécula de adenosina-trifosfato (ATP). Sendo assim, as
mitocondrias, fonte primaria de ATP, sdo fundamentais para a vida de células
eucarioticas, com excessao do microorganismo anaeroébico
Monocercomonoides sp. que recentemente foi descrito por ser o primeiro
organismo eucarionte desprovido de mitocondrias (KARNKOWSKA et al.,
2016). Desde a segunda metade do século XX, foram exclusivamente
consideradas como “a casa de for¢ca das células” e, com o0 passar dos anos,
tornou-se claro que essas organelas também desempenham papel chave nas
vias de sinalizacdo e morte celular. Nos tempos contemporaneos, tornou-se
ferramenta importante para a toxicologia, com a finalidade de entender e prever
efeitos adversos de inUmeras substancias, sendo que os danos mitocondriais
sao, frequentemente, considerados como causa ou efeito nas injurias teciduais
(CHANCE; WILLIANS, 1956; PEREIRA et al., 2013).

A diversidade de protocolos existentes, utilizando mitocéndrias como
ferramenta experimental, revela a importancia dessa organela na sobrevivéncia
de células aerdbicas (LASH e JONES, 1993; DAGDA, ZHU e CHU, 2009;
STETLER et al.,, 2012), tornando crucial o estudo de efeitos toxicos de
xenobidticos, que podem, direta ou indiretamente, afetar seu funcionamento.

De fato, estudos em mitocdndrias isoladas podem fornecer informacdes sobre



0 mecanismo de toxicidade de possiveis compostos toxicos, sendo que, em
muitos casos de toxicidade aguda, esses agentes atuam sobre as
mitocondrias, afetando sua integridade e prejudicando a sintese de ATP
(BRAGADIN, 2006; DYKENS et al., 2008; Li et al., 2012; STACHOWICZ et al.,
2012). Dessa forma, a integracdo das mitocondrias com o0s demais
constituintes celulares se estende muito além da formacdo de ATP, colocando
essa organela no centro de muitos aspectos da biologia celular e reforcando
ainda mais a sua importancia em diversos campos da toxicologia.

As mitocondrias apresentam parametros variaveis morfologicamente
(tamanho, formato e quantidade), no entanto, € possivel definir uma morfologia
basica comum, com medidas variando de 0,5 a 1,0 ym de largura e até 10 ym
de comprimento (LOGAN, 2006; STOWE; CAMARA, 2009). Mudancas
morfolégicas nessas organelas sao também resultantes do processo celular de
fissdo e fusao mitocondrial (GALLOWAY; LEE; YOON, 2012). De maneira
geral, sua estrutura consiste em duas membranas altamente especializadas
(externa e interna), separada por um espaco intermembranas, que reveste o
espaco interno denominado matriz mitocondrial (BENARD; ROSSIGNOL, 2008;
STOWE; CAMARA, 2009; LIMA; DUARTE; SA, 2010). A mitocondria consiste,
principalmente, em proteinas e lipidios sendo que, na matriz mitocondrial,
encontra-se também o mtDNA, ribossomos mitocondriais, RNAs, além de
outras enzimas (SCHEFFLER, 1999; LENEFSKY et al., 2001).

A membrana externa é lisa e com tamanho de &rea superficial fixa,
ao passo que a interna apresenta inUmeras invagina¢des, que podem assumir
a forma de cristas ou tubulos que contribuem para aumentar sua superficie
(SCHEFFLER, 1999; DING et al., 2012). A quantidade e morfologia das cristas
sdo reflexos da responsabilidade da organela na demanda energética
(SCHEFFLER, 1999; MANNELLA, 2006; ZICK; RABL; REICHERT, 2009) e,
embora as cristas sejam predominantes, h& formacdes tubulares nas
mitocondrias de células que sintetizam esteroides, por exemplo, delimitando,
assim, uma matriz amorfa, rica em proteinas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

A membrana mitocondrial externa apresenta grande quantidade de
proteina transportadora, chamada porina, a qual forma canais e torna a
membrana permeavel as moléculas com tamanho menores que 5 kilodaltons
(STOWE; CAMARA, 2009). Além das porinas, outras proteinas presentes na



membrana externa desempenham importantes fun¢cdes na mitocéndria, como a
sintese de lipideos ou conversdo de substratos lipidicos para o metabolismo
(ALBERTS et al., 1997; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; LIMA; DUARTE; SA,
2010;).

Em contrapartida, na membrana interna, devido a grande proporcao
de um duplo fosfolipidio chamado cardiolipina, a mesma se apresenta
impermeavel a ions e a maioria das pequenas moléculas carregadas, além de
conter proteinas com trés tipos de funcdes: proteinas da cadeia respiratoria,
que transferem elétrons; proteinas do complexo enzimatico denominado ATP
sintase, responsavel por produzir ATP na matriz; e proteinas transportadoras
especificas que regulam a passagem de metabdlitos por essa membrana
(ALBERTS et al., 1997; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; LIMA; DUARTE; SA,
2010). Muitos farmacos (as antraquinonas, por exemplo) apresentam grande
afinidade pelas cardiolipinas presentes na porgcdo interna da membrana
(WALLACE; STARKOV, 2000), sendo assim, esses compostos se acumulam
no interior da membrana mitocondrial e, devido a essa interacdo, levam ao mau
funcionamento da organela.

Na membrana mitocondrial interna esta localizado também o
translocador de nucleotideo adenina, um dos formadores do poro de transicao
de permeabilidade mitocondrial (PTPM). Normalmente este poro encontra-se
fechado. Contudo alguns compostos enddgenos e alguns xenobioticos
apresentam capacidade de induzir a sua abertura (Lemasters et al., 1998).

No espago Inter-membranas, compreendido entre as duas
membranas, ha diferentes enzimas que utilizam o ATP gerado na matriz, para
fosforilar nucleotideos ou sinalizar o desencadeamento de morte celular por
apoptose (ALBERTS et al., 1997; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; LIMA;
DUARTE; SA, 2010). Enquanto isso, na matriz, observa-se centenas de
enzimas dos processos metabdlicos da organela como: as enzimas do ciclo do
acido citrico, da oxidacdo dos &acidos graxos e da sintese de ATP
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; NAVARRO; BOVERIS, 2007).

O metabolismo aerobio € um mecanismo altamente eficiente para o
organismo converter a energia proveniente dos nutrientes em trifosfato de
adenosina (ATP). A producdo de ATP na mitocondria é o resultado da

fosforilacdo oxidativa, onde o ADP é fosforilado em ATP como resultado do



transporte de elétrons ao longo da membrana interna da mitocondria associado
ao transporte de prétons pela membrana interna (LUFT, 1994; NELSON; COX;
LEHNINGER, 2000; PEREIRA et al., 2012).

A cadeia transportadora de elétrons consiste em quatro complexos
proteicos que por meio de reacOes sucessivas de transferéncia de oxido-
reducdo, conduzem elétrons ao longo da membrana, de um complexo para
outro até que os elétrons atinjam o seu aceptor final o oxigénio molecular (Oy),
onde os elétrons se combinam com o O, reduzindo-o a duas moléculas de
agua (H»0). Os complexos I, lll e IV funcionam como bombas de prétons, que
se acumulam no espago intermembranas criando uma diferengca de potencial
eletroquimico ou gradiente eletroquimico (Ay). O fluxo inverso de prétons para
a matriz mitocondrial, pelo complexo enzimatico ATP-sintase, € utilizado como
forca motriz para producéo de ATP, ligando adenosina difosfato (ADP) e fosfato
para catalisar ATP (PEREIRA et al., 2012). O ATP é posteriormente
transportado para fora da mitocondria com o concomitante transporte de ADP
para dentro da mitocéndria, por meio de um canal antiporte (GALLUZZI et al.,
2012).

As células humanas apoiam-se na producdo de ATP pelas
mitocondrias para a execucdo de seus processos de crescimento,
diferenciacdo e resposta a estimulos, incluindo interacdes com substancias
guimicas. O funcionamento das mitocdndrias é complexo e altamente regulado,
e a capacidade de interacdo de compostos quimicos em diversos pontos deste
sistema implica em disfungdo mitocondrial e consequentemente lesao celular.
Desta forma, a organela € alvo de varios agentes toxicos por danos diretos ou

indiretos (Figura 6).

FIGURA 6 — Influéncia de substancias quimicas na Fosforilagdo Oxidativa.
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FONTE: Pereira et al., 2012.

Ha muitas substancias quimicas capazes de desenvolver efeitos
adversos interferindo na fosforilagdo oxidativa. Essas interagcdes podem ocorrer
pela simples presenca de farmacos na membrana mitocondrial, como por
exemplo, antraquinonas que possuem grande afinidade pelas cardiolipinas
presentes na porcdo interna da membrana mitocondrial. Essa interacdo
provoca alteracfes na fluidez da membrana, podendo acarretar prejuizos nos
processos energéticos da organela, visto que 0os mesmos sdo sensiveis a
organizacdo estrutural da mitocéndria (HUBER et al., 1991; WALLACE;
STARKOV, 2000). Além disso, existem exemplos de substancias quimicas que
interagem como inibidores de proteinas especificas da cadeia transportadora
de elétrons, como a Rotenona, Antimicina A e cianeto, que interagem com 0S
complexos I, Il e com o citocromo C oxigenase, respectivamente, assim como
o consumo crénico de etanol pode ocasionar uma inibicdo na enzima ATP-
sintase (TRAYER; RUBIN, 1979). A interferéncia na fosforilagdo pode se dar
também por meio de substancias que causam colapso no gradiente

eletroquimico entre a matriz mitocondrial e 0 espaco intermembranas, como



por exemplo, o carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP) e também anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINES) como nimesulida e meloxicam
(WALLACE; STARKQV, 2000; NADANACIVA; WILL, 2011).

Além disso, quando o fluxo de elétrons é inibido, bloqueando assim
o processo de fosforilacdo oxidativa, uma pequena fracdo de O, disponivel
sofre reducdo incompleta, gerando assim radical superéxido (O,"), peréxido de
hidrogénio (H,O,) ou radical hidroxila (OH’), que podem se acumular no
organismo e levar a uma situacdo denominada de estresse oxidativo que pode
resultar em lipoperoxidacdo de membranas e biomoléculas (KOWALTOWSKI
et al., 2009).

As mitocondrias séo alvos proeminentes para a hepatotoxicidade de
muitos xenobioticos (JAESCHKE et al.,, 2002). Ha& tempos, a disfuncdo
mitocondrial é reconhecida como o segundo mais importante mecanismo de
lesdo hepdética induzida por xenobidticos (FROMENT; PESSAYRE, 1995;
FROMENT et al., 1997), o primeiro mecanismo seria a formagéo de metabolitos
reativos (PESSAYRE, 1995).

1.7 - Avaliagéo de Citotoxicidade

A expresséao de efeitos adversos seja na estrutura ou funcédo de um
ou mais componente celular é denominada toxicidade. Os efeitos adversos
podem ser exercidos pela maioria dos produtos quimicos, incluindo os
contaminantes emergentes (EKWALL, 1983). Os mecanismos pelos quais os
compostos quimicos induzem citotoxicidade sdo variados, dentre eles pode-se
citar: interferéncia na integridade das membranas, interferéncia no
metabolismo, degradacao ou liberacdo de componentes celulares e na divisao
celular (SEIBERT, 1996) entre outros. Neste contexto, a mitocondria, como ja
dito anteriormente apresenta papel crucial na homeostasia celular e rege o
processo de morte celular.

Véarios compostos quimicos sdo descritos por ocasionarem
citotoxicidade por consequéncia de disfuncdo mitocondrial. Agentes tdxicos
com acdo sob as mitocondrias incluem, ndo apenas 0s que perturbam
diretamente a cadeia transportadora de elétrons, como por exemplo,

desacopladores, mas também compostos que interferem com o transporte e/ou



oxidacdo de substratos que fornecem elétrons a cadeia respiratoria
mitocondrial (Figura 7) (PEREIRA et al., 2012).

Figura 7 - Representacdo dos mecanismos de interagdes de compostos quimicos com implicagdes

toxicoldgicas.
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Legenda: Incluindo agdo direta: Inibicdo da Fosforilagdo oxidativa; Inibicdo de alvos moleculares da
biogénese mitocondrial através da inibicdo da sintese de mtDNA e ATP. Em adicdo, mecanismos
indiretos representados pelo aumento da (Caﬂ) e de Espécies reativas de oxigénio (EROS) que culmina

em Transicao de Permeabilidade Mitocondrial (TPM), resultando em morte celular (citotoxicidade).

FONTE: Pereira et al., 2012.

A elucidacdo dos efeitos toxicos que um contaminante emergente
pode ocasionar sobre a saude dos individuos tem sido amplamente investigada
através de analises que avaliam as alteracdes ocorridas sobre as funcdes

basicas de diferentes linhagens celulares (MADIA et al., 2004). A proliferacao



celular, processo fundamental na manutencdo da homeostasia dos tecidos
vivos, € uma das primeiras funcdes sensivel as alteracdes ap0s exposi¢cado aos
agentes contaminantes, pois é através desta funcdo que a célula demonstra
seu potencial de divisdo e crescimento em condicfes normais (OLIVEIRA et al.,
2013).

Assim, cultura de tecidos e de células em um ambiente in vitro para
a manutencédo, manipulacdo, e avaliacdo de sua homeostasia sob condi¢cdes
controladas sdo excelentes ferramentas para estudar os efeitos da resposta
toxicologica a exposicdo de xenobibticos. Um ambiente in vitro que imita as
propriedades inerentes e relacdo natural de tecidos e células como as que
existem in vivo geralmente proporcionam uma interpretacdo mais precisa de
eventos primarios e secundarios, dependendo na complexidade celular e
molecular do sistema (LeCLUYSE et al., 2012). Desta forma, a realizacdo de
testes in vitro para detectar hepatotoxicantes, sdo ferramentas faceis, baratas e
efetivas para reduzir o numero de moléculas quimicas que avancam para as
pesquisas em animais e etapas de estudo clinicos (VAN DEN HOF et al.,
2014).

As alteragdes sobre a homeostasia celular variam desde um evento
inicial, que pode ser reversivel ou ndo até o aumento do nimero de eventos
caracteristicos de morte celular at¢é mesmo o desenvolvimento de cancer. Tais
eventos sao distinguiveis, por alteracdes morfologicas e bioquimicas que
caracterizam o0s principais tipos de morte celular e sdo definidas como
apoptose e necrose (GRIVICICH, et al., 2007). Sendo que a morte celular pode
ser desencadeada por diferentes estimulos, e muitas vezes estao relacionadas
com o mecanismo de toxicidade de xenobidticos. Neste contexto, alguns
processos mitocondriais, com énfase na transicdo de permeabilidade
mitocondrial, tém sido frequentemente associados a morte celular tanto por
necrose quanto por apoptose (KROEMER, DALLAPORTA, RESCHE-RIGON,
1998; SKULACHEYV, 2000).

1.7.1 — Mecanismos de Morte Celular por apoptose e necrose




Apoptose € um processo coordenado e dependente de energia para
que ocorra a ativacdo de um grupo de cisteina proteases (caspases) e uma
complexa cascata de eventos, demonstrada de forma simplificada na figura 8.

O processo apoptético pode ser induzido por duas, entre elas, a via
extrinseca, que € iniciada com a ativacdo de receptores de morte localizados
na membrana celular das células por polipeptideos sinalizadores encontrados
na familia do fator de necrose tumoral (TNF) (AFFORD; RANDHAWA, 2000).
Este processo pode também ser induzido pela via intrinseca, como
consequéncia de danos ao DNA, ou eventos que levem a perda de
permeabilidade da membrana mitocondrial (HAUPT et al., 2003).

Proteinas moduladoras da apoptose compartimentadas na
mitocondria, tais como citocromo c integrante da cadeia transportadora de
elétrons localizada na membrana mitocondrial interna, o fator indutor de
apoptose (FIA) e o Smac/DIABLO sao liberadas da organela para o citosol em
resposta a diferentes estimulos apoptoticos. Uma vez no citosol, o citocromo ¢
se complexa ao Apaf-1 aumentando sua afinidade pelo complexo de
ATP/dATP. A ligacdo desses nucleotideos ao complexo citocromo c/Apaf-1
promove a oligomerizacdo formando o apoptossoma, que recruta moléculas de
pro-caspase-9, promovendo sua auto clivagem em caspase-9. Somente as
moléculas de caspase-9 que estdo ligadas ao apoptossoma sdo capazes de
clivar e ativar caspases efetoras, como caspase-3, tornando-as habeis em
clivar macromoléculas celulares e desencadeando a apoptose, conforme
ilustrado na figura 8 (ZOU et al., 1999; HENGARTNER, 2000; WANG, 2001;
KROEMER, 2003; ASHE; BERRY, 2003).

Figura 8 - Representacao simplificada das vias de extrinseca e intrinseca de inducdo de morte celular por

apoptose desencadeada por xenobiéticos.
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A proteina Smac/Diabo também atua ativando a caspase-3, porém
por via distinta. Enquanto que o efeito do FIA, parece ser independente da
ativagcdo de caspases, uma vez liberado no citosol ele é conduzido ao nucleo,
onde promove fragmentacdo parcial do DNA e condensacdo da cromatina.
Membros pré-apoptéticos da subfamilia Bax oligomerizam-se na membrana
externa formando canais pelos quais as proteinas moduladoras da apoptose
sao liberadas (WOLTER et al., 1997; GROSS et al.,, 1999). As vias descritas
acima podem ainda sofrer regulacdo pelo gene supressor de tumores, p53,
capaz de promover apoptose via ativacao direta da Bax (KROEMER, 2003;
ASHE; BERRY, 2003).

Desta forma a apoptose €& caracterizada por ativacdo de
endonucleases e caspases, além do mais, envolve externalizacdo de

fosfatidilserina na membrana plasmatica, encolhimento celular, condensacao



de cromatina e fragmentacdo do DNA nucleossomal com quebras em pares de
bases especificos contendo cerca de 180 nucleotideos caracterizado de padréo
(ladder), que é resultante da clivagem dos nucleossomos e alteracdes
morfolégicas da célula que incluem a formacdo de prolongamentos na
membrana plasmatica, reorganizacdo do citoesqueleto e formacdo de corpos
apoptoéticos prontamente fagocitados por macrofagos ou células vizinhas
responsaveis pela remocdo das células mortas (EGUCHI; SHIMIZU;
TSUJIMOTO, 1997; GOZUACIK; KIMCHI, 2004; AFFORD; RANDHAWA, 2000;
BRAS; QUEENAN; SUSIN, 2005; ELMORE, 2007, PEREIRA et al., 2012).

Por outro lado, o processo de morte celular por necrose €
caracterizado por alteracées metabdlicas que causam deplecao subita do ATP
(ou seja, é um processo independente de energia), quebra do equilibrio i6nico,
alteracdes morfolégicas devido ao intumescimento mitocondrial e celular, além
de ativacdo de enzimas de degradacdo resultando em rompimento da
membrana citoplasmatica e ocasionando um répido vazamento do contetdo
celular que resulta em resposta inflamatéria na regido da célula morta
(EGUCHI; SHIMIZU; TSUJIMOTO, 1997; BRAS; QUEENAN; SUSIN, 2005;
ELMORE, 2007; GOLSTEIN; KROEMER, 2007; BOUJRAD et al.,, 2007HAN;
KIM; KIM, 2008).

Apesar de existirem diferentes tipos de morte celular, tais como
apoptose, necrose, necroptose, autofagia, etc. e cada um dos tipos
apresentarem caracteristicas morfologicas e bioquimicas diferentes, algumas
dessas caracteristicas sdo comuns a mais de um tipo de morte celular
(GALLUZZI et al., 2012). Por exemplo, assim como na apoptose, a transi¢ao de
permeabilidade (TPM) tem uma grande importancia na morte celular por
necrose. A necrose ocorre quando a TPM promove a rapida deplecéo de ATP,
enquanto o processo de apoptose é iniciado quando a TPM ocorre sem a
exaustdo de ATP (LEMASTERS et al., 1999).

Por outro lado, embora os tipos de morte celular sejam definidos
separadamente, estudos tém demonstrado que diversos mecanismos de
induc&o de morte podem ser ativados simultaneamente dentro de uma mesma
célula lesada, onde apenas um tipo de morte celular se torna predominante
(ORRENIUS, NICOTERA e ZHIVOTOVSKY, 2011). Sob condi¢cbes de

estresse, presenca de xenobibticos, por exemplo, as células podem ativar o



processo autofagico que pode ser uma via de morte celular ou um mecanismo
de protecao. Contudo, o ultimo mecanismo € 0 mais aceito na literatura (SHEN
et al., 2011; ORRENIUS et al., 2013).

1.7.2 — Autofagia — mecanismo de morte ou sobrevivéncia celular

A autofagia é um processo de reciclagem e degradacéo intracelular,
altamente conservado e orquestrado, que envolve degradacédo de constituintes
celulares, bem como remocdo de constituintes e organelas danificados por
meio dos lisossomos (AMAYA et al, 2015; BOLT, KLIMECKI 2011). O
mecanismo é disparado quando um sinal indutor de autofagia (dito pré-
autofagico) é percebido pela célula, tanto fisiologicamente quanto em contextos
patolégicos. Autofagia é classicamente induzida por privacdo de nutrientes e
oxigénio. Porém, outros sinais pro-autofagicos estdo bem caracterizados,
como: a presenca de organelas danificadas; a presenca de toxinas
extracelulares; estresse do reticulo endoplasmatico; hipoxia; dano no DNA e
compostos citotoxicos. Assim, a autofagia estd envolvida em diversos
processos fisiolégicos ou patolégicos, tais como desenvolvimento e
manutencdo da homeostase do organismo, diferenciagéo celular, infeccao e
cancer (KIFFIN et al.,, 2004; LEVINE; YUAN, 2005; OGATA et al., 2006;
ABEDIN et al., 2007; BELLOT et al., 2009; LIM et al., 2010; SHEN et al., 2011).

O termo autofagia foi utilizado pela primeira vez por Christian de
Duve em 1963, baseado na descoberta dos lisossomos em 1955, fato que lhe
concedeu o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1974. Entretanto,
apenas nos ultimos anos este processo tem sido descrito com mais detalhes,
pois apenas nas ultimas duas décadas que, aproximadamente, 40 genes
relacionados a autofagia tém sido descritos, os chamados ATG (do inglés:
Autophagy-related genes) (de DUVE; WATTIAUX, 1966; FENG et al., 2014;
KAUR; DEBNATH, 2015). O processo (representado na figura 9) é
caracterizado por uma estrutura inicial de dupla membrana lipidica denominada
de fagoforo, que inicia o processo de envolvimento de componentes celulares
citoplasmaticos e organelas. A partir da formacdo do fagoforo ha o

recrutamento e formacao de complexos proteicos que dirigem o englobamento



final dos componentes celulares e a formacdo de uma vesicula com dupla
camada lipidica (autofagossomo) além do recrutamento de lisossomos para a
degradacdo de constituintes celulares e organelas no interior dos
autofagossomos (KLIONSKY & EMR, 2000; BEHRENDS et al., 2010). Desta
fase de iniciacdo até o processo de fusdo, no qual o autofagossomo se funde
com o lisossomo, as principais proteinas envolvidas sdo a fosfatidilinositol 3-
cinase classe Ill (PI3K IIl) e os genes relacionados a autofagia, Atgs (WU et al.,
2006; BEHRENDS et al., 2010; WESSELBORG, STORK 2015). A maquinaria
molecular de controle da autofagia é complexa e coordenada principalmente
pelos genes da familia Atg. Porém outras proteinas sdo também importantes,
modulando o processo autofégico.

A proteina LC3 merece uma atencdo especial. A clivagem de LC3
logo ap6s a traducdo produz a forma citosolica de LC3, chamada LC3-I.
Quando o processo de autofagia € ativado, LC3-1 sofre nova clivagem e uma
lipidacdo com fosfatidiletanolamina por um sistema que envolve as proteinas
Atg7 e Atg3, sendo entdo convertido a LC3-Il, a qual se associa a membrana
das vesiculas autofagicas (WU et al., 2006). E importante ressaltar que a
proteina LC3-Il ndo se encontra presente em autofagolisossomos, uma vez que
€ desestabilizada e degradada pelo ambiente acido e pelas enzimas
lisossomais (BEHRENDS et al.,, 2010). Outra proteina importante para o
processo de autofagia é a p62 (também conhecida como sequestrossoma —
SQSTM1), proteina que regula o acondicionamento e transporte de
constituintes celulares para o autofagossoma, facilitando assim a depuracao de

proteinas e organelas danificadas (ORRENIUS et al., 2013).

Figura 9 - Vias de sinalizacéo e controle da autofagia.
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Autofagia e mitofagia (processo de autofagia envolvendo
estritamente as mitocondrias) sdo importantes processos celulares para
preservacao de energia e homeostase (ZHANG, 2013). O termo "mitofagia” foi
introduzido pela primeira vez em 2005 (LEMASTERS, 2005). Acredita-se que a
mitofagia desempenha um papel chave na sobrevivéncia da célula, sendo o
principal mecanismo para a remoc¢ao de mitocondrias defeituosas no interior
das células (MICHEL et al., 2012). Concomitante com a produgéo de energia
atraves da fosforilacdo oxidativa na mitocéndria, a regulacdo da homeostase

calcica, biossintese de grupos heme e esteroides, participagcdo na



sobrevivéncia ou morte celular, esta organela gera espécies reativas de
oxigénio, causando oxidacdo de proteinas, lipidios e DNA e muitas vezes a
indug&o de morte celular (GREEN; KROEMER, 2004). Desta forma, o controle
da qualidade, distribuicdo e atividade das mitocondrias é fundamental para
manter as funcdes celulares normais (ZHU; WANG; CHU, 2013).

Dependendo do agente toxicante, o processo de morte celular pode
ser iniciado envolvendo diferentes estruturas e sinalizagéo celular (ORRENIUS
et al., 2013).

1.8 - Avaliacdo Toxicogenética

A divisdo exata do DNA as células-filhas durante a mitose envolve
eventos coordenados, que vao desde a replicagdo do DNA propriamente dita
até a correta segregacdo cromossdmica. A manutencdo da normalidade da
célula e seu perfeito material genético dependem da exatiddo do processo em
todos os niveis (SANTELLI, 2014).

Outro importante mecanismo de acdo de xenobidticos € a inducéo
de danos ao material genético. Para avaliar corretamente o potencial
genotoxico de uma mistura ou de produtos puros € importante o emprego de
testes com diferentes endpoints (HOUK, 1992). Os testes citogenéticos in vitro,
juntamente com os testes de mutacdo génica em células de mamiferos,
fornecem dados de grande relevancia para a avaliacdo da atividade genotdxica
de agentes quimicos (SALVADORI et al., 2003). As células apresentam
sistemas enzimaticos que reparam o DNA danificado e para isto lancam méo
de uma variedade de mecanismos. Alguns sistemas enzimaticos neutralizam
compostos potencialmente danosos antes mesmo que eles reajam com o DNA
(GRIFFITHS et al., 2001). Outros mecanismos ja agem sobre o préprio dano no
DNA (BROWN, 199). Uma falha neste sistema pode levar a uma maior taxa de
genotoxicidade e mutacao (GRIFFITHS et al., 1998).

Uma substancia € dita genotoxica quando tem a capacidade de
reagir diretamente com a molécula de DNA ou ap0s sua ativacdo metabdlica,

produzindo danos em sua estrutura e/ou funcdo (WEISBURGER, 1999).



Quando estes danos sao transmitidos a descendéncia diz-se que ocorreu uma
mutac&do (SANTELLI, 2003).

Mutacdo € uma alteracdo no material genético que pode ocorrer em
células somaticas ou germinativas e serdo transmitidas para as células-filhas
ou para a prole, respectivamente, podendo ocorrer de forma espontanea ou
induzida por agentes mutagénicos. (LEWIS, 2004; GRIFFITHS etl al., 2006;
MACHADO-SANTELLI; SIVIERO, 2008; BENIGNI; BOSSA, 2011).

A mutacdo pode ocorrer em dois niveis diferentes: Mutacao
cromossOmica, onde segmentos de cromossomos, CromossSomos inteiros ou
grupos inteiros de cromossomos se alteram (GRIFFITHS et al., 1998); ou
mutacdo génica também denominada de mutacdo de ponto, visto que 0s
eventos mutacionais podem ocorrer dentro de genes individuais (GRIFFTHS et
al., 2001).

1.8.1 - Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa nao é utilizado para verificar mutacdes, mas sim
lesbes gendmicas que se nao forem corrigidas, podem ser processadas
levando as mutacdes (TICE, 1995) o que as caracteriza como lesdes pré-
mutagénicas (KAMMANN et al., 2001). Diferentemente das mutacdes, as
lesbGes detectadas pelo teste do cometa sédo passiveis de correcdo (TICE,
1995).

Nas ultimas décadas, diversas metodologias para avaliacdo de
danos ao DNA tém sido desenvolvidas e, dentre elas, o ensaio do cometa tem
sido considerado como uma das mais eficientes ferramentas para tal finalidade.
Este destaque é devido ao teste ser sensivel, rapido e econémico, além de
requerer poucas celulas para a sua execucao (KOSZ-VNENCHAK, ROKOSZ,
1997; SASAKI et al., 1997; MITCHELMORE, CHIPMAN, 1998). Além do mais,
qualquer célula eucariota pode ser utilizada no teste do cometa (TICE et al.,
2000).

O teste é realizado com a adesdo das ceélulas em laminas
embebidas com agarose, lise celular, e eletroforese em pH alcalino (>13) para
detectar e quantificar quebras em fitas simples de DNA, sitio alcali-labeis no
DNA, além de quebras de fita duplas (LAl e SINGH, 1995; TICE, 2000). O



parametro utilizado para avaliar a extensédo do dano ao DNA de células HepG2
foi o Tail Moment (TM), ou momento de cauda, representado na Figura 10, que
representa a relagdo entre o comprimento e a intensidade da calda ( ou
porcentagem de DNA na cauda) (PHILLIPS et al., 1998).

FIGURA 10 — Cometa analisado em software, demostrando o parametro Tail Moment (TM)

Célula

Tail Moment (Momento de Calda)

FONTE: Comet Assay IV v. 4.3Manual

1.8.2 - Ensaio do Micronucleo

J& o ensaio de micronucleo (MN) é um dos métodos mais usados
para avaliar dano cromossémico, relacionado a perda ou quebra cromossdémica
(CHEQUER et al., 2009), sendo um teste de extrema relevancia, tendo em
vista que detecta mutacbes cromossdémicas, podendo ser considerados como
marcadores precoces para a carcinogénese (BONASSI et al.,, 2003). Um
Micronucleo (MN) é definido como uma pequena massa nuclear delimitada por
uma membrana e separada do nucleo principal (Figura 11). Eles constituem-se

de fragmentos cromossémicos acéntricos, que nado foram incorporados ao



interior do nucleo das células-filhas (efeito aneugénico) e por isso foram
excluidos do nucleo principal das células-filhas (FENECH, 1997; FENECH
2000; FENECH, 2007).

FIGURA 11 - Micrografias de Micronucleos, Unico, e mdltiplos, vistos sob a luz
w n

Legenda: (A, B: Giemsa, seta preta) e microscopio de fluorescéncia (C, D: laranja de acridina, seta
branca), respectivamente.
Fonte: BHATIA e KUMAR, 2012.

Para a realizagdo do teste de micronucleo in vitro, € importante a
utilizacdo de citocalasina-B, um inibidor da polimerizacdo da proteina actina,
requerida pela formacdo de anel de microfilamentos, que induz a contragédo do
citoplasma e divisdo da célula em duas células-filhas (citocinese) (FENECH,;
CROTT, 2002, SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003) e ainda assim,
observar alguns critérios bem definidos na literatura, sendo que o0s
micronucleos sdo geralmente redondos ou ovais, 1/16 a 1/3 do tamanho do
nacleo principal, ndo refrativo, com a mesma intensidade de coloragdo ou
ligeiramente mais escuro que o nucleo principal (BHATIA; KUMAR, 2012).

Diferentes tipos de linhagens celulares podem ser empregados nos
ensaios de mutagenicidade avaliando a frequéncia de microndcleos, dentre
eles podemos citar os linfdcitos e as células HepG2 (IAMARCOVAI et al., 2008;
MURGIA et al., 2008; FENECH 2002).

Atualmente, é proposto o Ensaio Citoma de Micronicleos com
Bloqueio da Citocinese (CBMN) (Figura 12), que além de avaliar a inducéo de
MNs, também avalia a formacdo de pontes nucleoplasmaticas e brotos
nucleares, com o intuito de ampliar a deteccdo de danos genéticos avaliados
(FENECH, 2007).

FIGURA 12 — Possiveis morfologias de células cultivadas com bloqueio de citocinese, apos a exposicdo a

agentes genotoxicos/citotoxicos.
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Legenda: Usando esses biomarcadores no ensaio CBMN, é possivel avaliar a frequéncia da quebra
cromossdmica (MN), a perda de cromossomos (MN), rearranjo cromossdmico, por exemplo,
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efeitos citostaticos sdo facilmente calculados a partir da proporcéo de células mono, bi e multinucleadas.
FONTE: FENECH, 2007

1.8.3 - Ensaio de mutagenicidade com Salmonella ou teste de Ames

O teste de mutagenicidade realizado com diferentes linhagens da
bactéria Salmonella typhimurium, € um ensaio de curta duracao utilizado para
detectar substancias que podem causar mutagdes de ponto. E um ensaio que
ja esta bem descrito na literatura e em uso por mais de 20 anos, considerado
como de alta sensibilidade e ja validado (JARVIS et al., 1996). Além disso, é
recomendado pela pela Associacdo Brasileira de Mutagénese e Gendmica
Ambiental (MUTAGEN BRASIL, 2004) e reconhecido por comunidades
cientificas e agéncias governamentais (MVORTELMANS; ZEIGER, 2000). E
usado mundialmente como um ensaio de triagem para determinacdo de
capacidade mutagénica de novos compostos quimicos.

As linhagens de Salmonella usadas no teste sofreram mutac¢des nos
genes responsaveis pela biossintese de histidina e por isso ndo sado capazes
de produzir este aminoacido (JARVIS et al.,, 1996). Assim outra mutacdo é
necessaria para que a bactéria tenha subsidio para que crescam e sobrevivam
na auséncia do referido aminoacido (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).



As linhagens de Salmonella utilizadas no ensaio pertencem ao grupo
de enterobactérias capazes de produzir azoredutase e nitroredutase,
especialmente desenvolvidas para detectar muta¢gdes do tipo deslocamento do
quadro de leitura ou substituicdo de pares de base no DNA (MARON; AMES,
1983). Assim 0 ensaio Salmonella/microssoma, apesar de ser um teste
bacteriano, € uma ferramenta importante capaz de predizer os possiveis efeitos
desses compostos para a saude humana apos a ingestao, pois a Salmonella é
uma enterobactéria com caracteristicas metabdlicas similares a microbiota
intestinal de mamiferos (UMBUZEIRO, 2005).

As bactérias ndo apresentam sistema de oxidagdo por meio do
citocromo P450 wusados pelos vertebrados na biotransformagcdo de
xenobidticos. Assim, sabendo que alguns compostos podem apresentar
metabdlitos mutagénicos, faz-se necessario mimetizar esse sistema nos
ensaios com bactérias através da adicdo da fracdo S9. Esta fracdo é obtida a
partir de um homogeneizado de células de figado de rato pré-tratado com
Aroclor 1254 e centrifugados a 9.000 g (mistura S9). Assim, substancias que
apresentarem capacidade mutagénica ap6s metabolismo via citocromo P450
serdo também detectadas pela fracdo S9. E os compostos mutagénicos nao
dependentes de metabolismo podem ser detectados por meio dos ensaios com
Salmonella sem adicdo da mistura S9 (MARON, AMES, 1983; JARVIS et al.,
1996).

As linhagens usadas podem reverter espontaneamente a auxotrofia
para histidina (His-) e assim podem crescer em um meio sem o0 aminoacido
histidina. Esta reversdo espontanea € relativamente fraca, que pode ser
aumentada por meio de mutacbes. Cada linhagem apresenta uma faixa
caracteristica de reversdo espontanea (MARON, AMES, 1983; MORTELMANS,
ZEIGER, 2000). As linhagens TA98 e TA 100, utilizadas no presente trabalho,
sdo comumente utilizadas em estudo de triagem, pois mostram eficiéncia na
deteccdo de grande numero de agentes mutagénicos (CLAXTON et al., 1987;
MORTELMANS, ZEIGER, 2000). A tabela 2 mostra as caracteristicas
genéticas das linhagens de Salmonella typhimurium utilizadas neste trabalho e
que foram obtidas da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(CETESB) de Sao Paulo.



Tabela 2: Caracteristicas genéticas das linhagens de Salmonella typhimurium utilizadas no teste

Salmonella/microssoma

Linhagem Genétipo Tipo de mutagao Referéncias
TA98 hisD3052", rfa®, bio”, AuvrB®, Deslocamento do MARON, AMES,
pKM101(Ap")° quadro de leitura 1983
TA100 hisG46', rfa®, bio®, AuvrB*, Substituicdo de pares ~ MARON, AMES,
pKM101(Ap")°® de base 1983

" his mutagao responsavel pela sintese de histidina

% rfa permeabilidade da membrana de lipopolissacarideos
3 dependéncia a biotina

* AuvrB delegao do gene uvrB

® Ap" ampicilina resistente

Neste contexto, com o intuito de investigar a capacidade de induzir
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade e desta forma, elucidar o
mecanismo de toxicidade e a relacdo entre estrutura e atividade dos
retardantes de chama bromados, mais precisamente os éteres difenilicos
polibromados, foram realizados ensaios com cultura de células da linhagem
hepética, HepG2; cultivo de células primarias hepéticas, os hepatdcitos, da
linhagem bacteriana salmonela typhimurium e linfécitos humanos.

A diversidade estrutural dos congéneres de PBDE é um dos
impasses na elucidacdo de sua toxicidade. Portanto o estudo do potencial
toxico de cada estrutura € Util no entendimento do mecanismo de a¢do. Com
essa finalidade, propomos a investigacdo de inducdo de apoptose de
representantes das classes de PBDEs de maior interesse toxicologico (penta e
hexa BDE), devido as suas caracteristicas de bioacumulacdo, conforme ja
citado. Além disso, propomos ainda a complementacdo de nossos resultados ja
obtidos com mitocdndrias isoladas de figado de rato com testes que avaliem o
potencial mutagénico dos PBDEs, uma vez que tem sido descrito na literatura
gue os PBDEs apresentam evidéncias mutagénicas, embora estes dados ainda
sejam escassos (PAROLINE, BINELLI, 2012; AN et al., 2011). Para tanto foram
escolhidos os congéneres: BDE-100 (penta-BDE) e BDE-153 (hexa-BDE).



6 — CONCLUSAO

Foi realizada a avaliagdo dos efeitos citotoxicos e genotoxicos dos
representantes dos congéneres de éteres difenilicos polibromados
representantes das classes de penta e hexa-BDE (BDE-100 e BDE-153) sobre
células HepG2, hepatdcitos primarios isolados de figado de ratos e células
HelLa visando compreender os mecanismos de acgdo toxica dessa classe de
retardante de chamas sobre a saude humana.

A) Nossos resultados mostram que ocorreu a inducdo de instabilidade
gendmica as células HepG2 apds a exposicdo aos PBDEs (BDE-100 e
BDE-153), como evidenciado pelo ensaio do cometa. Somado a isso,
nossos resultados confirmam o potencial toxico dos retardantes de chama
bromados aqui avaliados pelo BDE-100, -153, sendo estes 0s principais
representantes desta classe de compostos.

B) Nossos resultados mostram a instabilidade genémica observada apés a
exposicao ao BDE-100 e BDE-153, néo foi suficiente para induzir mutacao
cromossOmica nas condicfes avaliadas pela formacdo de micronucleos
nem em células HepG2, bem como em linfécitos humanos saudaveis. Em
adicdo, podemos relacionar o bom desempenho observado com a
linhagem tumoral HepG2 no experimento de mutagenicidade quando
comparado com uma célula saudavel, os linfécitos por exemplo. Visto que

com ambas as células obtivemos os mesmos resultados.

C) Os PBDEs nao foram capazes de reverter a mutacédo de néo producéo do
aminoacido histidina nas linhagens de Salmonelas TA98 e TA100, nao
induzindo mutacdes de bases/frameship nas condi¢cdes testadas neste

modelo de célula procarionte.

D) Os PBDEs avaliados foram capazes de induzir citotoxicidade em 24 e 48
horas de exposicdo nas células HepG2, em hepatécitos de ratos wistar e
em células Hela, em proporcdes diferentes entre si. Por isso, nossos
achados sugerem que as concentracdes avaliadas sdo capazes de induzir

hepatotoxicidade nas condi¢fes testadas.



E)

F)

G)

H)

Todos os dois congéneres avaliados no presente trabalho se mostraram
capazes de causar morte celular por disfungcdo mitocondrial, observados a
partir da capacidade interagir com o potencial de membrana mitocondrial,
producdo de EROS e liberacdo de proteinas presentes na matriz

mitocondrial.

Os PBDEs avaliados foram capazes de induzir a via intrinseca da apoptose
monitorada pela liberacdo de fatores apoptoticos, ativacdo de caspases,
bem como caracteristicas exclusivas de apoptose, tais como exposicao e
manutencdo da fosfatidilserina na membrana externa das células e

fragmentacao nuclear.

Foi observado também que apds a exposicdo a ambos PBDEs houve o
aumento de proteinas do processo autofagico, o que nos da o indicio de
que a autofagia é induzida pelos compostos, a principio como um
mecanismo citoprotetor, visto que quando o processo autofagico € inibido,

observamos um aumento em caracteristicas de morte celular por apoptose.

Concluimos também que a toxicidade desses compostos apresentou-se de
maneira diferente entre 0s congéneres testados muito possivelmente
devido as suas diferencas estruturais, como a coplanaridade da estrutura
tridimensional, nimero e posicdo de substituintes de bromo na molécula
dos PBDEs.

Desta forma, baseado em nossos resultados e com os relatos de

toxicidade dos compostos na literatura, e levando em consideracdo a

guantidade produzida e utilizada destas substancias nos mais variados itens e

utensilios domésticos em adicéo a falta de legislacdo para regulamentar o seu

uso, concluimos que esta classe de compostos oferece risco a populacdo. Uma

vez que a populacdo esta em contato direto e indireto com os PBDEs.

Além do mais, nossos dados claramente auxiliam na elucidagédo do

mecanismo de toxicidade dos PBDEs onde mostram que as concentracdes

agui avaliadas foram capazes de induzir instabilidade gendmica e nas mesmas

doses sao citotdéxicos envolvendo o processo de morte celular por autofagia e

apoptose.
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