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Resumo

SILVA, A. A. M. Avaliacdo da neurotoxicidade do Bisfenol A em cultura primaria
de hipocampo. 2016. 99f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

O Bisfenol A (BPA) é usado na fabricacdo de plasticos de policarbonato e resinas
epoxi. A exposicao pré-natal a esse agente pode causar diversos efeitos, tais como:
antecipacdo da puberdade, hiperplasia de préstata, diminuicdo do numero de
espermatozoides, diminuicdo dos niveis de testosterona, alteracdo do
desenvolvimento e organizacao tecidual da glandula mamaria, diminuicao da resposta
celular induzida por hormonios, cancer de mama, diabetes, doencas cardiovasculares,
alteracbes das funcdes de enzimas hepaticas, além de efeitos sobre o
desenvolvimento cognitivo. Poucos estudos avaliam os efeitos do BPA sobre as
células neuronais, porém existem evidéncias de que este agente induza a apoptose.
O presente trabalho tem como objetivo estudar a neurotoxicidade do BPA, avaliando
vias de sinalizacdo que levam a inducdo da apoptose em cultura primaria de
hipocampo. As células foram expostas ao BPA nas concentracfes de 50, 100, 150,
200, e 250 uM (0,1% DMSO v/v) pelos periodos de 6, 12, 24, e 48 horas para a
realizacdo dos ensaios da atividade mitocondrial (MTT) e citotoxicidade pela liberacao
da enzima Lactato Desidrogenase (LDH). A partir dos resultados de MTT e LDH, foram
adotados novos horarios de exposicdo (3, 6 e 9 horas) utilizando somente as
concentracdes de 200 e 250 uM. Neste novo desenho experimental, foi realizada a
quantificacdo da concentracdo de BPA na cultura primaria por HPLC-PDA,
determinacdo da concentracdo de Ca?* intracelular pela quantificacdo da
fluorescéncia do Fluo-4 AM, caracterizacdo dos mecanismos envolvidos na morte
celular por citometria de fluxo e Western Blotting, e avaliacdo dos receptores de
estrogeno ER-a e ER-B por Western Blotting. Nossos resultados apontam que
aproximadamente 20% de BPA na concentracdo de 250 pyM apds 6 horas de
exposicao e 18% para a concentracdo de 200 uM com 9 horas de exposi¢gdo foram
absorvidos pela cultura celular. O ensaio do MTT mostrou que as células expostas a
200 e 250 uM de BPA, por 12, 24 e 48 horas, apresentaram diminuicao significativa
da funcdo mitocondrial em relagéo ao controle. Porém, ndo houve liberacdo de LDH

para o meio de cultura para nenhuma das concentracfes de BPA em nenhum dos



periodos de incubacdo, o que sugere que ndo houve rompimento da membrana
plasmatica. Foi observada atividade apoptética somente com a concentragcéo de 250
MM no periodo de exposicéo de 6 horas por citometria de fluxo. Ndo foram encontradas
células em necrose, nem alteracdo na concentracdo de calcio intracelular em
nenhuma das condi¢bes estudadas. Na avaliacdo dos marcadores de morte celular,
observamos aumento da razéo de Bax/Bcl-2 para a concentragao de 250 uM em todos
os periodos de exposicdo e aumento das caspases 8, 9 e 3 para a concentracdo de
250 uM no periodo de exposicao de 6 horas, indicando que o BPA deve ativar tanto a
via intrinseca como a extrinseca no processo de apoptose. Verificamos ainda, por
Western Blotting, que a cultura primaria de hipocampo apresenta os receptores de
estrogeno ER-a e ER-B. A exposicao ao BPA aumentou os ER-a e ER-3 avaliados por
Western Blotting para as duas concentracdes estudadas no periodo de 6 horas de
exposicdo e, para o periodo de exposicdo de 9 horas, houve um aumento do ER-a
para a concentracdo de 250 uM e do ER-B para a concentracdo de 200 uM. E possivel
concluir que o BPA pode levar a morte das células neuronais hipocampais por
apoptose por ambas as vias intrinseca e extrinseca, sendo 0 processo de morte
celular mais evidente para a concentracdo de 250 yM no periodo de 6 horas de
exposicao. Sugerimos ainda que o aumento observado em ambos os receptores de
estrOgeno possa representar uma tentativa de interrup¢do ou reversdo do processo

de morte celular.

Palavras-Chave: Bisfenol A, neurotoxicidade, cultura primaria de hipocampo,

apoptose, caspases, desregulador endocrino, receptores de estrogeno.



Abstract

SILVA, A. A. M. Evaluation of Bisphenol A neurotoxicity in primary culture of
hippocampus. 2016. 99f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

Bisphenol A (BPA) is used in the manufacture of polycarbonate plastics and epoxy
resins. The prenatal exposure to this agent may cause several effects, such as
anticipation of puberty, prostate hyperplasia, reduced number of sperm, reduced
testosterone levels, alteration in the development and tissue organization of the
mammary gland, decreased cellular response induced by hormones, breast cancer,
diabetes, cardiovascular disease, changes in the functions of liver enzymes, and
effects on cognitive development. Few studies have evaluated the effects of BPA in
neuronal cells, however there are evidences that this agent may induce apoptosis. This
work aims to study the neurotoxicity of BPA, by analyzing the signaling pathways of
apoptosis in hippocampus primary culture. Cells were exposed to BPA at 50, 100, 150,
200, and 250 pyM (0.1% DMSO v/v) for 6, 12, 24, and 48 hours for the assay of
mitochondrial activity (MTT) and the release of the enzyme lactate dehydrogenase
(LDH). From the results of MTT and LDH, new exposure times (3, 6 and 9 hours) and
only 200 and 250 uM were used. In this new experimental design we performed the
qguantification of the BPA concentration in the primary culture by HPLC-PDA,
intracellular Ca?* quantification by Fluo-4 AM assay and the characterization of the
mechanisms involved in cell death by flow cytometry and Western Blotting assays.
Furthermore, evaluation of the estrogen receptor ER-a and ER-3 was done by Western
Blotting. Our results demonstrate that about 20% of the BPA concentration of 250 yM
after 6 hours of exposure and 18% for the concentration of 200 uM with 9 hours of
exposure were absorbed by the cell culture. Cells exposed to 200 and 250 uM of BPA
for 12, 24 and 48 hours, showed a significant decrease in mitochondrial function, by
the MTT assay, compared to control. However, there was no release of LDH into the
culture medium for any of the BPA concentrations in any of incubation times studied,
which suggests no rupture of the plasma membrane by BPA. Apoptotic activity was
observed after 6 hours of exposure to 250uM BPA by flow cytometry. It was not
observed cell necrosis and changes in intracellular calcium concentration in any of the

studied conditions. Regarding the cell death markers, exposure to 250 yM BPA in all



periods of exposure resulted in an increased Bax/Bcl-2 ratio; moreover, an increase in
caspase 8, 9 and 3 was detected after exposure to 250 yM BPA for 6 hours. Taken
together, these findings indicate that BPA activates both the intrinsic and the extrinsic
pathway during the apoptotic process. We also verified by Western Blotting the
presence of the estrogen receptors ER-a and ER-B at the primary culture of
hippocampus, and that they can be modulated by BPA. The exposure to 200 and 250
MM BPA for 6 hours caused an increase of ER-a and ER-B, however, 9 hours of
exposure to 200 uM and 250 yM BPA increased the expression of ER-a and ER-f,
respectively. In conclusion, BPA can lead hippocampal neuronal cells to death by both,
intrinsic and extrinsic, apoptotic pathways and this process is more evident at 250 uM
BPA after 6 hours of exposure. Furthermore, we suggest that the increase of both
estrogen receptors might represent an attempt to interrupt or reverse the cell death

process.

Keywords: Bisphenol A, neurotoxicity, hippocampus primary culture, apoptosis,

caspases, endocrine disrupter, estrogen receptors.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bisfenol A

O Bisfenol A (BPA), [2,2-bis (4-hydroxphenyl) propano, CAS 80-05-7] (Figura
1) foi sintetizado pela primeira vez em 1891 pelo quimico russo A.P. Dianin. E formado
pela condensacgéo do fenol com a acetona (por isso o sufixo A no final) na presenca
de um catalisador, geralmente o acido cloridrico ou uma resina poliestireno sulfonada.
Sua estrutura molecular consiste em um atomo de carbono tetraédrico central com
dois grupos metil e dois grupos fendlicos. O BPA é um componente quimico industrial
comum em muitos produtos, sendo que seu uso tem crescido ao longo dos ultimos 58
anos, constituindo-se em um dos produtos quimicos com a mais elevada producao
mundial. Entre os usos do BPA destaca-se a fabricacdo de alguns polimeros
(policarbonatos, resinas epoxi, polisulfona e poliacrilatoplasticos), plasticos de cloreto
de polivinila e retardadores de chama. Apesar de nao ser formado naturalmente no
meio ambiente, € altamente presente nos dias de hoje devido a sua alta producéo,
consumo e subsequente introducdo ambiental. Em 2003, a producao global de BPA
foi de 3,2 milhdes de toneladas e seu consumo global em 2011 foi estimado acima de
5,5 milhdes de toneladas, justificando ser um dos produtos quimicos mais
comercializados no mundo (EFSA, 2010; WELSHONS; NAGEL; VOM SAAL, 2006;
FLINT et al., 2012; REZG et al., 2014; CORRALES et al., 2015).

H:C_ ,CH;

HO OH

Figural: Estrutura quimica do Bisfenol A. (RICHTER et al., 2007).



O policarbonato € um polimero que apresenta alta transparéncia e resisténcia
térmica e mecénica. Devido a estas caracteristicas, o policarbonato € muito utilizado
na fabricacdo de mamadeiras, galdes de agua mineral, entre outras embalagens e
utensilios para o armazenamento de alimentos e bebidas. A resina epOxi por sua vez,
€ muito utilizada no revestimento de latas e outras embalagens metalicas (ANVISA,
2013). Atualmente, as aplicacfes de policarbonato e resinas epoxi foram estendidas
para outros usos, tais como Oculos de sol, materiais de construcdo, CD-ROM,
dispositivos médicos e materiais odontologicos. Todos esses usos industriais de BPA
geraram a estimativa de que mais de 100 toneladas de BPA sé&o liberados na
atmosfera a cada ano de producao (REZG et al., 2014).

1.2. Exposic¢ao ao BPA

Devido a sua capacidade de lixiviagdo, pequenas quantidades de BPA podem
migrar para os alimentos e bebidas e consequentemente serem ingeridas (ANVISA,
2013). Este processo de lixiviacdo pode ocorrer por dois processos diferentes, a
difusdo do BPA residual presente nos plasticos de policarbonato apds o processo de
fabricacdo e a hidrélise do mesmo que pode ser favorecida pelo aumento de
temperatura, pH ou ainda por alguns compostos quimicos presentes em alguns
alimentos (EHLERT; BEUMER; GROOT, 2008; MERCEA, 2009; HOEKSTRA,
SIMONEAU, 2011).

Estudos mostram que a concentracdo média de BPA em alguns alimentos pode
atingir a faixa de 10 a 70 pg/kg (WHO, 2010). O BPA tem sido detectado em
concentracgdes significativas em produtos a base de carne (0,49-56 pg/kg), em peixes
(7,1-102,7 pg/kg), vegetais e frutas (11,0-95,3 ug/kg) e cereais (1,0-3,8 pg/kg)
(MICHALOWICZ, 2014). Contudo, a exposicdo ao BPA nao ocorre somente por meio
de alimentos contaminados, outras fontes de exposicdo vem sendo caracterizadas.
Colin et al. (2014) analisaram 291 amostras de agua potavel e verificaram que as
concentragbes meédias e maximas de BPA nessas amostras foram de 14 ng/L e 1,3
Mg/L, respectivamente. Ja no solo, as concentragdes variam entre <0,1 a 1000 ug/kg
dependendo da quantidade e do tipo de efluentes e residuos que este solo recebeu.

J& em amostras de ar, as concentracdes de BPA ficaram em torno de <100 ng/m3 em



residéncias e prédios comerciais (RUDEL et al., 2011; WILSON et al., 2007,
CORRALES et al., 2015)

Os seres humanos chegam a ingerir de 1,7 a 2,7 ug de BPA por dia, a partir
de alimentos contaminados por acondicionamento ou cultivo, além do BPA presente
na poeira que o individuo pode deglutir juntamente com os alimentos, apresentando
concentragdes que variam de 0,008 a 0,014 ug por dia (DEKANT; VOLKEL, 2008;
EHLERT; BEUMER; GROOT, 2008; CAO; CORRIVEAU; POPOQVIC, 2009; GROFF,
2010; LOGANATHAN; KANNAN, 2011). A Unido Europeia estima que estejamos
expostos ao BPA em um intervalo de 10 a 600 ug/dia ou 0,7 a 9 ug BPA/kg/dia,
considerando todas as fontes de exposicao (NAIK; VIJAYALAXMI, 2009).

Em 2006, a agéncia regulamentadora European Food Safety Authority (EFSA)
definiu que a Ingestdo Diéaria Aceitavel (IDA) do BPA fosse de 0,05 mg/kg de peso
corporeo/dia. Este valor baseia-se na dose de 5mg/kg de peso corpdreo/dia, que
corresponde a dose que ndo se observa nenhum efeito adverso (NOAEL - no-
observed-adverse-effect level), e que foi identificada em dois estudos de toxicidade
com roedores (EFSA, 2010).

Como precaucdo, alguns paises, inclusive o Brasil, proibiram a importacdo e a
fabricacdo de mamadeiras que contenham o BPA. Esta proibi¢do esta vigente desde
janeiro de 2012 e vem sendo aplicada pela RDC 41/2011 (EFSA, 2010; ANVISA,
2013). Para os demais tipos de recipientes e utensilios, o uso do BPA ainda é
permitido, contudo ha um limite especifico de migracao deste composto estabelecido
na RDC 56/2012 que corresponde a 0,6 mg/kg (ANVISA, 2013).

1.3. Toxicocinética

O BPA é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e sua distribuicdo
ocorre em diversos 6rgdos como figado, rins, tecido adiposo, ovarios, utero e diversas
regides do encéfalo, uma vez que 0 mesmo consegue ultrapassar a barreira
hematoencefalica (BHE) (KIM et al., 2004). Sua biotransformac¢éo ocorre no intestino
e no figado de humanos e roedores, sendo a formacdo de um produto de
biotransformag&o conjugado com o &cido glicurdnico (GLcA-BPA) a principal via de

biotransformacao. Contudo, o produto da conjugacdo do BPA com sulfato, formando
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um complexo S-BPA também foi encontrado em hepatdcitos isolados de ratos, porém,
em menor quantidade (ZALKO et al., 2003; YOSHIHARA et al., 2004; EFSA, 2010).

As enzimas envolvidas na conjugacédo do BPA sdo UDP-glucuronil-transferases
(UGT) e sulfotransferases (SULT), sendo que a reagdo de sulfatacdo representa
menos de 20% em humanos e menos de 5% em roedores. Ambas as familias
enzimaticas consistem de isoformas diferentes, podendo apresentar diferenca tanto

de afinidade quanto de eficiéncia na biotransformacédo do BPA (EFSA, 2010).

Foram relatadas variagdes na disponibilidade do GLcA-BPA em roedores e em
humanos. Uma das caracteristicas mais importantes € que, em roedores, o0 GLCA-BPA
formado no figado é transportado para a bile e em seguida submetido a circulacéo
entero-hepética resultando em retengcdo e, consequentemente concentracfes mais
elevadas de BPA livre no sangue ao longo do tempo. Em seres humanos, o GLcA-
BPA formado no figado cai na corrente sanguinea e alcanca os rins. Devido a alta
solubilidade em agua, o GLCA-BPA é rapidamente excretado na urina, sugerindo
assim que a circulagdo entero-hepatica ndo ocorra em humanos (VOLKEL et al.,
2002).

Alguns estudos realizados observando a biotransformacéo do BPA no figado
de roedores apresentaram também a formacdo de outros produtos de
biotransformacdo além do GLcA-BPA. A formacdo de 5-hidroxi BPA (BPA catecol)
sendo possivelmente convertido em BPA-o-quinona foram detectados a partir da
oxidacdo via citocromo P450 na fracdo S9. Estudos anteriores observaram que o BPA-
o-quinona promove a formacao de adutos de DNA danificando o material genético,
além disso, sabe-se que o BPA-o-quinona esta presente em reacdes redox e na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (ATKINSON; ROY, 1995;
YOSHIHARA et al., 2004; JAEG et al., 2004).

1.4. Atividade Estrogénica do BPA

Desreguladores endocrinos (DEs) sao substancias exdégenas que alteram as
funcdes do sistema endocrino e, por consequéncia, produzem inumeros efeitos
adversos a saude. Os DEs influenciam na homeostase, desenvolvimento e na

proliferacéo celular, mimetizando ou inibindo as a¢des dos horménios enddgenos e
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alterando a funcdo de regulacdo do sistema enddcrino. Alguns DEs possuem a
capacidade de mimetizar o hormonio estrogeno, ligando-se a receptores estrogénicos
e acarrentando disfungcbes em nosso organismo como problemas no sistema
reprodutor masculino e feminino, surgimento de cancer de mama e de prostata,
alteracdo de funcBes metabdlicas podendo levar a diabetes, alteracdo de funcdes
neuroenddcrinas, problemas cardiovasculares, entre outros. (YOON et al., 2014).

O estrogeno € um hormodnio sintetizado em todos os vertebrados, esta
envolvido no controle de fungbes e processos dos 6rgdos reprodutivos em adultos.
Nos mamiferos, o estrogeno promove a formacdo de -caracteristicas sexuais
secundarias femininas, regula os ciclos reprodutivos e afeta o comportamento sexual
e maternal. Possui também multiplas funcdes nédo-reprodutivas, afetando a forca e a
densidade Ossea, as concentracgfes lipidicas no sangue, deposicdo de gordura,
balanco de 4gua e sais minerais e fungées cerebrais, como a memdéria. Ainda que em
menor extensdo, a sinalizacdo do estrogeno tem papel importante no sistema
reprodutor masculino, como a maturacdo do esperma (EICK; THORNTON, 2011;
ALBALAT et al.,, 2011; BONDESSON et al., 2014). O estrégeno desempenha um
papel crucial no estagio inicial do desenvolvimento embrionario, e seus receptores sao
expressos mesmo em embrides de pré-implantacdo (HIROI et al., 1999). Existe uma
diferenca na distribuicéo dos receptores de estrogeno Ea e EB no organismo. Utero,
mama, glandula pituitaria, ossos e tecido cardiovascular apresentam ER-q, ja a
préstata, células granulosas do ovario, rins, pulméo e sistema imunoldgico possuem
ER-B (LEE et al., 2007). Estudos em ratos e camundongos mostram que ambos 0s
receptores sao expressos tanto em neurénios como em células da glia em diferentes
regides do encéfalo O receptor ER-a € mais expresso no hipocampo e no cortex nas
primeiras duas semanas de vida, ja o receptor ER-B € mais abundante no cértex em
encéfalos de animais adultos. Enquanto o papel do receptor alfa pareca estar
principalmente relacionado na diferenciacdo sexual, 0 receptor beta est4d mais
envolvido no desenvolvimento de funcdes e na migracdo de interneurénios no
encéfalo (WILSON; WESTBERRY, 2009; BONDESSON et al., 2014).

Os receptores de estrégeno encontram-se no citoplasma e no nucleo da célula
e funcionam como fatores de transcri¢éo ligante-ativados, possuindo acesso direto ao
DNA celular, incluindo o de neurénios. Uma vez formado o complexo estrégeno-

receptor, uma sequéncia de eventos se inicia, levando a alteracées na conformacao
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da molécula dos receptores promovendo alteracdes na taxa de transcricdo génica, o
que caracteriza a via classica ou genémica (Figura 2). Essa caracteristica permite ao
estrogeno ativar ou inibir a transcricdo de certos genes resultando em um estimulo ou
inibicdo da sintese de determinadas proteinas, alterando o estado funcional da célula
em questao (BEAR et al., 2002).

Estrégeno
( 1 Lo o
oo g
ou
— o,

Via MAPKIAMPc
genomica

Via néo-
gendomica

\ Segundos

mensageiros

Fatores de
transcrigdo

Ativagdo da
transcricdo

] D>aD>

ERE/AP-1

Figura 2: Possiveis mecanismos de acao do estrégeno na célula. O estrégeno pode atuar por meio de
mecanismos genémicos ou nao-gendmicos. Os mecanismos gendmicos envolvem a ativacdo dos
receptores de estrégeno (ER-a e ER-B) que, em seguida, transloca para o nucleo da célula, como
heterodimeros ou homodimeros para se ligar a elementos responsivos ao estrogeno (ERES) ou ativar
0s sitios da proteina ativadora 1 (AP-1), resultando na ativagdo da transcricdo. Mecanismos néo-
gendmicos ocorrem por meio da ligacao do estrégeno em seus receptores ou a um receptor acoplado
a proteina G (GPR30). Esta ligagdo pode ocorrer intracelularmente ou na membrana plasmatica
(mERS), ativando sistemas de segundos mensageiros, tais como 0s que envolvem as proteinas
quinases ativadas por mitdgenos (MAPK) ou 3’5 -adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc), vias que
também podem ativar a transcricao ou promover outros efeitos. (Adaptado de GOGOS et al., 2015).

Uma via alternativa de acdo do estrogeno, porém ndo bem esclarecida, tem
sido descrita. Nesta via, 0 estrogeno pode se ligar a sitios especificos na membrana
plasmatica, como o GPR30 (receptor acoplado a proteina G), ativando vias de
sinalizacdo associadas a membrana celular, como as ERKs (proteina quinase
regulada por sinais extracelulares) e outros membros das MAPK (proteinas quinase
ativadas por mitégenos). Estas sinalizac6es podem promover modificagdes no estado
de fosforilagdo de algumas proteinas e alteracbes nas concentracoes intracelulares
de segundos mensageiros, como o AMPc (3'5 -adenosina-monofosfato-ciclico) e

calcio intracelular, sendo estes mecanismos caracteristicos da chamada via nao-



classica ou ndo-gendmica de acao do estrégeno (POZZO-MILLER; INOUE; MURPHY,
1999; WALTON; DRAGUNOW, 2000; GARCIA-SEGURA; AZCOITIA; DONCARLOS,
2001; THOMAS; HUGANIR, 2004).

A atividade estrogénica do BPA foi descoberta ao acaso por investigadores da
Universidade de Stanford que identificaram uma proteina de ligacao de estrégeno em
leveduras, e em seguida investigaram se a mesma possuia um ligante enddgeno.
Apéds o primeiro relato de que a levedura produziu estradiol, foi descoberto que a
atividade estrogénica ndo veio a partir da levedura, mas sim de meios de cultura que
foram preparados com agua autoclavada em frascos de policarbonato. A partir da
ligacdo da substancia investigada com o receptor de estrégeno em bioensaios, 0
composto estrégenico foi purificado e identificou-se que se tratava do BPA
(JONATHAN; STEINMETZ, 1998; HIROI et al., 1999). Cerca de 2-3 ug/L de BPA
foram detectados na agua auto-clavada e em seguida foi testada a autenticidade da
atividade estrogénica do BPA utilizando quatro critérios: a ligacdo ao receptor de
estrogeno; a proliferacdo das células cancerosas de mama MCF-7; a indugcdo dos
receptores de progesterona e a reversdo da acao estrogénica pelo tamoxifeno. Apés
os testes, o BPA mostrou-se eficaz como composto estrogénico (JONATHAN;
STEINMETZ, 1998).

Até recentemente, o BPA era considerado um estrégeno sintético fraco, alguns
bioensaios em utero de ratas, camundongos fémeas e até em células provenientes de
cancer de mama humano mostraram que o mesmo poderia ser de 1.000 a 2.000 vezes
menos potente que o estrégeno. No entanto, estudos de mecanismos moleculares
tém revelado uma variedade de caminhos pelos quais o BPA pode estimular respostas
celulares em doses mais baixas. Resultados recentes mostram que em diversos
tecidos, ndo sO0 o BPA tem a eficacia do estradiol, como é igualmente potente
(WELSHONS; NAGEL,; SAAL, 2006; ACCONCIA; PALLOTTINI; MARINO, 2015).

Ja esta bem estabelecido que o BPA pode exercer alguns de seus efeitos por
meio de sua ligacdo com os receptores ER-a e ER-f3, induzindo sinais estrogénicos
gue modificam a expressao de genes de resposta ao estrogeno. Os mecanismos
envolvidos na regulacédo de genes mediada pelos receptores de estrogeno sdo muito
complexos, e dependem do recrutamento de fatores de co-regulagéo especificos de

cada tecido, que afetam de maneiras diferentes a interacdo dos receptores de
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estrégeno com seus elementos responsivos em diferentes genes-alvo (WETHERILL
et al., 2007).

Sabe-se que o0 BPA, assim como o estroOgeno, possui caracteristicas lipofilicas
sendo, portanto, capaz de atravessar facilmente as membranas celulares. O BPA
possui a capacidade de interagir de forma diferenciada nos dominios dos receptores
ER-a e ER-B de estrogeno ligando-se a eles tanto de forma classica como nao-
classica. O BPA pode agir de forma diferenciada nos receptores Ea e E3, podendo se
ligar aos receptores 3 como agonista e nos receptores a como agonista ou
antagonista, atividades estas que sao concentracao e tempo dependentes (HIROI et
al., 1999; OSTERLUND; HURD, 2001; ACCONCIA; PALLOTTINI; MARINO, 2015;
CORRALES et al., 2015).

Devido a sua caracteristica de DE, o BPA vem tendo um importante papel na
etiologia de algumas doencas, sendo que ja existem estudos epidemiologicos
correlacionando o BPA com diferentes doencas crénicas humanas (Figura 3) (REZG
et al., 2014).
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Figura 3: Mecanismos celulares e moleculares de acdo do BPA na inducdo de doencas crdnicas
humanas. AR: receptor andrégeno, ER: receptor de estrogeno, ERK: proteina quinase regulada por
sinais extracelulares, ERR-y: receptor gamma relacionado ao estrogeno, GPR 30: proteina G acoplada
ao receptor 30, GR: receptor de glicocorticoides, a JNK: proteina quinase c-Jun N-terminal, o NF-kB:
fator nuclear kappa B, THR: receptor de hormdnios da tiroide. (Adaptado de REZG et al., 2014).



A diabetes, doenca que afeta cerca de 347 milhdes de pessoas no mundo, vem
sendo associada a exposicdo cada vez maior ao BPA. Estudos experimentais
mostram que o BPA pode afetar o metabolismo da glicose por meio de diversos
mecanismos, incluindo a resisténcia a insulina, disfungcbes nas células-beta,
adipogénese, inflamacao e estresse oxidativo, o que corrobora as correlagdes entre o
BPA e a diabetes (ALONSO-MAGDALENA et al., 2006, 2010).

Outra correlacdo que foi evidenciada € o0 aumento das doencas
cardiovasculares, assim como da sua predisposi¢cao e a exposi¢cdo ao BPA, porém,
Sao poucos os estudos que investigaram esta relagdo. Estes estudos relataram que
ha um risco do desenvolvimento de doenca arterial coronariana em homens e
mulheres aparentemente saudaveis expostos ao BPA. Individuos com estenose
coronariana grave apresentaram maior concentracdo de BPA na urina em
comparacdo aos individuos sem comprometimento do sistema cardiovascular
(MELZER et al., 2012 a,b).

O BPA pode ainda estar relacionado ao aumento de disfuncdes renais, doencgas
respiratérias, além de participar da inducado de cancer em diferentes sistemas do
nosso organismo (REZG et al., 2014). De fato, alguns estudos sugeriram que o BPA
pode atuar como um agente cancerigeno levando a incidéncia de tumores malignos
nas glandulas mamarias. Mais ainda, outros estudos mostraram que o BPA pode levar
ao desenvolvimento de cancer hematopoiético e tumores nos testiculos de animais
experimentais (HUFF, 2001; KERI et al., 2007; ACEVEDO et al., 2013; SOTO et al.,
2013). O aumento de certos tipos de cancer devido a exposi¢do ao BPA pode ocorrer
devido ao mesmo participar de diversos processos celulares, tais como a metilacao
do DNA e a remodelagédo da cromatina durante o desenvolvimento do organismo.
Outra forma do BPA levar ao surgimento de diferentes tipos de cancer é por meio da
sua ligacdo e afinidade com os receptores de estrégeno (KERI et al., 2007;
MICHALOWICZ, 2014).

Além do potencial para promover o surgimento de diversos tipos de doencas
cronicas, o BPA é bastante conhecido por causar disfun¢gdes no sistema reprodutivo,
tanto feminino como masculino. Ja foi comprovado que a exposi¢ao de ratas prenhes
ao BPA pode levar a abertura vaginal precoce nas fémeas, assim como antecipar o

ciclo estral em sua prole. No caso de animais machos, pode levar ao aumento do peso
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da prostata (MARKEY et al., 2003). Outros estudos mostraram que a exposicédo ao
BPA de roedores ainda em desenvolvimento evidenciou alteragbes na estrutura e
funcdes encefélicas devido ao efeito deste composto nos receptores hormonais. O
BPA também pode causar alteracées no desenvolvimento de érgéos reprodutivos, na
excrecao de testosterona e na producéo de esperma em alguns animais (RICHTER
et al., 2007).

Mudancas comportamentais como hiperatividade, aumento da agressividade,
alteragcbes no comportamento social e sexual, alteracbes no sistema cognitivo e
ansiolitico também foram observadas em animais expostos ao BPA (FARABOLLINI et
al., 2002; KAWAI et al., 2003; ISHIDO et al., 2004).

Aos efeitos causados pelo BPA podem ser incluidos também alteracbes de
mecanismos moleculares, incluindo alteracbes genéticas (aduto de DNA, a
aneuploidia, mutagenicidade), alteracbes epigenéticas (metilacdo do DNA,
modificacdes de histonas, expressdo de microRNA), estresse oxidativo, disfuncdo
mitocondrial e perturbacdes na sinalizacéo celular (REZG et al., 2014). O BPA pode
ainda inibir a atividade da aromatase, o que diminuiria a conversao da testosterona
em estradiol, podendo causar implicacdes na diferenciacdo sexual no encéfalo de
animais em desenvolvimento. Estas atividades adicionais evidenciam o potencial do

BPA em afetar outras vias enddcrinas por diversos mecanismos (RUBIN, 2011).

1.5. Morte Celular

Os processos de apoptose e necrose constituem 0s principais mecanismos
pelos quais ocorre a morte celular. Cada modo de morte celular é caracterizado por
alteracdes morfoldgicas particulares e vias de sinalizacdo molecular distintas que

podem ser observados de uma maneira geral na Figura 4 (LAMKANFI; DIXIT, 2010).

O termo apoptose foi criado originalmente para descrever um padrdo de
alteracbes morfologicas relacionadas ao que chamamos de “morte celular
programada” normal e em alguns processos patolégicos in vivo. A apoptose ocorre no
processo de formacdo de o6rgdos durante o desenvolvimento embrionario e na
homeostase de organismos adultos. Dentre 0s seus processos morfolégicos podemos

citar: retracdo celular (picnose), perda do contato com células vizinhas, condensacao
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da cromatina e formacéo de vacuolos citoplasméaticos que levam a formacao de bolhas
na célula, também chamados de corpos apoptoticos (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972;
WYLLIE et al., 1980; STRASSER; CONNOR; DIXIT, 2000).

Caracteristicas bioquimicas da apoptose incluem aumento de calcio, espécies
reativas de oxigénio, diminuicdo no potencial da membrana mitocondrial interna,
ativacdo de proteases seletivas, clivagem do DNA em fragmentos
internucleossdémicos, clivagem seletiva de varias proteinas celulares e translocacao
de fosfatidilserina para o exterior da membrana plasmatica (STRASSER; CONNOR,;
DIXIT, 2000; SALVESEN; RIEDL, 2008).

A necrose por sua vez tem sido tradicionalmente usada por patologistas para
se referir a areas de tecido morto, sem se referir a um mecanismo particular pelo qual
a morte celular ocorreu. No entanto, o termo também é popular como uma descricdo
de um modo de morte celular independente de caspase, que pode ser observado sob
condicbes de isquemia, hipoxia, neoplasia, infeccdo microbiana, inflamacéo, e
exposicdo a toxinas. Notavelmente, as caracteristicas morfolégicas de células
necréticas sdo opostas as observadas durante a apoptose (VANDEN BERGHE et al.,
2010).

Enquanto que no processo de apoptose as células diminuem, o volume das
células necréticas aumenta. Ao contrario da fragmentacdo do DNA observada durante
a apoptose, a necrose apresenta uma hidrélise mais desorganizada, embora ampla,
de cromatina. Finalmente, enquanto que as células em apoptose formam corpos
apoptoticos fechados por membranas intactas, a integridade da membrana plasmatica
é perdida precocemente durante a necrose (LAMKANFI; DIXIT, 2010)

A lise celular conduz inevitavelmente ao extravazamento do conteudo
intracelular para o espaco extracelular, tornando a necrose um processo considerado
como proé-inflamatorio e patolégico de morte celular que resulta em danos nos tecidos
(MATZINGER, 1994; SHI; ZHENG; ROCK, 2000).
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Figura 4: Diferencas morfoldgicas entre os processos de morte celular apoptose e necrose. A retracao
da integridade da membrana plasmatica e a formagéo de corpos apoptéticos tornam a apoptose um
programa de morte imunologicamente silencioso. Em contraste, o processo de inflamagéo é observado
quando as células morrem por necrose, secretando citocinas pré-inflamatérias e liberando seu
conteudo citoplasmético para o espago extracelular. A condensac¢éo da cromatina e a fragmentacédo do
DNA sao caracteristicas da apoptose, enquanto que os nucleos de células necréticas incham

juntamente com as demais organelas (Adaptado de LAMKANFI; DIXIT, 2010).

A morte celular causada pelo processo apoptético € caracterizada pela ativacao
de uma série de proteases conhecidas como caspases. A cascata de caspases €
normalmente sinalizada em dois passos: caspases iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10)
sdo recrutadas em grandes complexos de proteinas onde sdo submetidas a
oligomerizacao e se ativam (BOATRIGHT et al., 2003; OBERST et al., 2010). O DISC
(Death-induced signaling complex), juntamente com o apoptossomo, S80 0s principais
complexos responsaveis pela ativacdo das caspases iniciadoras e ambos estao
intimamente ligados a ativacdo de ambas as vias da apoptose, a via intrinseca e a
extrinseca (Figura 5) (SAELENS et al., 2004).
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Figura 5. Ativagao da Apoptose pelas vias Extrinseca e Intrinseca. A interacao do ligante CD95 com o
seu receptor induz a formacdo de um complexo que recruta fator de morte celular, representado por
FADD. Este, por sua vez, cliva a pré-caspase-8 e, consequentemente, ativa a caspase-8 que age
clivando a pré-caspase-3 em caspase-3, responsavel pela formacdo de substratos apoptéticos. A
clivagem da pro-caspase-8 pode ser inibida por uma proteina presente no citosol celular (c-FLIP). A
morte celular pode ser desencadeada por estimulagdo da via mitocondrial em resposta a sinalizacéo
extracelular e por danos ao DNA. Ha ativagdo de membros pré-apoptéticos, como o caso da proteina
Bax, que estimula a formacdo de poros na mitocondria, liberando citocromo ¢ que, juntamente com a
Apaf-1 e a pro-caspase-9, formam o apoptossomo. Esse complexo cliva a pré-caspase-3, ativando-a.
Além do citocromo c, hé liberacdo da AlF (flavoproteina com grande potencial para apoptose) e da
Smac/DIABLO que inibem a acdo das IAPs (proteina capaz de inibir a clivagem da pr6-caspase-3).
Além disso, pode ocorrer a clivagem da proteina Bid por meio da caspase-8, estimulando a liberacao
de citocromo c pela mitocéndria. As linhas que terminam em setas representam ativagéo, enquanto que
as que terminam em traco representam inibicdo (Adaptado de HENGARTNER, 2000).

A via extrinseca da apoptose é desencadeada pela ativacdo de ligantes dos
receptores de morte, tais como o TNF (Tumoral Necrosis Factor), Fas-ligante (FasL)
e 0 (TRAIL) aos seus respectivos receptores transmembranares (STRASSER,;
CONNOR; DIXIT, 2000; PETER; KRAMMER, 2003).

O Fas é um dos receptores de morte mais bem caracterizados e desempenha
um papel crucial em uma variedade de processos imunologicos. A agregacao destes
receptores com a molécula FADD (Fas-associated death domain) promove o
recrutamento e a ativacdo das caspases 8 e 10, iniciando a formacédo do DISC

(LAMKANFI; DIXIT, 2010). Em algumas células, a ativagdo de caspase-8 leva a
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clivagem de pro-caspase-3 e ativagdo de caspase-3, que é considerado o ponto de
ndo retorno na apoptose dependente de caspase. Em outras células, a caspase-8
ativada leva a clivagem da proteina pré-apoptotica BID (BH3-interacting domain death
agonist), que leva a formacdo de permeabilizadores da membrana mitocondrial,
conhecido por BID truncado (tBID), causando estresse e disfuncdo mitocondrial
(GALLUZZI et al., 2012).

Em contrapartida, a via intrinseca da apoptose € iniciada quando as proteinas
apoptogénicas tais como citocromo ¢, SMAC/Diablo, e HtrA2/Omi sao libertadas a
partir do espacgo intermembranar mitocondrial para o citosol, essa liberagéo ocorre em
resposta a uma variedade de danos que podem ser causados por quimioterapicos,
radiacdo UV, infeccdo microbiana, entre outros. O extravasamento de tais proteinas
se da quando poros na membrana externa mitocondrial se abrem; esse processo €
chamado de permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (MOMP -
mitochondrial outer membrane permeabilization) que resultara no colapso no potencial
da membrana (SAFA, 2012). A abertura desses poros € controlada por proteinas que
sdo membros da familia Bcl-2. Elas podem ser divididas em proteinas pro-apoptoticas:
Bax e Bak, que quando oligomerizam-se promovem a abertura dos poros na
membrana mitocondrial e proteinas anti-apoptéticas: Bcl-2 e Bcl-xL, que quando
associadas com Bax e Bak as inativam (SHORE; NGUYEN, 2008; SPENCER;
SORGER, 2011).

A liberacdo do citocromo c juntamente com o Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor 1) leva a formacao do apoptossomo. Este complexo proteico de mais
de 700 kDa promove a ativacdo da caspase-9, que uma vez ativada, ira clivar e ativar
as caspases efetoras (caspases-3, 6 e 7) degradando os substratos nucleares do
citoesqueleto e do citoplasma que culminardo na morte celular (CAIN; BRATTON,;
COHEN, 2002; SAELENS et al., 2004).

Para atingir plena atividade, as caspases efetoras processadas precisam ser
liberadas de seus inibidores enddgenos IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein). Esta
tarefa € realizada por proteinas de morte mitocondriais, tais como HtrA2/Omi e
SMAC/Diablo, que “sequestram” as IAPs permitindo a total ativacdo das caspases
efetoras (FISCHER; JANICKE; SCHULZE-OSTHOFF, 2003; SAELENS et al., 2004;
TIMMER; SALVESEN, 2007; TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008).
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ApOGs extensa revisdo pelo Programa Nacional de Toxicologia dos Estados
Unidos, estudos avaliando a toxicidade do BPA no desenvolvimento de fetos, bebés
e criancas, especialmente os efeitos sobre o encéfalo e comportamento, ganharam
mais atencao. Estes estudos indicaram que o BPA pode induzir anomalias no encéfalo
e tubos neurais em embrides de roedores cultivados in vitro, além de inibir a
proliferacdo e diferenciacéo celular e induzir a apoptose em células neuronais como,
por exemplo, células do mesencéfalo e do hipocampo (LIU et al., 2013). Uma vez que
foram relatados efeitos como déficit na memoaria espacial, aumento da ansiedade e
diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) a partir de estudos in vivo
realizados com o BPA, o hipocampo mostrou-se uma estrutura de grande importancia
para o estudo das ac6es do BPA (FAN et al., 2013; LUO et al., 2013).

A inducgédo da apoptose em células neuronais pode ocorrer por diversas vias de
sinalizagdo. Foi observado em estudos realizados com células de linhagem
hipocampal HT-22 que o BPA pode induzir a apoptose pela geracdo EROS devido ao
aumento intracelular de calcio, alteracédo da via de sinalizacdo das proteinas quinase
ativadas por mitdgenos (MAPKS), proteina quinase regulada por sinais extracelulares
(ERK), proteinas quinases c-Jun N-terminal (JNK) e aumento de caspase 3.
Observou-se também que o BPA ativou a via intrinseca da apoptose em células do
mesencéfalo (LIU et al., 2013). Poucos estudos avaliam os efeitos do BPA no sistema
nervoso central, tendo sido utilizados diferentes tipos de culturas celulares, além de
diferentes parametros terem sido avaliados. Assim, nossa proposta é de estudar os
mecanismos de sinalizacédo envolvidos no processo apoptotico causado pelo BPA em
cultura priméria de hipocampo, além de estimar quanto de BPA é absorvido por essas
células. O hipocampo € uma estrutura fundamental para as fun¢des cognitivas, funcao
esta que tem se mostrado comprometida em alguns individuos expostos a esta

substancia.
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2. Objetivos



2.0BJETIVOS

Avaliar a neurotoxicidade do BPA com énfase nas vias de sinalizacdo de

apoptose em cultura primaria de hipocampo.

2.1. Estratégias experimentais

Os possiveis efeitos neurotoxicos do BPA foram avaliados in vitro em cultura
primaria hipocampal por meio dos seguintes ensaios.
- Viabilidade celular mensurando a atividade mitocondrial por meio do ensaio MTT;

- Determinagédo da citotoxicidade pela liberacdo da enzima lactato desidrogenase
(LDH);

- Quantificagcdo do Bisfenol A em meio de cultura apds os periodos de exposi¢do por
HPLC-PDA;

- Avaliacdo da atividade apoptética e necrose por Citometria de Fluxo utilizando os
marcadores Anexina-V e PI;

- Avaliacdo da concentragdo de Ca?* intracelular pela quantificacdo da fluorescéncia
do Fluo-4 AM (Fluo-4);

- Andlise das caspases 8, 9 e 3, por Citometria de Fluxo;

- Andlise das proteases Bax e Bcl-2, caspases 8, 9 e 3 e receptores de estrégeno Ea

e EB por Western Blotting.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

O projeto foi aprovado pelas comissdes de ética das Faculdades de Ciéncias
Farmacéuticas (n° 473/2014) e Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
S&o Paulo (n° 3999110614). (Anexos 1 e 2)

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar, prenhes, provenientes do Biotério
do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo. Durante o periodo em que permaneceram no biotério os
animais tiveram acesso livre a Agua e comida (racédo para roedores Nuvlab CR1%),
com temperatura controlada (21 + 2 °C) e ciclo claro-escuro de doze horas (luz ligada
as 7h00). Os animais foram mantidos em caixas de polietileno (16 cm de altura, 30 cm
de largura e 38 cm de comprimento) forradas com maravalha, contendo 4 fémeas por
caixa. Todos os experimentos foram realizados no periodo claro (8h00 — 12h00).

Para o cruzamento, foi colocado 1 macho para cada 3 fémeas, permanecendo
por uma noite. Na manha seguinte, os animais foram separados, e as fémeas
submetidas ao lavado vaginal para confirmacdo do acasalamento e verificacdo da
prenhez. Uma vez constatada a prenhez, as ratas foram separadas e identificadas na
regido da cauda.

3.2 Cultura primaria de Neurbnios Hipocampais

O método de estabelecimento da cultura foi baseado nos trabalhos de Banker
& Cowan (1977), Huettner & Baughman (1986) e Jahr & Stevens (1987) e é composta
por 93% de neurbnios, conforme caracterizado por Garcia et al. (2012).

Ratas prenhes entre o 18-19 dia gestacional foram anestesiadas com
Xilazina/Cetamina (5:50 mg/kg) e uma cesariana foi realizada para a retirada dos
fetos. Os fetos foram imediatamente decapitados com tesoura, a caixa craniana aberta
e o0s hemisférios encefalicos foram separados. Com auxilio de uma lupa, os
hipocampos foram identificados e dissecados. Para a manutencdo do tecido, a
estrutura foi mantida em solucdo de meio neurobasal (Gibco®) estéril contendo 100

U/mL de penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich®). O tecido foi
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manuseado sobre um papel de filtro umedecido em EBSS Earle’s Balanced Salt
Solution, sobre uma placa de Petri e gelo por baixo.

As células hipocampais isoladas foram obtidas utilizando-se o método de
digestao proteolitica com tripsina (GARCIA et al., 2012).

Sob fluxo laminar, os hipocampos foram transferidos para uma placa de petri,
onde foram lavados com solucdo de EBSS filtrada por duas vezes, sendo picotados
em seguida de modo a obter pequenos pedacos de tecido. O material foi entédo
transferido para um Erlenmeyer (25 mL) contendo uma solucéo de tripsina (0,25%)
(Gibco®), cujo pH foi ajustado, com carbogénio, para 7,4. O frasco contendo 0s
fragmentos de hipocampo foi colocado em banho com agitacdo plana a 37°C,
permanecendo por 10 minutos. Em seguida, a solucdo resultante da digestdo com
tripsina foi transferida para um tubo Falcon de 15 mL contendo 2 mL de solucéao de
descanso (4 mL de EBSS, contendo 222 uL de DNAse 5000 U/mL (Sigma Aldrich®)
ressuspensa em EBSS e 444 L de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) 10%, ajustando
o pH para 7,2-7,4 com o carbogénio. O tubo foi posteriormente centrifugado a 1.258
rom (300g) por 3 minutos, a 20°C. O sobrenadante foi desprezado e o restante
ressuspendido em 2 mL da mesma solucdo de descanso. O tecido foi entdo disperso
com pipetas Pasteur com diametros decrescentes, por cerca de 20 vezes cada. O
frasco foi centrifugado novamente a 1.258 rpm (300g) por 7 minutos a 20°C, sendo
gue apos este periodo, o sobrenadante foi desprezado e o resultante ressuspenso em
1 mL de meio pronto constituido de 40 mL de meio neurobasal, sem fenol, 100 pL de
glutamina (Sigma Aldrich®) 200 mM, 400 pL de penicilina/estreptomicia (10.000 U/mL
de penicilina e 10.000 pyg/mL de estreptomicina), 800 uL de suplemento B-27 (Gibco®)
e 100 pL de glutamato (Sigma Aldrich®) 10 mM.

Uma aliquota de 10 yL da amostra foi corada com 10 pL de azul de Tripan
(concentracdo de 10% em Phosphate Buffered Saline - PBS) para a contagem do
namero de células obtidas. As células foram contadas em camara de Neubauer e, em
func@o do numero de células obtidas, foi realizada diluigdo com meio neurobasal de
modo a obter o numero de células/mL proporcional para o didmetro dos pocos das
diferentes placas utilizadas. Os pocos foram pré-tratados com poli-I-lisina (PLL)
(Sigma Aldrich®), para melhor aderéncia dos neurénios a mesma. As placas com as

células foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Apés 48 horas, metade
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do meio de cultura foi substituido por um meio novo (neurobasal com suplemento B-
27, glutamina, glutamato e antibiotico).

Para o preparo das placas com PLL, adicionou-se a quantidade suficiente da
solucéo de PLL para cobrir o fundo do poco de uma placa estéril. Apos cerca de 30
minutos, para certificar o contato do polimero com a placa, o excedente foi removido
e aguardou-se até que a placa estivesse totalmente seca. Todas as etapas foram

realizadas sob fluxo laminar.

3.3. Determinagéo da Atividade Mitocondrial (MTT)

Foi utilizado o método de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazélio, ou brometo de tetrazélio) (Sigma Aldrich®) para avaliar a atividade
mitocondrial (MOSMANN, 1983; LIU et al., 1997). Na presenca da enzima succinato
desidrogenase mitocondrial, a qual esta ativa quando o metabolismo da cadeia
respiratéria esta intacto, o MTT é reduzido em formazan que é, posteriormente,
solubilizado em solvente organico e quantificado espectrofotometricamente em
comprimento de onda de 570 nm (ABE; SAITO, 1999; IOUDINA; UEMURA;
GREENLEE, 2004).

As células foram plagueadas em placas de 96 pocos, com uma densidade de
5x10* células/poco. Apods sete dias de crescimento, as células foram incubadas com
diferentes soluces de BPA (Sigma Aldrich®) solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO)
a 0,1% nas seguintes concentragdes (50, 100, 150, 200 e 250 uM). Além das solucdes
de BPA, foram utilizados o controle (meio neurobasal, glutamina e antibi6tico), um
segundo controle (meio neurobasal, glutamina e DMSO a 0,1%) e como controle
positivo foi utilizado KCI 250 mM, conforme padronizado pelo nosso grupo (Garcia et
al., 2012). As exposicdes foram realizadas nos periodos de 6, 12, 24 e 48 horas.

Apbs os periodos de exposicdo, todo o meio de cultura foi substituido por um
novo meio (100 pL) contendo o sal de MTT (5 mg/mL em PBS). As células foram
incubadas por 3 horas em estufa a 37°C com 5% CO:z e a placa foi coberta com papel
aluminio para protecdo contra a luz. Posteriormente, a solugdo de MTT foi retirada e
em seguida foram adicionados 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) em todos 0s po¢os
e a placa foi submetida a agitacao por 30 minutos. Apos o periodo de agitacao foi feita

a leitura utilizado o leitor de microplacas multicanal Synergy H1® (Biotek — Winooski,
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VM, USA). Foram realizadas trés culturas independentes e cada tratamento foi
realizado em sextuplicata, os dados foram analisados pelo software Gen 5 data
analysis versao 5. e os resultados foram expressos em porcentagem relativos ao

grupo controle.

3.4. Determinacéao da Citotoxicidade (LDH)

A Lactato Desidrogenase (LDH) é uma enzima citosélica, assim sua deteccéo
no fluido extracelular € um indicativo de morte ou perda da integridade da membrana.
Constitui-se, portanto, em um método sensivel e eficaz na avaliacao da viabilidade
celular e citotoxicidade (LOPES, 2010). ApGs os periodos de incubacao (6, 12, 24 e
48 horas) com as solucbes de exposicado, conforme descrito no item anterior, o
sobrenadante foi retirado da placa de 96 pocos e armazenado a -80°C até o momento
do experimento. O ensaio foi realizado utilizando o Kit Cytotox-ONE ™ Homogeneous
Membrane Integrity Assay — Promega. O principio deste método baseia-se na
conversado de resazurina em um produto fluorescente, a resorufina, na presenca de
lactato, NAD+ e diaforase. A geracdo do produto fluorescente resorufina €
proporcional a quantidade de LDH. A leitura da fluorescéncia foi realizada no leitor de
microplacas multicanal Synergy H1® (Biotek — Winooski, VM, USA) utilizando
comprimento de onda (Aexcitaggo = 560 nm; Aemissaso = 590 nm). Uma vez que o kit é
fotossensivel, o experimento foi realizado no abrigo da luz. O experimento foi
realizado em trés culturas independentes e cada tratamento foi realizado em
quadruplicata, os dados foram analisados pelo software Gen 5 data analysis versao

5. e os resultados foram expressos em porcentagem relativos ao grupo controle.

3.5. Determinacédo da Concentracdo de BPA Absorvido por Células de Cultura

Primaria Hipocampal

Para a determinacéo da taxa de absor¢céo do BPA, as células foram plaqueadas
em placas de cultura de 6 pocos (1,8x108 células/poco). Apds o periodo de adeséo
celular (7 dias), iniciou-se a exposi¢do com 200 uM ou 250 puM de BPA (DMSO 0,1%,
v:v) diluido no meio de cultura, durante os intervalos de 3, 6 e 9 horas. Aliquotas do
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meio de cultura (100 pL) foram injetadas no sistema de HPLC (High Performance
Liguid Chromatography) - DAD (Diode-Array Detection) constituido por um
equipamento da empresa Shimadzu Corporation (Kyoto, Japao) equipado com trés
bombas LC—-20AT, um detector de arranjo de fotodiodos PDA-20AV, um auto injetor
(Proeminence SIL- 20AC), uma vélvula de comutacdo de fluxo de 6 canais (FCV—
20AH2) e um forno para colunas (CTO-10AS/VP) controlado por um médulo de
comunicacdo CBM-20A. Os dados foram processados pelo software LC—Solution
1.21. (Shimadzu, Japéo). A seguinte condicdo cromatografica foi utilizada para as
andlises: uma coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm, ID, 5 ym, (Phenomenex,
Torrance, CA) com uma pré—coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA)
foi eluida com um gradiente de &cido férmico 0,1% em H20 (Solugcdo A) e acido
férmico 0,1% em metanol (Solug¢édo B), a 40 °C, com fluxo de 1 mL/minuto (0 — 25
minutos, 20 — 100 % de B; 25 — 27 minutos, 100 % de B; 27 — 28 minutos, 100 — 20%
de B; 28 — 38 minutos, 20% de B;). O detector DAD foi fixado em 278 nm para a

quantificacdo do BPA livre no meio de cultura.

3.6. Avaliacdo da Atividade Apoptética e Necroética por Citometria de fluxo

utilizando os marcadores Anexina-V e PI

A analise por citometria de fluxo foi realizada apés marcagdo com o conjugado
fluoresceina (FITC) - Anexina V (Anexina V - FITC) e lodeto de Propidio (PI). As
células foram ajustadas para a concentracédo de 7,2x10° células/poco e plagueadas
em placas de 12 pocgos. Foram utilizados os seguintes grupos: Controle (meio
neurobasal, glutamina e antibiético), segundo controle (meio neurobasal, glutamina e
DMSO a 0,1%), controle positivo de morte utilizando Glutamato 10 mM e o BPA em
duas concentragdes 200 e 250 uM, pelos periodos de 3, 6 e 9 horas. Apoés o periodo
de incubacéo, foi realizado o desprendimento das células da placa e a centrifugacao
das mesmas. As células foram lavadas com PBS gelado e entdo ressuspendidas em
100 uL do Binding Buffer na concentracdo de 1x10° células/mL e incubadas por 15
minutos no abrigo da luz com 1 pyL de Anexina V-FITC e 1 pL de PI provenientes do
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | — BD Pharmingen™. A Anexina V é uma
proteina ligada a fosfolipidios que tem alta afinidade pela fosfatidilserina, ja o PI foi

utilizado para distinguir células vidveis de ndo viaveis. A leitura e a andlise da
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marcacao das ceélulas hipocampais foi realizada no citémetro de fluxo BD Accuri™
C6 Plus, a fluorescéncia da Anexina-V/FITC foi medida nos canais FL-1 e Pl no canal
FL-2. Foram realizadas trés culturas independentes e os resultados foram expressos

em porcentagem relativos ao grupo controle.

3.7. Avaliacdo de Concentracdo de Ca?*Intracelular

Para avaliar a presenca do célcio intracelular, foi utilizado o indicador de Ca?*
Fluo-4 AM (Fluo-4) (Molecular Probe - Life Technologies®), pois ao entrar em contato
com o calcio, emite fluorescéncia, a qual pode ser quantificada por meio de um leitor
de fluorescéncia e a mesma é diretamente proporcional a concentracado de célcio

intracelular.

As células foram cultivadas em placa de 96 pocos (5x10* células por poco) e
no sétimo dia apds a realizacdo da cultura primaria hipocampal, foi realizado o
experimento. O indicador de Ca?* Fluo-4 AM (Fluo-4) foi solubilizado com DMSO
obtendo-se assim uma solu¢cdo com concentracdo de 5 mM. Esta solucdo foi
adicionada a um tampao de ensaio (50 mL de HBSS 10X, 10 mL de HEPES 1 M, 175
mg de NaHCO3, e agua Milli-Q g.s.p. 100 mL, pH 7,4) para a obtencdo de uma solugéo
de 5 uM do corante Fluo-4. Foram adicionados 40 uL do corante Fluo-4 (5 uM) em
cada poco da placa de 96 pocos e a mesma foi incubada em estufa, a 37°C e 5% de
CO2 por 60 minutos. Decorrido esse periodo, o corante foi removido da placa, as
células foram lavadas com o mesmo tamp&o de ensaio e mantidas em tamp&o (60 pL)
a temperatura ambiente por 10 minutos. Apés este periodo a leitura da fluorescéncia
basal do calcio foi realizada, e posteriormente foram adicionadas as substancias de

interesse e a medida da fluorescéncia foi feita novamente.

O procedimento foi realizado no abrigo da luz, visto que o Fluo-4 AM é
fotossensivel e ambas as leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de
(Aexcitaggo = 485 nm; Aemissso = 520 nm) utilizado o leitor de microplacas multicanal
Synergy H1® (Biotek — Winooski, VM, USA). Foram realizadas duas culturas
independentes, e os tratamentos foram realizados entre 10 a 35 replicatas, os dados
foram analisados pelo software Gen 5 data analysis versdo 5 e os resultados foram

expressos em porcentagem relativos ao grupo controle.

25



3.8. Avaliacdo da Expressao dos Marcadores Celulares (Caspases 8, 9 e 3) por

Citometria de Fluxo

As células hipocampais foram cultivadas em placas de 12 pocos (7,2x10°
células por poco) e tratadas com as substancias de interesse pelos periodos de 3, 6
e 9 horas. Para avaliagdo da expresséo dos marcadores celulares (caspases 8, 9 e 3)
foram utilizados os Kits da marca Calbiochem®.

Cada kit possui um marcador FITC especifico (Tabela 1), este marcador se liga
de forma irreversivel a caspase ativada, emitindo um sinal de fluorescéncia que pode

ser mensurado por citometria de fluxo.

Tabela 1: Cddigos e nomes dos kits utilizados para o ensaio de citometria de fluxo na avaliagdo da
expressdo das proteinas Caspases 8, 9 e 3.

Caodigo Nome do produto

QIA113 Caspase-8 Detection Kit (FITC-IETD-
FMK)

QIA115 Caspase-9 Detection Kit (FITC-LEHD-
FMK)

QIA91 Caspase-3 Detection Kit (FITC-DEVD-
FMK)

As células foram expostas as substancias de interesse pelos periodos de 3, 6
e 9 horas, e desprendidas da placa utilizando uma solucéo de tripsina (0,25%), que
foi neutralizada com SFB (10%). Em seguida, as células foram centrifugadas a 1.000

rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado.

Apos a lavagem das células com PBS, foi adicionado 300 uL do Wash Buffer
fornecido no kit e 1 gL do marcador FITC (especifico para cada caspase). As células
foram incubadas por 30 minutos a 37°C e 5% de CO:2 e ao final da incubagéo as
células foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células foram lavadas com o Wash Buffer por duas vezes mantendo
a centrifugacéo de 3000 rpm por 5 minutos. O pellet resultante da ultima centrifugacéo

foi ressuspendido em 300 pL do Wash Buffer e a leitura e a analise da marcacao das
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células hipocampais foi realizada no citdbmetro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus no canal

FL-1. Os resultados foram expressos em meédia da intensidade de fluorescéncia.

3.9. Analise das Proteinas por Western Blotting

As células hipocampais foram tratadas com as substancias de interesse pelos
periodos de 3, 6 e 9 horas. Ao término da exposicao, as células foram lavadas com
PBS e desprendidas com solucéo de tripsina (0,25%) e lisadas com tampéao de lise
RIPA. Os extratos celulares foram centrifugados a 10.000 rpm durante 10 minutos a
4°C. Apos a quantificacdo das proteinas totais na amostra pela técnica de Bradford
(1976), foi realizada a analise da expressao das proteinas anti e pré-apoptoéticas
propostas, (Bax, Bcl-2, caspases 8, 9 e 3).

Foram utilizadas 40 pg de proteinas totais para todas as proteinas estudadas.
As amostras foram preparadas com tampdo Laemmli (1970) e aquecidas a 99°C
durante 5 minuto, antes de carregar o gel de acrilamida 15%. A separacéo
eletroforética foi realizada por 160 minutos sob diferenca de potencial elétrico de 90V
nos primeiros 10 minutos, e 100V até o final da eletroforese. A transferéncia foi
realizada em membrana de Fluoreto de Polivinilideno - PVDF em 0,40 A por 120
minutos para as proteinas Bax, Bcl-2 e os receptores de estrogeno Ea e EB. Para as
caspases 8, 9 e 3 a transferéncia foi realizada fixando o potencial elétrico de 70 V por
180 minutos em geladeira. ApOs a transferéncia, as membranas foram rapidamente
coradas com corante de Ponceau para a verificacdo da eficacia do processo de
transferéncia. Apés esse processo, as membranas foram lavadas para a total remocéo
do corante de Ponceau, e entdo incubadas com solugéo bloqueadora (5% de leite em
TBS-T — Tris Buffered Saline com Tween), com a finalidade de saturar os sitios de
ligacdo inespecificos. A Tabela 2 apresenta de forma resumida a composi¢cdo das

solugdes utilizadas no ensaio de Western Blotting.
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Tabela 2: Composi¢éo das solu¢des utilizadas no ensaio de Western Blotting

Solucéao Composicéao
Tampéao de eletroforese 25 mM Tris; 192 mM Gilicina; 20% SDS
Tampao de transferéncia 25 mM Tris; 192 mM Gilicina; 20% Metanol
TBS-T 20 mM Tris; 150 mM NaCl pH 7,6; 0,2% Tween
Solucéo blogueadora 5% leite desnatado (Molico®) em TBS-T (p/v)

Tris-HCI 25 mM pH 6,8; 2% SDS; 10% Glicerol; 0,002% azul

Tampao Laemmli
de bromofenol

Tris-HCI 50 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; Triton-X

Tampaéao de lise RIPA o )
1% (v/v) e Acido Deoxicolato 0,25% (p/v)

Apos o blogueio, as membranas foram incubadas overnight a 4°C, sob agitacéo
constante, com 0s anticorpos primarios especificos para Bax, Bcl-2, caspase-3,
caspase-8, caspase-9, receptores Ea e EB (Tabela 3), seguindo as especificacdes
recomendadas pelo fabricante (Tabela 3). ApGs a incubacgédo, as membranas foram
lavadas com TBS-T (6x de 5 minutos) e entdo incubadas com o anticorpo secundario
(Diluicdo 1:3000) conjugado com peroxidase horseradish (GE Heathcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, Suecia). O sinal foi detectado com o uso do kit de deteccao
luminescente ECL Western Blotting detection Reagents (GE Heathcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Suecia). A B-actina (controle interno - Sigma Aldrich®) foi utilizada como
fator normalizador. As imagens foram detectadas (ImageQuant 400, GE Healthcare)
e digitalizadas (IQuantCapture 400, v.1.0.0, GE Healthcare). As intensidades das
bandas imunorreativas foram comparadas pelo programa ImageQuant (Amersham
Imager 600RGB, GE Healthcare) e expressas em unidades arbitrarias. O calculo foi
realizado pela razdo entre a densitometria das bandas especificas e das bandas de

B-actina.
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Tabela 3: Nomes, diluicdes e marcas dos anticorpos utilizados no ensaio de Western Blotting.

. Anticorpo . _ Anticorpo
Codigos o Diluicéo Fabricante .

primario secundario

#2772 Anti Bax 1:1000 Cell Signalling Anti Rabbit

#2876 Anti Bcl-2 1:2500 Cell Signalling Anti Rabbit

ab32351 | Anti Caspase-3 1:1000 Abcam Anti Rabbit

ab119892 | Anti Caspase-8 1:1000 Abcam Anti Mouse

ab28131 | Anti Caspase-9 1:500 Abcam Anti Mouse

Santa Cruz
sc-787 Anti ERa 1:200 Biotechnology, Anti Mouse
INC
ab3576 Anti ERB 1:500 Abcam Anti Rabbit

3.10. Andlise estatistica

Os resultados foram comparados pela anélise de variancia (ANOVA), seguido
do teste de Comparacdo multipla de Dunnett’s, onde as diferencas foram
consideradas significativas a partir de p< 0,05. Para a determinagéo da concentracéo

de BPA foi utilizado teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacao da Atividade Mitocondrial (MTT)

A partir do ensaio do MTT (Figura 6), foi observado que as células hipocampais
expostas as concentracfes de 50, 100 e 150 uM de BPA pelos periodos de 6, 12, 24

e 48 horas ndo apresentaram reducdo estatisticamente significativa da atividade
mitocondrial em relag&o ao controle.

Por outro lado, as concentragdes de 200 e 250 uM de BPA, nos periodos de
12, 24 e 48 horas, apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa em relacao
ao controle. A concentracdo de 250 uM também apresentou reducao estatisticamente

significativa da atividade mitocondrial das células expostas ao BPA no periodo de 6

horas.
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Figura 6 — Resultados dos ensaios da atividade mitocondrial (MTT) (n=3, culturas independentes
realizadas em sextuplicata). A) 6 horas de exposicdo ao BPA; B) 12 horas de exposicdo ao BPA; C) 24
horas de exposicdo ao BPA e D) 48 horas de exposicdo ao BPA. Ctrl = controle; DMSO =
dimetilsulféxido; KCI = cloreto de potassio. Dados expressos como “‘média + EPM”; **p<0,01 e
****p<0,0001 em relag&o ao Ctrl (ANOVA e comparag¢do multipla de Dunnett’s).

4.2. Determinacao da Citotoxicidade (LDH)

N&o houve liberacdo de LDH de forma estatisticamente significativa para o meio
de cultura ap6s as exposi¢cbes da cultura primaria de hipocampo a diferentes
concentragdes do BPA nos periodos de 6, 12, 24 e 48 horas (Figura 7).
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Figura 7 - Resultados dos ensaios de citotoxicidade (Lactato Desidrogenase - LDH) (n=3, culturas
independentes realizadas em quadruplicata). A) 6 horas de exposicdo ao BPA, B) 12 horas de
exposicdo ao BPA, C) 24 horas de exposicdo ao BPA e D) 48 horas de exposi¢do ao BPA. Ctrl =
controle; DMSO = dimetilsulféxido; KCI = cloreto de potassio. Dados expressos como “média + EPM”;
*p<0,05 e ****p<0,0001 em relacdo ao Ctrl (ANOVA e comparagéo multipla de Dunnett’s).
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4.3. Determinacédo da Concentracdo de BPA Absorvido pelas Células de Cultura
Priméaria Hipocampal

Na Figura 8A pode ser observado o cromatograma de uma solucao padrao de
250 uM de BPA, e na Figura 8B o cromatograma do BPA em meio de cultura de células
neuronais provenientes de cultura primaria hipocampal expostas a 250 yM de BPA

pelo periodo de 9 horas.
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Figura 8 - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD monitorando 278 nm. A. Solug&o padréo de Bisfenol
A na concentracdo de 250 uM. B. Meio de cultura de células neuronais provenientes de cultura primaria
hipocampal expostas por 9 horas a 250 uM de Bisfenol A.

Para observar a taxa de absor¢cédo do BPA pelas células da cultura primaria de
hipocampo, a analise foi realizada utilizando duas concentracdes diferentes de BPA
(200 e 250 pM) em trés periodos de tempo (3, 6 e 9 horas) de exposicédo. Na Figura 9
€ possivel observar a porcentagem de BPA absorvido nos periodos de tempo
descritos abaixo. Houve uma maior taxa de absorgcéo de BPA pelas células no periodo
de 6 horas de exposicao para a concentragao de 250 yM, chegando em torno de 20%
de absorcao. Ja para a concentragao de 200 uM a maior taxa de absorg¢ao se deu no
periodo de 9 horas, chegando em torno de 18%. Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as concentracdes e os tempos avaliados pelo teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p = 0,2727).
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Figura 9 - Taxa de absor¢do do Bisfenol A por células neuronais provenientes de cultura primaria
hipocampal expostas a 200 ou 250 pM (5 culturas independentes) nos periodos de 3, 6 e 9 horas (p =
0,2727). Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os horarios e as concentracdes pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

4.4. Avaliacdo da Atividade Apoptética e Necrotica por Citometria de fluxo
utilizando os marcadores Anexina-V e PI.

Foram contabilizados 10 mil eventos e as células apresentaram quatro
populacdes celulares, sendo que a indicacdo dos quadrantes no grafico do tipo Dot-
blot foram as seguintes: quadrante inferior esquerdo: células vivas; quadrante superior
esquerdo: células em apoptose; quadrante inferior direito: células em necrose e
guadrante superior direito: células em apoptose na fase tardia. O eixo das abcissas
corresponde ao canal de fluorescéncia FL-1 (Anexina V) e o eixo das ordenadas ao
canal de fluorescéncia FL-2 (PI).

N&o houve aumento da populacdo de células em processo de apoptose,
necrose ou apoptose tardia para as células expostas as concentracdes de 200 e 250
MM de BPA no periodo de 3 e 9 horas de exposicao. Ja para periodo de 6 horas de

exposicao, houve aumento da populacdo de células em processo de apoptose
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expostas a concentragao de 250 uM, porém esse aumento nao foi observado para as

populacdes de células em processo de necrose e apoptose tardia (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 — Gréficos representativos adquiridos em citdbmetro de fluxo e analisados no programa
FlowJo V.10 das populag6es celulares marcadas com Anexina-V (FL-1 — eixo X) e Pl (FL-2 — eixo Y)
de células neuronais provenientes de cultura primaria hipocampal (n=3 — 3 culturas independentes)
tratadas com o BPA pelos periodos de 3, 6 e 9 horas de exposi¢ao
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Figura 11 — Porcentagem da propor¢cdo de células vivas, em processo de apoptose, necrose e
apoptose tardia para as células neuronais provenientes de cultura priméria hipocampal (n=3 — 3 culturas
independentes) tratadas com o BPA em suas diferentes concentragbes (200 e 250 uM) e nos diferentes
periodos de exposi¢cdo sendo A) 3 horas de exposicdo ao BPA, B) 6 horas de exposicdo ao BPA e C)
9 horas de exposi¢cdo ao BPA. Dados expressos como “média + EPM”; *p<0,05 e **p<0,01 em relacéo
ao Ctrl (ANOVA e comparagdo multipla de Dunnett’s).
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4.5. Avaliacdo da Concentracdo de Ca?*intracelular

A fluorescéncia do Fluo-4 AM (Fluo-4) foi quantificada apds a adicdo das
substancias de interesse. Como pode ser observado pela Figura 12, nenhuma das
concentragbes de BPA (200 e 250 uM) promoveu o aumento do mesmo em relacdo

ao controle.
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Figura 12 — Porcentagem de aumento do calcio intracelular em células neuronais provenientes de
cultura priméria hipocampal (n=2 — 2 culturas independentes) tratadas com o BPA em suas diferentes
concentragdes (200 e 250 pyM). Dados expressos como “média £+ EPM”; ****p<0,0001 em relag&o ao
Ctrl (ANOVA e comparagao multipla de Dunnett’s).

4.6. Avaliacdo da Expressao dos Marcadores Celulares (Caspase 8, 9 e 3) por
Citometria de Fluxo

Foram contabilizando 10 mil eventos para a avaliacdo da caspases-8, caspase-

9 e caspase-3.

Podemos observar na Figura 13B que houve um aumento significativo da
expressao de caspase-8 ativa em células neuronais provenientes de cultura primaria

hipocampal expostas a concentragao de 250 uM de BPA pelo periodo de 6 horas.
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Figura 13 — Histograma e gréafico de barras representando a média da intensidade de fluorescéncia da
caspase-8 ativa em células neuronais provenientes de cultura primaria hipocampal (n=3 — 3 culturas
independentes) tratadas com o BPA em suas diferentes concentra¢des (200 e 250 yM), sendo A) 3
horas de exposi¢ao, B) 6 horas de exposi¢céo e C) 9 horas de exposi¢cdo. Dados expressos como “média
+ EPM”; **p<0,01 e ****p<0,0001 em relac&o ao Ctrl (ANOVA e comparag¢do multipla de Dunnett’s).
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A expressdo da caspase-9 ativa também apresentou aumento significativo para

a concentragao de 250 uM de BPA pelo periodo de 6 horas (Figura 14E).

Media da Intensidade de Fluorescéncia

D

250000 -

2000004

150000 4

100000 4

A A A A A

50000 - - —— -_
JHC |

250000 4

200000 +

150000 4

100000 4

50000 4

Média da Intensidade de Fluorescéncia

A A A

250000 4

200000+

150000

100000 4

50000 4

0- T

& "\' =] '\: -~
s \Q:\\n fﬁ sﬁ? @@?
N &
& & P
&
o
A A

04

Media da Intensidade de Fluorescéncia

Figura 14 — Histograma e gréfico de barras representando a média da intensidade de fluorescéncia da
caspase-9 ativa em células neuronais provenientes de cultura primaria hipocampal (n=3 — 3 culturas
independentes) tratadas com o BPA em suas diferentes concentragdes (200 e 250 yM), sendo D) 3
horas de exposicao, E) 6 horas de exposicao e F) 9 horas de exposi¢cdo. Dados expressos como “média
+ EPM”; *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao Ctrl (ANOVA e comparacdo multipla de
Dunnett’s).
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Observa-se que houve um aumento significativo da expressao de caspase-3
ativa para a concentracao 250 uM de BPA no periodo de exposi¢ao de 6 horas (Figura
15H), indicando que o periodo de 6 horas € um periodo critico na avaliacdo destes

marcadores de morte.
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Figura 15 — Histograma e grafico de barras representando a média da intensidade de fluorescéncia da
caspase-3 ativa em células neuronais provenientes de cultura primaria hipocampal (n=3 — 3 culturas
independentes) tratadas com o BPA em suas diferentes concentragdes (200 e 250 uM), sendo G) 3
horas de exposicéo, H) 6 horas de exposic¢ao e |) 9 horas de exposi¢cdo. Dados expressos como “média
+ EPM”; *p<0,05, **p<0,01 em relagcéo ao Ctrl (ANOVA e comparac¢do multipla de Dunnett’s).
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4.7. Andlise das Proteinas Anti e Pré-apoptoéticas (Bax, Bcl-2, Caspases 8,9 e 3

por Western Blotting

Observamos nas Figuras 16, 17 e 18 que ndo houve aumento de Bax apos
incubacdo com BPA nas concentracdes de 200 e 250 pM nos periodos de 3, 6 e 9
horas de exposicdo. Entretanto, foi observada diminuicdo de Bcl-2 para a
concentracdo de 250 uM nos trés periodos de exposicao (3, 6 e 9 horas).

A razdo entre as proteinas Bax e Bcl-2 (Figura 19) mostrou aumento da razao
da proteina Bax em relacdo a proteina Bcl-2 para a concentragdo de 250 uM em todos

0s periodos de exposicao (3, 6 e 9 horas).
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Figura 16 — Western Blotting das proteinas Bax (A) e Bcl-2 (B) em células neuronais provenientes de
cultura primaria de hipocampo expostas a 200 e 250 uM de BPA pelo periodo de 3 horas (n=4 — 4
culturas independentes). Dados expressos como “média £ EPM”; *p<0,05 em relag&o ao Ctrl (ANOVA
e comparag¢do multipla de Dunnett’s).
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Figura 17 - Western Blotting das proteinas Bax (C) Bax e Bcl-2 (D) em células neuronais provenientes
de cultura primaria de hipocampo expostas a 200 e 250 uM de BPA pelo periodo de 6 horas (n=4 — 4
culturas independentes). Dados expressos como “média + EPM”; *p<0,05 em relagéo ao Ctrl (ANOVA
e comparagdo multipla de Dunnett’s).
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Figura 18 - Western Blotting das proteinas Bax (E) e Bcl-2 (F) em células neuronais provenientes de
cultura priméria de hipocampo expostas a 200 e 250 uM de BPA pelo periodo de 9 horas (n=4 — 4
culturas independentes). Dados expressos como “média + EPM”; *p<0,05 e **p<0,01 em relacdo ao
Ctrl (ANOVA e comparagdo multipla de Dunnett’s).
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Figura 19 — Raz&o das proteinas Bax/Bcl-2 nos periodos de 3, 6 e 9 horas em células neuronais
provenientes de cultura primaria de hipocampo expostas a 200 e 250 uM de BPA (n=4 — 4 culturas
independentes). Dados expressos como “média + EPM”; *p<0,05 e **p<0,01 em relagdo ao Ctrl
(ANOVA e comparagao multipla de Dunnett’s).

As Figuras 20 a 22 apresentam géis representativos de Western Blotting das
caspase -8, -9 e -3 em todos os periodos de exposicdo as concentracdes de 200 e
250 uM de BPA.

Para o periodo de exposicdo de 3 horas € possivel observar a presenca tanto
das pré-caspases 8 e 9, quanto de suas formas clivadas para todos os tratamentos
utilizados. Houve clivagem tanto para as células que ndo foram expostas ao BPA
(Controle e Controle + 0,1% DMSO) quanto para as células expostas ao controle
positivo de morte (Glutamato 10 mM) e para as concentracoes de BPA utilizadas (200
e 250 uM) (Figura 20). Porém, para o periodo de 3 horas nao foi observada presenca

da caspase-3 em sua forma clivada para nenhuma das concentragdes de BPA.
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Figura 20 — Géis representativos das caspase-8 e caspase-9 em células neuronais provenientes de
cultura primaria de hipocampo expostas a 200 e 250 uM de BPA pelo periodo de 3 horas (n=2 — 2
culturas independentes). 1 = Ctrl, 2 = Ctrl + 0,1% DMSO, 3 = Glutamato 10 mM, 4 = 200 uM de BPA e
5 =250 uM de BPA.

Para os géis representativos das caspases 8, 9 e 3 no periodo de exposicao de
6 horas (Figura 21), novamente foi observado a presenca tanto das pré-caspases 8 e
9, quanto de suas formas clivadas tanto para as células ndo expostas ao BPA, quanto
para as que foram expostas. E possivel observar ainda no gel representativo da
caspase-9 gue a clivagem da mesma foi mais proeminente para as células que néao
foram expostas ao BPA.

Ja para a caspase-3 a clivagem ocorreu somente para o controle positivo de
morte (Glutamato 10 mM) e para as concentragdes de BPA utilizadas (200 e 250 uM)

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
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Figura 21 - Géis representativos das caspases 8, 9 e 3 em células neuronais provenientes de cultura
primaria de hipocampo expostas a 200 e 250 yM de BPA pelo periodo de 6 horas (n=3 — 3 culturas
independentes). 1 = Ctrl, 2 = Ctrl + 0,1% DMSO, 3 = Glutamato 10 mM, 4 = 200 uM de BPA e 5 = 250
UM de BPA.

Para o periodo de exposicao de 9 horas, também foi observado nos géis
representativos (Figura 22) a presenca tanto das pré-caspases 8 e 9, quanto de suas
formas clivadas, novamente houve clivagem tanto para as células ndo expostas ao
BPA, quanto para as que foram expostas. A clivagem da caspase-9 no periodo de
exposicdo de 9 horas se comportou de maneira semelhante a clivagem da mesma no
periodo de 6 horas, sendo mais proeminente para as células que ndo foram expostas
ao BPA.

A clivagem da caspase-3 ocorreu somente para o controle positivo de morte

(Glutamato 10 mM) e para a concentragao de 200 uM de BPA.
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Figura 22 — Géis representativos das caspases 8, 9 e 3 em células neuronais provenientes de cultura
primaria de hipocampo expostas a 200 e 250 yM de BPA pelo periodo de 9 horas (n=3 — 3 culturas
independentes). 1 = Ctrl, 2 = Ctrl + 0,1% DMSO, 3 = Glutamato 10 mM, 4 = 200 uM de BPA e 5 = 250
UM de BPA.

4.8. Anélise Proteica dos Receptores de Estrégeno ER-a e ER-B por Western
Blotting

A Figura 23 mostra que a cultura primaria hipocampal apresenta ambos o0s
receptores de estrégeno, Ea e EB. Nao foi observada alteracdo nos receptores ao
expor as células hipocampais as diferentes concentracfes de BPA (200 e 250 uM)
pelo periodo de 3 horas (Figura 23 A e B).

Porém, observamos que as células expostas ao BPA na concentracéao de 250

MM pelo periodo de 6 horas apresentaram um aumento estatisticamente significativo
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de ambos os receptores (Figura 23 C e D). J& na exposicdo de 9 horas verificou-se
que o BPA promoveu um aumento do receptor de estrogeno Ea na concentragéo de
250 uM (Figura 23E), ja para o receptor de estrogeno EB este aumento foi observado

para a concentracao de 200 uM de BPA (Figura 23F).
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Figura 23 - Andlise dos receptores de estrogeno ER-a e ER-B em células neuronais provenientes de
cultura primaria de hipocampo expostas a 200 e 250 uM de BPA. A) ER-a — 3h, B) ER-B — 3h, C) ER-
a -6 horas, D) ER-B — 6 horas, E) ER-a — 9 horas e F) ER-B — 9 horas (n=3 — 3 culturas independentes).
Dados expressos como “média + EPM”; *p<0,05 e **p<0,01 em relacdo ao Ctrl (ANOVA e comparagao
mdultipla de Dunnett’s).
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5. DISCUSSAO

Diversos estudos demonstram que o BPA causa efeitos adversos a saude em
mamiferos, ndo-mamiferos e até em sistemas in vitro. Devido a sua alta prevaléncia
no meio-ambiente, as concentracbes de BPA mensuradas em diversas matrizes
bioldgicas vem aumentando (CALAFAT et al., 2008; ROCHESTER, 2013). Um estudo
realizado pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) em conjunto com o
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) detectou concentracdes
de BPA em 92,6% das amostras de urina de mais de 2.500 participantes. Este mesmo
estudo também encontrou BPA no soro de mulheres gravidas, leite materno, fluido
amniético e folicular, sangue do corddo umbilical, placenta e no figado de fetos
humanos (SCHONFELDER et al., 2002; IKEZUKI et al., 2002; KURUTO-NIWA et al.,
2007; CALAFAT et al., 2008; NAHAR et al., 2013). Em funcdo destes achados, a
exposicao diaria ao BPA vem gerando cada vez mais preocupacfes em relacéo a

variedade de doencas que esta substancia pode causar.

Estudos indicam que a exposi¢céo ao BPA pode reduzir o sucesso de fertilizagao
e a qualidade embrionaria, além de falhas de implantacéo, reducdo da funcéo sexual
masculina, reducdo na qualidade do esperma, alteracdes nas concentracfes de
hormoénios sexuais, alteracdes nas concentracdes de hormdnios da tireoide, diabetes
tipo 2, doencas cardiovasculares, alteracdo da funcdo hepatica, obesidade,
albumindria, estresse oxidativo, inflamacéo e alteracdes na expressao de marcadores
epigenéticos. A exposicdo ao BPA durante a gestacdo pode resultar em aumento de
aborto espontaneo, tempo de gestacao anormal, baixo peso ao nascer, aumento de
anormalidades na genitalia masculina e obesidade infantil. Além disso, existem
estudos que mostram que a exposi¢ado ao BPA durante o periodo pré-natal pode levar
a alteracbes no comportamento e no neurodesenvolvimento dos fetos (ROCHESTER,
2013).

O BPA pode se acumular em diversos tecidos ao longo da vida, incluindo o
encéfalo. Estudos experimentais e clinicos sugerem que o BPA pode ser neurotéxico,
além de promover alteracdes cognitivas e comportamentais em animais e humanos
(DIAMANTI-KANDARAKIS et al.,, 2009; MASUO; ISHIDO, 2011; JUREWICZ;
POLANSKA; HANKE, 2013; FENICHEL; CHEVALIER; BRUCKER-DAVIS, 2013).
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A avaliacdo dos efeitos do BPA in vitro tém trazido informacdes importantes a
respeito de sua agdo. Hwang et al. (2013) observaram reducdo de 20% na atividade
mitocondrial de células Raw264.7, uma linhagem de osteoclastos, essa reducéo foi
avaliada pelo ensaio de MTT apds 24h de exposi¢cao ao BPA (12,5 yM). A diminuicéo
da atividade mitocondrial avaliada pelo ensaio de MTT também foi observada em
estudos com células HL-60 e INS-1 expostas a diferentes concentracdes de BPA (125
a 500 uM) e (0,0020 a 2 uM) respectivamente (TERASAKA et al., 2005; LIN et al.,
2013).

Em estudos com células neuronais, o BPA também se mostrou capaz de
promover diminuicdo da atividade mitocondrial pelo ensaio de MTT. Em células de
linhagem C17.2 (células progenitoras de neurdnios) e cultura de oligodendrocitos
expostos por 24h a diferentes concentragcdes de BPA (200 a 500 yM) houve uma
diminuicdo consideravel da atividade mitocondrial (40 a 80%) (KIM et al., 2007;
TIWARI et al., 2014). Lee et al. (2008) também observaram diminuicdo de
aproximadamente 80% da atividade mitocondrial apds 24h de exposicdo para a
concentracéo de 500 uM em células HT-22, uma linhagem de células hipocampais de

camundongo.

Nossos resultados para o ensaio de MTT mostraram reducdo de atividade
mitocondrial (aproximadamente 90% de reducéo) pelo BPA nas concentracdes de 200
e 250 UM a partir de 12 horas de exposicao. Entretanto, a concentracdo de 250 uM ja
apresentou este efeito a partir de 6 horas de exposicdo onde observamos uma

reducado de aproximadamente 40% da atividade mitocondrial.

Uma vez evidenciada a capacidade do BPA em diminuir a atividade
mitocondrial levando a uma possivel morte celular, nosso interesse foi caracterizar
guais os mecanismos que levam a este processo. Mcconkey (1998) destacou algumas
diferencas morfologicas que diferenciam o0s processos de necrose e apoptose. Um
ponto de destaque é a integridade da membrana plasmatica, a qual permanece
integra na apoptose, mas ndo na necrose. Com o rompimento da membrana celular,
diversos componentes citoplasmaticos sdo liberados para o meio, como a enzima

LDH, no qual seu aumento pode ser um indicativo de necrose.

Uma vez que nao observamos liberacdo de LDH para o meio de cultura para
as concentracdes de BPA avaliadas em nenhum dos periodos de incubacdo, nossos
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resultados sugerem que ndo ha rompimento da membrana celular, caracteristica da
morte por necrose. Assim, em fungcdo da diminuicdo da atividade mitocondrial
observada, sem liberacdo de LDH, nossa hipétese foi que o BPA estaria causando
neurotoxicidade por meio de apoptose. Para alcancarmos o objetivo de avaliar os
mecanismos envolvidos nesse processo, optou-se por investigar os efeitos do BPA
antes de 12 horas de exposi¢éo, sendo escolhidos os tempos de incubagéo de 3, 6 e
9 horas. Com a mudanca nos horarios de exposicéo esperava-se visualizar 0s eventos

da cascata de apoptose em ordem cronoldgica.

Um importante passo foi determinar quanto de BPA é absorvido pelas células
provenientes da cultura primaria hipocampal e em qual dos horarios estudados
haveria maior absor¢ao tanto para as concentragdes de 200 uM quanto para a de 250
MM.

Sabe-se que o BPA é uma molécula lipofilica, rapidamente absorvida pelo trato
gastrointestinal e metabolizado no figado e intestino, sendo excretada pela urina em
sua grande maioria na forma de metabolitos inativos (MIKOLAJEWSKA;
STRAGIEROWICZ; GROMADZINSKA, 2015). Porém, os dados sobre a absorcéo do

BPA, especialmente em células neuronais, sdo escassos.

Estudos realizados por Sun & Nakashima (2002) em amostras de microdialise
encefédlica de ratos Wistar, analisadas por HPLC acoplado a uma coluna de
fluorescéncia, apresentaram 0,3 ppb de BPA, comprovando que a molécula pode
ultrapassar a BHE. Outro estudo realizado com encéfalos provenientes de autopsia
de 11 pacientes do Hospital of Antwerp, na Bélgica, mostrou que cerca de 0.91 ng/g
de BPA foi encontrado nas amostras analisadas. Nesse estudo, a quantificacdo do
BPA foi realizada utilizando um cromatdgrafo em fase gasosa combinado com um
sistema de captura de elétrons negativos acoplado a um espectrémetro de massas
(GEENS; NEELS; COVACI, 2012).

Nossos resultados mostraram que o BPA é capaz de penetrar nas células
hipocampais, sendo sua porcentagem de absor¢ao na concentragdo de 250 uM de
aproximadamente 20% no periodo de 6 horas de exposicdo. Ja para a concentracao
de 200 yM a maior taxa de absorcgao foi de aproximadamente 18% no periodo de 9

horas de exposicéo.
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Comprovando que o BPA possui a capacidade de permear a membrana celular
0 proximo passo foi confirmar se o BPA provocava apoptose e ndo necrose, conforme
nossa hipotese inicial. Sendo assim, as células foram submetidas ao ensaio de
Anexina V e lodeto de Propidio (PI) por citometria de fluxo.

Nas fases iniciais da apoptose, ocorrem alteracfes na superficie da célula, uma
dessas alteragcBes que ocorre na membrana plasmatica € a translocacdo de
fosfatidilserina a partir do interior da membrana plasmatica para a camada exterior,
pela qual a fosfatidilserina fica exposta na superficie externa da célula (VERMES et
al., 1995).

A Anexina V é uma proteina ligada a fosfolipidios dependente de Ca?* com
elevada afinidade pela fosfatidilserina. Assim, esta proteina pode ser utilizada como
uma sonda sensivel para a exposicdo de fosfatidilserina sobre a membrana celular.
Sua translocacdo para a superficie externa da célula ndo é Unica para a apoptose,
mas também ocorre durante a necrose das células. A diferenca entre estas duas
formas de morte celular € que durante as fases iniciais de apoptose, a membrana
celular permanece intacta, enquanto que ao momento em que ocorre a necrose, a
membrana da célula perde a sua integridade e se torna permeavel. Portanto, a
medicdo da ligacdo de Anexina V na superficie celular, como indicativo de apoptose,
tem de ser realizado em conjunto com um teste de excluséo utilizando um corante
para estabelecer a integridade da membrana celular. Neste caso, foi utilizado o lodeto
de Propidio (Pl) que se liga ao DNA celular guando a membrana celular esta
comprometida (VERMES et al., 1995).

Os nossos resultados para Anexina-V/Pl mostraram que para o periodo de
exposicdo de 3 e 9 horas, ndo houve aumento da populagéo de células em processo
de apoptose, necrose ou apoptose tardia para as exposi¢cées nas concentracdes de
200 e 250 uyM de BPA. Ja para a concentracao de 250 uM de BPA exposta pelo
periodo de 6 horas, houve aumento da populacdo de células em processo de
apoptose, corroborando os resultados ja obtidos de MTT. Os dados da citometria de
fluxo também estéo de acordo com o ensaio do LDH, reforcando que o BPA ndo causa
necrose nas concentracdes e tempos estudados em cultura primaria de hipocampo.

O processo de morte por apoptose possui, sabidamente, diversos fatores que
podem inicia-lo, tais como: deple¢do de ATP, aumento na concentracdo de calcio
(Ca?*) intracelular, aumento de EROS, entre outros (MACCONKEY, 1998). Sendo
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assim, avaliamos a concentracdo de calcio intracelular para verificar se este seria um
possivel mecanismo de inicio para o processo de morte celular por apoptose nas
células hipocampais expostas ao BPA.

Verificamos que ndo houve aumento da concentracdo de calcio intracelular
para as células hipocampais expostas ao BPA, em ambas concentra¢des, sugerindo
que o fator de inicio para o processo apoptoético possa ser outro, como danos no DNA,
aumento de EROS e ativacdo da via das MAPK pela ativacdo das proteinas ERK e
JNK (LEE et al., 2008).

Outra questdo importante nos estudos relacionados a morte celular por
apoptose é a investigacao de qual via estd associada ao processo, seja ela intrinseca,
extrinseca ou ambas. Para isso, algumas das proteinas envolvidas nessas vias foram
avaliadas, como: as caspases 8, 9 e 3 pelas técnicas de citometria de fluxo e Western
Blotting e as proteinas Bax e Bcl-2 por Western Blotting.

Nossos resultados mostram que na avaliacdo das proteinas anti e pro-
apoptoticas da via intrinseca Bax e Bcl-2, por meio do ensaio de Western Blotting, ndo
houve aumento de Bax para as concentracdes de 200 e 250 pM nos periodos de
exposicdo de 3, 6 e 9 horas. No entanto, foi observada diminuigdo de Bcl-2 para a
concentracdo de 250 uM nos trés periodos de exposicdo. A razdo entre as proteinas
Bax e Bcl-2 permite melhor entendimento da sinalizag&o celular, assim, observamos
um aumento desta razdo para a concentracdo de 250 uM de BPA em todos o0s
periodos de exposicao (3, 6 e 9 horas) quando comparado ao controle, indicando que
0 processo pro-apoptoético possa estar favorecido nestas condicoes.

Este favorecimento do processo pré-apoptotico foi observado em outros
estudos que avaliaram as proteinas anti e pré-apoptéticas Bax e Bcl-2 em diferentes
matrizes expostas ao BPA. Hwang et al. (2013) observaram aumento de Bax em
relacdo a Bcl-2 em células Raw264.7 expostas ao BPA. Mais ainda, LIN et al. (2013)
e WANG et al. (2010) também relataram aumento de Bax em relacdo a Bcl-2 em
células INS-1 e em homogenato de testiculos de camundongos tratados com BPA,
respectivamente.

WANG et al. (2010) observaram ainda um aumento de citocromo c citosolico e
caspase- 9 ativa, além do aumento das proteinas Fas e FasL e da caspase-8 e -3

indicando que o BPA promove inducdo da apoptose por ambas as vias. Sendo assim,
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a avaliacdo das caspases 8, 9 e 3 foram de extrema importancia para a melhor
caracterizacdo da via de apoptose nas células hipocampais expostas ao BPA.

Na investigagcédo das caspases por Western Blotting, observamos que, apesar
da constatacéo das clivagens da caspase-8 e caspase-9, estas se apresentaram de
forma semelhante entre os tratamentos, sendo que em alguns casos é possivel
observar que as bandas referentes ao controle apresentaram maior intensidade do
gue as bandas referentes as células expostas ao BPA. Sendo assim, os resultados de
Western Blotting ndo se mostraram conclusivos a respeito da ativacdo das vias
extrinseca (caspase-8) e intrinseca (caspase-9). Em contrapartida, na avaliacdo da
caspase-3, protease esta responsavel pelo que chamamos de “ponto de nao retorno”
da apoptose, as concentracdes de 200 e 250 uM de BPA promoveram a ativagao da
mesma no periodo de 6 horas de exposicao, reforcando a hipétese de que o BPA
pode induzir a morte de células neuronais por apoptose.

Ainda que a ativacdo da caspase-3 em células hipocampais provenientes da
cultura primaria expostas ao BPA tenha sido constatada por Western Blotting, ainda
nao estava claro por qual via o processo de apoptose estava ocorrendo. Sendo assim,
avaliamos as mesmas caspases (8, 9 e 3) por citometria de fluxo.

Nossos resultados mostram que a concentragéo de 250 yM de BPA promoveu
um aumento da caspase-8 e caspase-9 ativas no periodo de 6 horas de exposicao.
Além disso, foi observado aumento da caspase-3 ativa em células expostas a
concentracao de 250 uM pelo periodo de 6 horas de exposicdo, corroborando os
dados obtidos de ativacédo da caspase-3 por Western Blotting.

Os resultados obtidos pelos ensaios de citometria de fluxo ndo s6 apoiaram a
hipétese de que o BPA leva a morte celular por apoptose, ativando a caspase-3, mas
também trouxe novos dados indicando que o BPA possivelmente induz o processo
apoptotico tanto pela via intrinseca quanto a extrinseca.

Quando falamos em neurotoxicidade causada pelo BPA, sabe-se que sdo
poucos os estudos que avaliaram tal fendmeno, a literatura é ainda mais escassa
guando buscamos 0s mecanismos pelo qual tal agente pode levar a morte de células
neuronais.

Estudos anteriores com diferentes tipos de células neuronais como células de
linhagem HT-22, PC12, C17.2 e até algumas células provenientes de culturas

primérias de oligodendrdcitos, cortex e mesencéfalo, mostraram de maneira geral o
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potencial neurotoxico do BPA. Alguns desses estudos mostraram esse potencial
neurotoxico a partir de ensaios de avaliagdo da atividade mitocondrial, liberacdo da
enzima LDH, diminuicdo de tamanho e proliferacdo celular das células expostas ao
BPA. Outros estudos avaliaram a porcentagem de células em apoptose a partir da
externalizacdo da fosfatidilserina, aumento de EROS, avaliagdo da via MAPK e até
avaliacdo de algumas caspases como a caspase-9 e 3. Porém estes estudos
observaram tais efeitos em concentracbes entre 300 a 500 uM de BPA, com
exposicoes de 24h até 5 dias (KIM et al., 2007; LEE et al., 2007; LEE et al., 2008; LIU
et al.,, 2013; TIWARI et al.,, 2014). O hipocampo é uma importante estrutura na
avaliacdo de processos nheurotoxicos, visto que esta estrutura € responsavel pela
aprendizagem, memoria, entre outros processos cognitivos. Sendo assim, modelos
de estudos in vitro utilizando culturas primarias, onde as células sao obtidas de
organismos vivos, tal como o modelo utilizado em nosso trabalho, séo fisiologicamente
mais proximas a modelos in vivo (SILVA et al., 2006; KIM et al., 2011). Portanto, em
contrapartida aos resultados ja encontrados na literatura, nosso trabalho apresentou
os efeitos neurotdxicos causados pelo BPA em uma concentragao menor (250 uM),
sendo que tais efeitos foram observados em maior evidéncia no periodo de 6 horas
de exposicdo, periodo este também menor as exposi¢cdes relatadas nos estudos
acima citados.

A cultura primaria de hipocampo € composta por células piramidais, principais
neurdnios excitatorios do hipocampo, cujos corpos celulares encontram-se no estrato
piramidal. Também apresenta receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), que sao
receptores ionotrépicos ativados pelo glutamato, cuja ativacado esta envolvida com
mecanismos de aquisicdo de memoaria e aprendizado o que a caracteriza como um
bom modelo para estudos de neurotoxicidade (ARACAVA et al., 1987; ARACAVA et
al., 2005; LENDVAI; VIZI, 2008). Porém, ndo ha referéncias a respeito da presenca
ou nao de receptores de estrogeno ER-a e ER-3, alvo do BPA. Observamos que esta
cultura apresenta ambos os receptores de estrogeno Ea e EB. Interessante notar que
a exposicdo do BPA causou alteracdo na concentragcdo desses receptores. Houve
aumento do ER-a e ER-B para as duas concentracbes estudadas no periodo de 6
horas de exposicdo e para o periodo de exposi¢cdo de 9 horas houve um amento do
ER-a somente para a concentracdo de 250 uM e do ER- somente concentragéo de
200 pM.
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Apesar de apresentar afinidade mais baixa que o estrégeno, o BPA pode se
ligar a ambos os receptores de estrogeno (KIM et al., 2007). Porém as informacgdes
de como o BPA pode interferir na sinalizacdo do estrogeno por meio dos receptores
no sistema nervoso central ainda sdo muito conflitantes. LEE et al. (2007) em
experimentos realizados com células PC12 sugeriram que o BPA em baixas
concentragbes (abaixo de 50 uM) pode promover um possivel efeito neuroprotetor
mediado pelos receptores de estroégeno, visto que ao utilizarem um antagonista dos
ERs essa protecao foi parcialmente inibida. Porém, o mesmo grupo de pesquisadores
acredita que a resposta neurotéxica observada com concentracdes mais altas de BPA
(300 e 500 yM), aparentemente, ndo esta associada aos receptores de estrégeno. A
partir destes dados, podemos sugerir que uma possivel hipétese que explique este
aumento de ambos os receptores nas células hipocampais seja a de que apos a
exposicdo ao BPA as células podem ter criado mecanismos adaptativos para reverter

ou interromper o processo de morte celular.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que o BPA pode levar a morte das células
neuronais hipocampais por apoptose, ativando ambas as vias intrinseca e extrinseca,
sendo este processo mais evidente para a concentragao de 250 uM no periodo de 6
horas de exposicéo.

Verificamos ainda que as células da cultura priméaria hipocampal absorvem
cerca de 20% de BPA e também apresentam ambos os receptores de estrogeno ER-
a e ER-B. Ambos os receptores de estrogeno foram aumentados apés expor as células
hipocampais ao BPA, este aumento pode representar uma tentativa de interrupcao ou

reversao do processo de morte celular.
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Mariana Aguilera Alencar da Silva; Prof2. Dr2. Helenice de Souza Spinosa - which involves the production, maintenance and/or use
of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the University of S o Paulo (CEUA/FMVZ) in the meeting of 10/15/2014.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vig ncia da Proposta: de 11/2014 a 12/2015 Area: An lises Clinicas E Toxicolégicas

Proced ncia: Biotério do Departamento de Patologia da FMVZ USP

Espécie: Ratos heterog nicos sexo: F meas idade: a N: 66
Linhagem:  Rattus rattus (Wistar) Peso: a

Proced ncia: Biotério do Departamento de Patologia da FMVZ USP

Espécie: Ratos heterog nicos sexo: Machos idade: a N: 15
Linhagem:  Rattus rattus (Wistar) Peso: a

Resumo: O Bisfenol A (BPA) € um mon mero usado na fabrica¢ o de pl sticos de policarbonato e resinas epdxi, os quais s o
utilizados em muitos produtos de consumo (LOGANATHAN, 2011). Uma das principais fontes de exposi¢ o ao BPA é por meio dos
alimentos e bebidas embalados e enlatados, visto que pequenas quantidades do BPA podem potencialmente migrar para os
alimentos e consequentemente serem ingeridas. Porém, devido ao aumento da utilizag o de produtos base de BPA, a
possibilidade de contaminag o vem crescendo cada vez mais, e outras fontes de exposi¢ o como gua, ar e o solo também vem
chamando a aten¢ o de pesquisadores (LEE et al; 2008; EFSA, 2010). A toxicologia do BPA vem sendo extensivmente investigada
por grupos industriais, governamentais e acad micos. Estudos de toxicidade reprodutiva e outros ensaios biolégicos s o realizados
em animais de pequeno e grande porte (EFSA, 2010). Dados toxicocinéticos indicam que o BPA é rapidamente absorvido no trato
gastrointestinal e que o BPA-glucuronideo € a maior via de biotransformag o do composto em humanos e roedores. Diferengas
significativas na disposi¢ o do BPA-glucuronideo t m sido reportadas em humanos e roedores, sendo que tais diferencas devem-se

s vias de eliminag o a partir do figado. Em humanos, 80% do que é ingerido é excretado na urina em aproximadamente 5 horas,
sendo que em roedores ocorre  circulag o entero-hep tica, o que leva a uma eliminag o mais lenta do BPA no organismo (EFSA,
2010). A molécula do BPA possui caracteristicas estruturais semelhantes aos compostos estrog nicos naturais fazendo com que se
liguem a receptores de estrégeno presentes em nosso organismo, conferindo-lhe assim a caracteristica de disruptor endécrino
(TEEGUARDEN e DRURY, 2013). A exposi¢ o pré-natal ao BPA pode levar ao desenvolvimento de problemas no sistema reprodutor,
aumenta o risco do surgimento de ¢ ncer de mama e de préstata, diabetes, problemas cardiacos, no desenvolvimento do sistema
nervoso central, entre outros (HIROI et al, 1999; NEGISHI et al, 2003; EFSA, 2010). O BPA tem sido relatado n o s6 pela alterag o
na atividade estrog nica, mas também por induzir a apoptose. Alguns estudos indicam que o BPA induz a apoptose em diversos
tipos de células como, por exemplo, células dsseas, cancerigenas, germinativas, bem como células neuronais do mesencéfalo e do
hipocampo. O BPA possui efeitos nocivos potentes sobre as células neuronais que levam a indug o de apoptose, tais como,
alterag o das proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK), gera¢ o de espécies reativas de oxig nio (EROS) e ativac o da
caspase 3 (NEGISHI et al, 2003; LEE et al, 2008). Porém, estudos ainda s o necess rios para compreender melhor os efeitos
toxicolégicos causados por este composto.

Local do experimento:

Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87, Cidade Universit ria: Armando de Salles Oliveira CEP 05508-270 S o Paulo/SP - Brasil - tel: 55 (11) 3091-7676/0904 / fax: 55 (11) 3032-2224
Hor rio de atendimento: 28 a 62 das Bh as 17h : e-mail: cevavetusp.br
CEUA N 3999110614
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Profa. Dra. Denise Tabacchi Fantoni Roseli da Costa Gomes
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de S o Paulo de S o Paulo

73






UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduagdo

Informacgoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

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

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

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinader e candidato), €
facultada a arguicao na forma de didloge em até sessenta minutos por examinador.

3. A sess3o de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argliicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatdrio de defesa) a aprovacao ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argiiico.

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

4.2 Sera considerado aprovade o aluno que cbtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela mzioria da banca.

5. Dividas poderdo ser esclarecidas junto 3 Secretaria de Pds-
Graduacdo: pafarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

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

Ax. Prof. Lineu Frestes, 550, Bleco 13 A- Cidade Universitiris - CEP 05508-200 - 380 Paulo - 8P
Fone [11] 3091 3521 - Fax (11) 3091 3944 — e-mail: pgfarmaifusp br
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FICHA DO ALUNO

9141 - 8854202/1 - Mariana Aguilera Alencar da Silva

Email:

Data de Nascimento:
Ceédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

marniana_aguilera@usp.br
27101988
RG-32512773-6-5P
Estado de S&o Paulo
Brasileira

Graduagio: Bacharel em Ciéncias Biologicas - Universidade S&o Judas Tadeu - Sdo Paulo -
Brasil - 2010

Curso: Mestrado

Programa: Toxicologia e Analises Toxicoldgicas

Data de Matricula: 04/12/2013

Inicio da Contagem de Prazo: 04/12/2013

Data Limite para o Depdsito: 03/10/2016

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Prorrogagdo(des):

Data de Aprovagio no Exame de

Qualificagdo:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagio da

Banca:

Data de Aprovagao da Banca:
Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

Prof(a). Dr(a). Tania Marcourakis - 04/12/2013 até o presente. Email:
tmarcoun@usp.br

Inglés, Aprovado em 04/12/2013
120 dias
Periodo de 04/06/2016 até 02/10/2016

Aprovado em 02/03/2015

Primeira Matricula em 04/12/2013
Promogacdo em 20/04/2016

Aluno matriculado no Regimento da Pos-Graduacdo USP (Resolucdo n° 5473 em vigor de 18/09/2008 até 19/04/2013).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 11/07/2016
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. . Pré-
FBC5803- Sistemas de Garantia da Qualidade em ;
33 Laboratérios de Ensaio 11/03/2014  24/03/2014 30 0 - - N irr'r*.‘::la;rfg:rli]dg
FBE2902" Tépicos Avangados em Toxicologia | /032014 2300612014 15 1 10 A N Conclida
BMBET795- Neurociéncia Basica (Instituto de Ciéncias .
43 Bomédicas - Universidade de Sdo Paulo) 2042014 03072014 120 & 100 A N Conclida
FBCH803- Sistemas de Garantia da Qualidade em Turma
34 Laboratérios de Ensaio 05/0812014 1800822014 30 0 - - N cancelada
FBCE818- Neurotoxicidade Provocada por Xenobioticos e
sua Relagdo com Doengas 2910972014 02/11/2014 45 3 90 A N Concluida
Neurodegenerativas

BMFE862- Ciclo Celular e Apoptose (Instituto de Ciéncias .

41 Biomédicas - Universidade de S3o Paulo) 03112014 23/11/2014 90 6 80 A N Concluida

Progressos em Neurociéncia (Insftituto de

BMBS718- Cigncias Biomedicas - Unversidade de S0 09/03/2015 29062015 75 5 10 A N Conclida
Paulo)

FBC5803- Sistemas de Garantia da Qualidade em .

35 Labaratérios de Ensaio 24/03/2015  06/04/2015 30 2 100 A N Concluida

Disciplinas: 10 25 25
Estagios:
Total: 10 25 25

Créditos Atribuidos a Dissertagdo: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - BExcelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Mafricula de Acompanhamento em 11/07/2016
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