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Resumo 
	

RIBEIRO,	A.	L.	T.	Efeitos	Citotóxicos,	Genotóxicos	e	Epigenéticos	do	Bisfenol	A	em	Células	HL-
60,	MCF-7	e	em	Ratos.	2015.	162f.	Tese	(Doutorado)	–	Faculdade	de	Ciências	Farmacêuticas,	
Universidade	de	São	Paulo,	São	Paulo,	2015.		

	

Bisfenol A (BPA) é um insumo largamente utilizado na produção de plástico 
policarbonato e amplamente difundido no meio ambiente, levando o ser humano à 
exposição crônica desde o período intrauterino. A literatura aponta a possibilidade de 
BPA aumentar o risco de diversos tipos de câncer, mas são necessários estudos que 
possibilitem o entendimento de mecanismos pelos quais isso pode ocorrer. Neste 
trabalho foram investigados os efeitos do BPA ou nitro-BPA em células HL-60, MCF-7 
e tecidos de ratos. 

Células HL-60 foram expostas ao BPA ou nitro-BPA nas concentrações de 25, 
100 e 250 µM (0,1 % DMSO v/v) por 2, 24 ou 48 horas na presença ou ausência de 
H2O2 (40 nmol/5 x 104 células). Células MCF-7 foram expostas da mesma forma, sem 
o uso de H2O2, mas na presença e ausência de agonista (PCB) de receptor Ah. Ratos 
Sprague-Dawley machos receberam BPA diariamente ao longo de 4 semanas (50 
mg/kg de peso corpóreo) por gavagem, na vigência e ausência de diabetes, com 
subsequente coleta de urina, fígado, rins, medula óssea e sangue. Nos experimentos 
com as células, a viabilidade, ciclo celular, fragmentação do DNA e a produção 
intracelular de espécies reativas de oxigênio (ROs) foram avaliadas por citometria de 
fluxo, a atividade da cadeia respiratória mitocondrial pelo ensaio do XTT, e a atividade 
de MPO de células HL-60 por ensaio de fluorescência, bem como a produção de ●NO. 
A metilação e hidroximetilação global do DNA e os adutos 8-oxodG, CEdG, 1,N6-εdA, 
1,N2-εdG e BPA-Gua no DNA das células, tecidos, meio de cultura e urina foram 
analisados por HPLC-ESI-MS/MS. O hemograma e mielograma dos animais foram 
obtidos no Laboratório de Hematologia Experimental da FCF USP. 

Observou-se que tanto BPA quanto nitro-BPA induziram a geração de ROS em 
células HL-60 logo após 2h de incubação. BPA levou subsequentemente à perda de 
atividade da cadeia respiratória mitocondrial, aumento da permeabilidade da 
membrana plasmática, fragmentação do DNA, parada na fase G2/M do ciclo celular e 
hipermetilação acompanhada de hipohidroximetilação global do DNA. A citotoxicidade 
induzida pelas mesmas concentrações de nitro-BPA em células HL-60 foi menos 
pronunciada, sem perda de atividade da cadeia respiratória mitocondrial, com pouca 
fragmentação do DNA, mas com parada na fase G0/G1 do ciclo celular e indução de 
hipohidroximetilação global do DNA na presença de H2O2. Não foi observada a 
indução de adutos de DNA nas células HL-60 incubadas com BPA, mas sim de CEdG 
nas células incubadas com nitro-BPA. 

Os dados obtidos a partir da exposição das células HL-60 a BPA e nitro-BPA 
nos indicam que as duas moléculas provocam alterações metabólicas distintas nesse 
tipo celular, independentes da via estrogênica, que levam a alterações 
predominantemente epigenéticas (BPA) ou genéticas e epigenéticas (nitro-BPA), que 



	
	

podem ter consequências fenotípicas, como progressão maligna, que precisam ser 
investigadas. 

Foi observado que as células MCF-7 são mais resistentes que as células HL-60 
à citotoxicidade induzida por BPA e nitro-BPA. Como resultado da exposição das 
células MCF-7 a BPA, houve pequeno aumento da permeabilidade da membrana 
plasmática (250 µM), indução dos níveis de ROS após 24 h (25 µM) e aumento da 
população de células em sub G1, ou seja, com DNA fragmentado (100 µM e 250 µM), 
mas sem alteração do ciclo celular. No caso de nitro-BPA, foi observada parada do 
ciclo celular em G2/M (25 µM, 100 µM e 250 µM), assim como aumento de 
permeabilidade da membrana plasmática após 24 h de incubação (25 µM, 250 µM), 
sem indução de ROS ou aumento de células em sub G1. Entretanto, observou-se 
aumento dos níveis de CEdG e 8-oxodG no DNA das células incubadas com BPA (100 
µM, 250 µM) sem a ativação prévia de receptores Ah. A ativação dos receptores Ah 
com PCB levou a menor aumento do nível das lesões após as incubações com BPA. A 
maior resistência das células MCF-7 aos efeitos citotóxicos do BPA está 
provavelmente relacionada à ação estrogênica desse xenobiótico. A sinalização 
estrogênica juntamente com o aumento dos níveis de lesões no DNA aumenta a 
chance de mutações e de transformação maligna. Nas células com ativação do 
receptor Ah, BPA levou ainda ao aumento da hidroximetilação global, sem alteração 
da metilação global do DNA. 

Os animais não diabéticos expostos ao BPA apresentaram quantidades 
diminuídas de promielócitos, blastos e bastonetes na medula óssea (aplasia medular), 
sem alteração no hemograma. Houve aumento dos níveis de CEdG no fígado, da 
metilação e hidroximetilação global do DNA hepático, e não foi observada alteração 
das marcas epigenéticas e adutos de DNA no rim ou na urina. Os animais diabéticos 
expostos ao BPA apresentaram aumento do número de eosinófilos e linfócitos na 
medula óssea, podendo-se sugerir a indução de um estado inflamatório alérgico, e 
aumento do número total de hemácias circulantes e do hematócrito. Houve aumento 
dos níveis de CEdG, da metilação e hidroximetilação global do DNA hepático, 
aumento dos níveis de 8-oxodG no DNA renal, sem alteração das marcas epigenéticas 
no rim, e não foi observada alteração dos adutos de DNA na urina. 

Os dados obtidos apontam para a geração de ROS como uma importante via 
de cito- e genotoxicidade induzidas por BPA. Sua biotransformação para BPA-3,4-
quinona nos modelos utilizados parece ter menor importância para os efeitos, uma vez 
que não foi detectada a lesão BPA-Gua em nenhuma amostra de DNA, meio de 
cultura das células ou urina dos animais. Alterações metabólicas induzidas por BPA e 
ROS podem favorecer as alterações das marcas epigenéticas observadas no DNA das 
células HL-60, MCF-7 e fígado dos animais. Todas essas alterações podem contribuir 
para a transformação maligna de células expostas ao BPA. 
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Abstract	
 
  
 
RIBEIRO,	A.	L.	T.	Cytotoxic,	Genotoxic	and	Epigenetics	Effects	of	Bisphenol	A	on	HL-60,	MCF-7	
cells	 and	 Rats	 2015.	 162f.	 Tese	 (Doutorado)	 –	 Faculdade	 de	 Ciências	 Farmacêuticas,	
Universidade	de	São	Paulo,	São	Paulo,	2015.		

 
 Bisphenol A (BPA) is a compound widely used in polycarbonate plastic 
production and widespread in the environment, humans are chronic exposed to 
BPA in intrauterine period and entire life. The literature suggests the possibility 
of BPA increase the risk of developing cancers, but studies are required to 
enable the understanding of mechanisms by which this can occur.  
 HL -60 cells were exposed to BPA or nitro-BPA at concentrations of 25, 
100 and 250 uM (0.1% DMSO v/v) for 2, 24 or 48 hours in presence or absence 
of H2O2 (40 nmol/5x104 cells), MCF-7 cells followed a similar profile of exposure 
without the use of H2O2, but in presence or absence of Ah agonist receptor 
(PCB126). Male Sprague-Dawley rats received BPA daily over 4 weeks (50 
mg/kg body weight) by gavage in presence and absence of diabetes, with 
subsequent collection of urine, liver, kidney, bone marrow and circulating blood. 
 The viability, cell cycle, DNA fragmentation and the intracellular 
production of reactive oxygen species (ROS) was evaluated by flow cytometry, 
MPO activity and NO production was evaluated by fluorescence assay for HL-
60 cells, mitochondrial activity by XTT assay, and the global DNA methylation 
was checked by HPLC-PDA. DNA adducts 8-oxodG, CEdG, 1,N6-εdA, 1,N6-εdG 
and BPA-Gua were quantified by HPLC- ESI-MS/MS in DNA of cells, culture 
medium, urine and tissue collected from Sprague-Dawley rats. Blood count and 
bone marrow examination were obtained in collaboration with Experimental 
Hematology Laboratory of University of Sao Paulo 
 We observed that both BPA and BPANO2 induced ROS generation in 
HL- 60 cells after 2 hours of incubation. BPA subsequently led to failure of 
mitochondrial respiratory chain activity, increased permeability of the plasma 
membrane, DNA fragmentation, arrest in G2/M phase of cell cycle, DNA 
hypermethylation with global hipohydroxymethylation.  
 We saw low cytotoxicity in HL-60 cells induced by nitro-bpa n the same 
concentration, without loss of mitochondrial respiratory chain activity, discrete 
DNA fragmentation, but leading cell cycle to stopping at G0/G1 phase, and 
induction of DNA global hypermethylation. No lesions were observed in the 
DNA of HL-60 cells.The results obtained from the exposure of HL-60 cells to 
BPA and nitro-BPA indicate that these two molecules induce different metabolic 
abnormalities in this cell line, independent of estrogen pathway, leading to 
changes in epigenetic (BPA) or genetic and epigenetic (nitro-BPA) profile, that 
can induce phenotypic consequences such as malignant progression. 
 It was observed along the study that MCF-7 cells are more resistant 
than HL-60 cells to cell damage induced by BPA and nitro-BPA. As a result of 
MCF-7 cells exposure to BPA, we saw a slight increase in membrane 
permeability (250 mM),  ROS generation after 24h (25 mM) and increase in cell 
population in sub G1, so we had DNA fragmentation (100 uM and 250 uM), but 
with no effect on cell cycle. However, we observed increased levels of CEdG 



	
	

and 8-oxodG on DNA of cells incubated with BPA (100 uM, 250 mM) without 
prior activation of Ah receptors. The activation of Ah receptors with PCB took a 
small increase in the level of DNA lesions after incubations with BPA. MCF-7 
cells resistance to the cytotoxic effects of BPA is probably related to estrogen 
action of this compound. Estrogen signaling in addition with the increased levels 
of DNA damage increases the chance of mutations and malignant 
transformation. In cells with Ah receptor activation, BPA also led to increased 
DNA global hydroxymethylation, without changing the global DNA methylation.  
 Nondiabetic animals exposed to BPA had decreased amounts of 
promyelocytes, blasts and rods in the bone marrow, with any change in blood 
count. There were an increase of CEdG levels in liver, methylation and global 
hydroxymethylation on hepatic DNA, and was observed any alteration on 
epigenetic markers and DNA adducts in kidney or urine. On the other hand 
diabetic animals exposed to BPA showed increased numbers of eosinophils 
and lymphocytes in bone marrow, suggesting the induction of an allergic 
inflammatory state. There were increased levels of CEdG, methylation and 
global hydroxymethylation on hepatic DNA, increased 8-oxodG levels on kidney 
DNA without changing epigenetic markers, was not observed DNA adducts in 
urine. The data obtained indicate that the generation of ROS could be the major 
route of cytotoxic and genotoxic induced by BPA exposure. 
  BPA biotransformation to BPA-3,4-quinone used in the models seem 
to have poor effects, since we was not detected BPA-Gua lesion in any DNA 
sample, culture medium of cells or urine of the animals. Metabolic changes 
induced by BPA and ROS can enable changes in epigenetic markers observed 
in the DNA of HL-60 cells, MCF-7 and liver tissue. All these changes may 
contribute to malignant transformation of cells that were exposed to BPA. 
 
 
Keywords: Biphenol A, Hl-60, MCF-7, DNA Adducts, Diabetes  
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1. Introdução 

1.1 Bisfenol A 

O Bisfenol A (BPA), 2,2’-bis[4-hidroxifenil]propano (Figura 1), foi 

sintetizado pela primeira vez em 1891, tornando-se em 1957 um insumo 

largamente utilizado no ramo industrial. O BPA é uma das principais 

substâncias utilizadas na síntese do plástico policarbonato, conferindo-lhe 

resistência térmica e mecânica, além de proporcionar transparência ao plástico. 

O policarbonato é utilizado para produzir uma variedade de produtos de uso 

comum, incluindo mamadeiras infantis, garrafas de água, potes para 

acondicionamento de alimentos, equipamentos esportivos, dispositivos 

médicos e dentários, cimentos e selantes dentais, lentes de óculos, CDs, DVDs 

e eletrodomésticos (Herath, Jin et al. 2004; Alonso-Magdalena, Vieira et al. 

2010; Galloway, Cipelli et al. 2010; American Dental Association Council on 

Scientific 2014). Outras aplicações do BPA no ramo industrial são atribuídas à 

produção de PVC, fabricação de papel termo sensível, poliuretano, poliamida e 

retardantes/inibidores de chama, sendo utilizados para este ramo de aplicação 

cerca de 10% da produção anual de BPA (EURAR, 2003; E/E, 2003; EFSA, 

2006(Zhang, Xu et al. 2014). 

Além da presença nos produtos plásticos, o BPA é utilizado para a 

produção da resina epóxi, largamente utilizada na produção de tintas, adesivos, 

revestimentos de latas de alumínio comumente utilizadas para acondicionar 

bebidas e alimentos. A literatura ainda aponta a utilização desta resina na 

construção civil, como selante para estruturas de mármore e granito, utilizadas 

principalmente nos estágios de acabamento de construções (2008; Groff 2010; 



27	
	

Schecter, Malik et al. 2010; Manfo, Jubendradass et al. 2014; Zhang, Xu et al. 

2014). 

Por fazer parte de tantos processos industriais a literatura aponta que a 

produção anual de BPA chega a 2,2 milhões de toneladas, o que ainda não é 

suficiente para suprir a demanda de mercado, contudo o dado mais alarmante 

é que cerca de 25% deste montante é liberado no meio ambiente (Ranciere, 

Lyons et al. 2015) 

A estrutura do BPA é semelhante à do carcinógeno dietilestilbestrol 

(DES) (Figura 1), um estrógeno sintético não-esteroidal utilizado durante 

muitos anos para o tratamento de problemas relacionados a próstata e ainda 

para diminuir o risco de aborto espontâneo (Fenichel, Chevalier et al. 2013). 

Alguns anos depois do seu uso o DES foi considerado um agente cancerígeno 

por aumentar o risco de câncer de mama e vagina, além do risco de câncer de 

testículo em homens, quando a exposição ocorre durante o desenvolvimento 

fetal (Keri, Ho et al. 2007; Reed and Fenton 2013; Bhan, Hussain et al. 2014; 

Nomura, Matoda et al. 2015). A semelhança do BPA com esse hormônio 

sintético fez surgir dúvidas quanto à sua segurança, o que levou ao estudo da 

possível atividade estrogênica do BPA, que em pouco tempo gerou resultados 

suficientes para considerá-lo um composto xenoestrogênico (Masuda, 

Terashima et al. 2005; Cavalieri and Rogan 2010; Renz, Volz et al. 2013; 

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

 

No Brasil a importação, fabricação e venda de mamadeiras contendo 

BPA foram proibidas pela ANVISA a partir de Janeiro de 2012, decisão 

alinhada às medidas já adotadas em outros países, como Canadá e Estados 

da União Europeia, para reduzir a exposição de crianças a esse 

xenoestrógeno. Essa proibição foi realizada pela RDC 41/2011. 

 

1.2  Exposição ao BPA 

 A grande utilização unida às suas características físico-químicas faz do 

BPA um composto largamente distribuído no meio ambiente e disponível para 

exposição do ser humano no meio ocupacional, ambiental e pelo consumo de 

alimentos (Geens, Aerts et al. 2012; Park, Koduru et al. 2014). 

Ocupacionalmente os humanos estão expostos ao BPA em fábricas de 

tintas, em centros de funilaria automotiva ou em indústrias produtoras de 

adesivos, além de trabalhadores que utilizam uniformes com revestimento anti-

chama e, sobretudo, nas indústrias de síntese e manipulação do BPA ou da 

resina epóxi (Jolanki, Kanerva et al. 1995; Vandenberg, Hauser et al. 2007; 

Wetherill, Akingbemi et al. 2007; Groff 2010).  
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Evidências literárias citam a exposição humana ao BPA em 

concentrações variadas no meio ambiente, partindo principalmente de fontes 

como água ou poeira contaminada pelo uso rotineiro do BPA, além da atividade 

de reciclagem por incineração do plástico ou  papel termo sensível que permite 

a liberação do BPA no ar (Staples, Dorn et al. 1998; West, Goodwin et al. 2001; 

Goodwin, Mynar et al. 2005; Kang, Katayama et al. 2006). 

A exposição por via oral não inclui somente alimentos que de alguma 

forma entraram em contato com o BPA durante o cultivo ou preparação, mas 

também pela contaminação originada pelo processo de lixiviação 

(transferência) do BPA dos acondicionantes de alimentos. A literatura mostra 

que o BPA pode lixiviar do acondicionante plástico (potes, garrafas, copos) 

para o acondicionado (água ou produtos alimentícios), ou ainda pelo uso da 

resina epóxi como revestimento interno de latas metálicas que acondicionam 

alimentos e bebidas (Fasano, Esposito et al. 2015). A partir do revestimento 

das latas de alimentos, foi detectada liberação de BPA em concentrações que 

variaram de 0,004 a 0,023 mg/Kg de alimento (Ehlert, Beumer et al. 2008; 

Fasano, Esposito et al. 2015). O processo de lixiviação pode acontecer pela 

polimerização incompleta, ou ainda por hidrólise favorecida por temperatura, 

facilitando a liberação do BPA para o meio. Esse processo pode ser 

aumentado quando o acondicionado apresenta em sua composição compostos 

químicos como cafeína, taurina ou glicose em concentrações elevadas, o que 

favorece a hidrólise das ligações de BPA mal polimerizado (Ehlert, Beumer et 

al. 2008; Mendiola, Jorgensen et al. 2010; Rogers, Metz et al. 2013; Thigpen, 

Setchell et al. 2013). 
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Dentre as vias de exposição do ser humano ao BPA, a via oral é a mais 

preocupante, pois essa exposição atinge uma gama de indivíduos com faixa 

etária variada e diferentes atividades laborais. As agências regulamentadoras 

Environmental Protection Agency (EPA) americana e a European Food Safety 

Authority (EFSA) preconizaram que em humanos a quantidade de ingestão 

diária tolerável (TDI) para o BPA é de 50 e 25 µg/Kg/dia, respectivamente. 

Esse limite foi calculado pela redução da dose em 1000 vezes a partir de 

estudos realizados pelo National Toxicology Program (NTP) na década de 

1980, em que a ação carcinogênica foi avaliada em ratos e camundongos 

alimentados cronicamente com BPA, apresentando resultados que apontavam 

a Menor Dose com Efeito Adverso Observável (LOAEL) de 50 mg/Kg/dia . A 

administração de BPA foi iniciada na quinta semana de vida e ocorreu por 103 

semanas, não tendo sido evidenciada uma ação carcinogênica, apesar de ter 

sido verificado leve aumento da incidência de câncer testicular e do sistema 

hematopoiético (NTP, 1982). Entretanto, limitações do estudo do NTP, tais 

como exposição dos animais somente na fase adulta, uso de altas 

concentrações de BPA sem considerar que interferentes endócrinos em baixas 

concentrações podem provocar efeitos não evidenciados nas concentrações 

mais altas, uso de apenas uma linhagem de ratos e camundongos com 

susceptibilidades desconhecidas ao desenvolvimento de câncer por exposição 

ao BPA, e falta de avaliação da susceptibilidade para desenvolvimento de 

câncer quando da exposição concomitante a outros carcinógenos, não 

permitem concluir que o BPA não seja carcinogênico (Keri, Ho et al. 2007). 

Com base no conhecimento atual dos modos de ação do BPA, o limite 

recomendado pela EPA pode não ser seguro. 
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Um humano pode ingerir de 1,7 a 2,7 µg de BPA por dia, procedente de 

alimentos contaminados por acondicionamento ou cultivo, sem considerar o 

BPA presente na poeira que o indivíduo pode deglutir juntamente com os 

alimentos, em níveis que variam de 0,008 a 0,014 µg por dia. A esses valores 

podem ser somadas as concentrações de BPA em refrigerantes enlatados e 

em água engarrafada, variando de 0,0045 a 4,5 µg por litro e 0,1 a 0,7 µg por 

litro, respectivamente (Dekant and Volkel 2008; Ehlert, Beumer et al. 2008; 

Cao, Corriveau et al. 2009; Groff 2010; Loganathan and Kannan 2011). A 

estimativa da União Européia é de que os seres humanos estejam expostos a 

BPA no intervalo de 10 a 600 µg/dia ou 0,7 a 9 µg BPA/Kg/dia, considerando 

todas as fontes (Naik and Vijayalaxmi 2009). 

 

1.3  Ação estrogênica do BPA 

A ação do BPA sobre o sistema endócrino é conhecida, com vários 

estudos comprovando a influência do BPA sobre a função hormonal de 

roedores, o que o levou a ser classificado como um interferente endócrino 

(Rogers, Metz et al. 2013; Bittner, Denison et al. 2015; Patterson, Mo et al. 

2015; Vrooman, Oatley et al. 2015).  

Os interferentes endócrinos podem se ligar a receptores hormonais e 

desempenhar atividade agonista ou antagonista. Podem bloquear a ligação de 

outros hormônios que naturalmente se ligariam ao receptor em questão ou 

ainda aumentar a concentração hormonal, levando a uma alteração na ação 

desses hormônios (Schug, Janesick et al. 2011; Geens, Aerts et al. 2012). 

O BPA pode se ligar aos receptores β estrogênicos e atuar como 

agonista, e aos receptores α estrogênicos e atuar como agonista ou 
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antagonista, desencadeando efeitos que dependem da concentração e tempo. 

Tal característica faz com que o BPA apresente efeitos tanto em concentrações 

baixas quanto altas, havendo uma resposta não-monotônica a doses. Esse 

fenômeno conhecido como hormese faz com que haja discrepância entre 

dados de diferentes estudos envolvendo o BPA e dificulta o estabelecimento de 

uma concentração limite para exposição humana (Hiroi, Tsutsumi et al. 1999; 

Schug, Janesick et al. 2011; Rogers, Metz et al. 2013; Thigpen, Setchell et al. 

2013). 

Em diversos estudos, fetos de roedores expostos a baixas doses de 

BPA (20 – 400 µg/Kg/dia) apresentaram efeitos estrogênicos após o 

nascimento (Calafat, Kuklenyik et al. 2005). Os efeitos são diversos, como 

antecipação da puberdade, hiperplasia de próstata, diminuição do número de 

espermatozoides, diminuição dos níveis de testosterona, alteração do 

desenvolvimento e organização tecidual da glândula mamária, e diminuição da 

resposta celular induzida por hormônios, além de carcinoma mamário, 

diabetes, doenças cardiovasculares, alterações das funções de enzimas 

hepáticas, efeitos sobre o desenvolvimento cognitivo e a reprodução (Zoeller, 

Bansal et al. 2005; Galloway, Cipelli et al. 2010; Groff 2010; Melzer, Rice et al. 

2010; Loganathan and Kannan 2011). Camundongos expostos oralmente ao 

BPA (20 – 100 µg/kg/dia) apresentaram alteração na meiose, com ocorrência 

de gametas aneuplóides, alteração que é conhecida como a principal causa de 

retardo mental e também responsável pela interrupção da gravidez em 

humanos (Hassold and Hunt 2001; Hunt, Koehler et al. 2003; Popovic, 

Martinez-Garcia et al. 2014). 
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É possível que produtos resultantes da biotransformação de BPA por 

citocromo P450, mais especificamente as isoformas CYP 1A1 e 1A2, possuam 

maior afinidade pelos receptores de estrógeno que a molécula original, 

explicando o fato de a ação estrogênica observada in vivo ser muito maior que 

nos estudos in vitro (Ben-Jonathan and Steinmetz 1998). Essa hipótese foi 

investigada por Yoshihara e colaboradores, tendo sido constatado que a 

biotransformação de BPA por fração S9 de fígado humano e de ratos Wistar 

resulta em pelo menos um metabólito com atividade estrogênica muitas vezes 

aumentada em relação ao BPA, em modelos in vitro. A atividade estrogênica foi 

parcialmente inibida ao ser utilizado um inibidor de P450 (Yoshihara, 

Makishima et al. 2001). 

Ainda que a literatura apresente muitos efeitos do BPA sobre o sistema 

endócrino, conhece-se muito pouco a respeito da toxicidade deste 

xenoestrógeno sobre os demais sistemas do organismo. A falta de 

concordância entre diferentes estudos ainda deixa uma lacuna no 

conhecimento sobre sua toxicidade e levanta questões sobre sua 

biotransformação e geração de intermediários reativos, que poderiam ajudar a 

esclarecer vias pelas quais BPA exerce seus efeitos tóxicos. 

 

1.4  Biotransformação do BPA 

O BPA pode ser biotransformado por humanos e roedores ao nível 

intestinal e hepático, durante o metabolismo de primeira passagem, formando 

vários metabólitos. Alguns trabalhos mostram que roedores tem capacidade de 

metabolizar o BPA, administrado por via oral, transformando-o em um 

metabólito conjugado com o acido glicurônico (GLcA), formando um complexo 
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GLcA-BPA, sendo o metabólito encontrado em maior quantidade na urina 

desses animais. Contudo, outro metabólito, em menor quantidade, foi 

encontrado nessa mesma matriz, sendo um produto da conjugação do BPA 

com sulfato, formando um complexo S-BPA (Yoshihara, Mizutare et al. 2004).  

Além do GLcA-BPA e do S-BPA, a literatura mostra a formação de 

metabólitos gerados via citocromo P450, onde o BPA sofre reações oxidativas 

formando produtos altamente reativos (Yoshihara, Makishima et al. 2001; Jaeg, 

Perdu et al. 2004). Vários metabólitos são formados por esta via, por exemplo, 

metabólitos hidroxilados do BPA, como o 3-OH-BPA, metabólito este que pode 

ser oxidado formando um composto altamente reativo, denominado de BPA-

3,4-quinona. Este metabólito tem sido relacionado com atividade genotóxica, 

como formação do aduto de DNA BPAQ-N7Gua e formação de sítios apurínicos 

(Bindhumol, Chitra et al. 2003; Edmonds, Nomachi et al. 2004). 

A compreensão das vias de biotransformação do BPA em mamíferos é 

um passo necessário para que se possam estimar riscos à saúde decorrentes 

da exposição frequente a esse xenobiótico. Estudos in vivo vêm sendo 

desenvolvidos com esse intuito, principalmente considerando a exposição a 

baixas doses, sendo possível verificar que apesar de o conjugado BPA-

glicuronídeo ser o principal metabólito excretado, vários outros metabólitos, 

incluindo conjugados de glicose, glicuronídeos desidratados, duplos 

conjugados, compostos metoxilados conjugados e dissacarídeos são 

detectados em tecidos e fetos de camundongos fêmeas expostos a BPA (25 

µg/Kg, s.c.) (Zalko, Soto et al. 2003). A partir da caracterização de vários 

metabólitos formados in vivo é possível inferir que intermediários reativos 

sejam gerados, os quais podem contribuir para a toxicidade. De fato, uma 
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fração de BPA não passível de extração foi detectada após 24 h em fetos das 

fêmeas que receberam BPA. Tal fração pode ser decorrente da ligação de 

intermediários reativos a biomoléculas, dentre eles metabólitos hidroxilados, 

como BPA-catecol (Zalko, Soto et al. 2003). É possível que tecidos capazes de 

reter xenoestrógenos durante a organogênese estejam mais sujeitos a 

instabilidade genética, mutações e aberrações celulares que podem 

permanecer latentes e se manifestar na fase adulta (Ben-Jonathan and 

Steinmetz 1998).  

Em um estudo de farmacocinética em humanos, seis voluntários adultos 

que receberam D16-BPA (5 mg) oralmente apresentaram rápida absorção no 

trato gastrointestinal, com quase completa recuperação da dose administrada 

na forma conjugada D16-BPA glicuronídeo na urina após 24 h (meia-vida de 

excreção urinária de 5,4 h) (Volkel, Colnot et al. 2002). Outros estudos, no 

entanto, mostram que a forma não conjugada do BPA é frequentemente 

detectada em humanos e que sua eliminação não é tão rápida, sugerindo meia-

vida mais longa, bioacumulação ou exposições não orais mais significativas 

(Stahlhut, Welshons et al. 2009; Vandenberg, Colborn et al. 2012). 

Concentrações reportadas de BPA na urina de humanos em condições normais 

de exposição estão na faixa de 0,2 a 20 µg/L, havendo diferenças geográficas 

e temporais (Calafat, Kuklenyik et al. 2005; Lang, Galloway et al. 2008). As 

maiores concentrações urinárias de BPA foram associadas à ocorrência de 

doença cardiovascular, diabetes e concentrações anormais das enzimas 

hepáticas γ-glutamiltransferase, lactato desidrogenase e fosfatase alcalina em 

um estudo transversal que envolveu 1455 participantes entre 18 e 74 anos de 

idade nos Estados Unidos (Lang, Galloway et al. 2008). Níveis circulantes de 
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BPA não conjugado reportados em soro humano estão na faixa de 0,2 a 20 

µg/L (Welshons, Nagel et al. 2006). Não há relatos na literatura sobre níveis de 

BPA em soro e urina da população brasileira. 

 

1.5 Genotoxicidade do BPA 

BPA, ao ser metabolizado via citocromo P450, gera quinonas, moléculas 

reativas capazes de se ligarem covalentemente ao DNA, RNA e proteínas. 

Além disso, quinonas podem ser reduzidas a catecóis e entrar em um ciclo 

redox, via semi-quinonas, favorecendo a geração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (Figura 2). O esteroide sintético DES, que apresenta estrutura 

semelhante ao BPA (Figura 1), sofre esse tipo de biotransformação, sendo 

detectada a formação de adutos de DNA in vivo (Liehr 1990; Ben-Jonathan and 

Steinmetz 1998). Da mesma forma, BPA é biotransformado para o-quinona, 

gerando adutos de DNA in vitro e in vivo que foram detectados por 32P-

postlabeling (Atkinson and Roy 1995; Atkinson and Roy 1995; Izzotti, Kanitz et 

al. 2009; De Flora, Micale et al. 2011). Pelo menos 7 adutos foram gerados na 

reação de DNA e dGMP (desoxiguanosina monofosfato) com BPA-3,4-quinona 

e com BPA ativado enzimaticamente por fração microssomal ou 

peroxidase/H2O2. Linhagens de células de próstata humana apresentaram 

níveis aumentados de adutos de DNA quando expostas a altas concentrações 

(200 µM, 24 h) ou baixas concentrações (1 nM, 2 meses) de BPA. Nos estudos 

in vivo foi detectada a formação de adutos de DNA no fígado e células 

mamárias de ratos e camundongos. Entretanto, em nenhum desses estudos as 

estruturas dos adutos foram elucidadas (Atkinson and Roy 1995; Izzotti, Kanitz 

et al. 2009; De Flora, Micale et al. 2011). 
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Nos dois estudos realizados até o momento para caracterização 

estrutural dos adutos de DNA gerados por BPA, foi verificado que o metabólito 

BPA-3,4-quinona origina os adutos 3-OH-BPA-N7dGuo, 3-OH-BPA-N7dAdo e 3-

OH-BPA-N3dAdo e os respectivos produtos de depurinação ao reagir com os 

nucleosídeos/nucleotídeos isoladamente ou com DNA in vitro (Figura 3) 

(Edmonds, Nomachi et al. 2004; Qiu, Yang et al. 2004). A reação ocorre 

preferencialmente com a base guanina, sendo que o aduto de adenina não foi 

observado nas reações com DNA (QIU et al., 2004). Sítios apurínicos no DNA 

são reconhecidamente mutagênicos e a indução dessas lesões por BPA pode 

fazer parte do seu mecanismo de carcinogênese (QIU et al., 2004). Estrógenos 

sofrem o mesmo processo de biotransformação mencionado acima, gerando 

adutos de DNA que também depurinam. Tais adutos são apontados como 

potenciais biomarcadores para predizer o risco de câncer de próstata (Yang, 

Hong et al. 2009). 
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Ao ser avaliada a genotoxicidade do BPA em células da medula óssea 

de camundongos Swiss, in vivo, não foi observada a indução de efeitos 

clastogênicos, mas sim de lesões/intervalos acromáticos ao nível 
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mitótico. Tais lesões representam grande amplificação de danos moleculares 

iniciais no DNA. O mecanismo molecular subjacente a essas lesões induzidas 

por BPA é desconhecido, mas a formação de adutos de DNA é apontada como 

possível explicação para essas observações. Além disso, foram observados 

efeitos c-mitóticos, que representam uma forma indireta de testar o potencial 

aneugênico devido a danos nas fibras do fuso (Naik and Vijayalaxmi 2009). É 

conhecido há algum tempo que tanto BPA quanto outros xenoestrógenos 

interferem na organização de microtúbulos, o que pode levar a aneuploidia e 

aberrações cromossômicas (Liehr 1990). Uma vez que os efeitos mencionados 

acima nas células da medula óssea dos camundongos foram observados no 

período de 48 a 72 h após a administração de BPA (50 e 100 mg/kg, em doses 

orais únicas), existe a possibilidade de que produtos da biotransformação de 

BPA e/ou ROS geradas no processo estejam envolvidos (Naik and Vijayalaxmi 

2009). 

A administração oral de baixas doses de BPA (0,2 – 20 µg/Kg/dia) a 

ratos Wistar por 30 dias resultou em estresse oxidativo hepático em todas as 

doses testadas, com redução das atividades das enzimas antioxidantes 

superóxido dismutase, catalase, glutationa redutase e glutationa peroxidase e 

aumento dos níveis de H2O2 e peroxidação lipídica de forma dose dependente. 

Essas alterações não ocorreram com a administração concomitante de 

vitamina C, confirmando o efeito oxidante do BPA (BINDHUMOL et al., 2003). 

Ao ser feita a administração de doses mais elevadas de BPA (25 mg/Kg/dia, 3 

dias por semana) em ratos por 50 dias, efeitos oxidantes mais drásticos foram 

observados no fígado dos animais, os quais foram agravados pela 

administração concomitante de vitamina C (Korkmaz, Ahbab et al. 2010). Foi 
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ainda observada, em outros estudos, a indução de estresse oxidativo por BPA 

em cérebro, rim, testículos e esperma de camundongos e ratos (Chitra, 

Latchoumycandane et al. 2002; Chitra, Rao et al. 2003; Kabuto, Hasuike et al. 

2003; Kabuto, Amakawa et al. 2004; De Flora, Micale et al. 2011). Estresse 

oxidativo é apontado como o principal mecanismo de indução de danos em 

DNA na linhagem germinativa. Tais danos são correlacionados a prejuízo na 

fertilização, baixas taxas de implantação embrionária, aumento da incidência 

de abortos, alta taxa de morbidade na descendência e diminuição da 

fertilidade. Substâncias estrogênicas que possuem o grupo catecol em suas 

estruturas mostraram-se indutoras de estresse oxidativo e de danos em DNA 

de espermatozóides humanos in vitro (Bennetts, De Iuliis et al. 2008). 

Como mencionado anteriormente, foi verificado que BPA induz danos à 

medula óssea e possivelmente o câncer no sistema hematopoiético de 

roedores (Naik and Vijayalaxmi 2009). No estudo realizado por Korkmaz e 

colaboradores foi verificado que, além do dano hepático, BPA induziu anemia 

macrocítica hipercrômica nos ratos quando administrado em conjunto com 

vitamina C, podendo representar uma interferência na eritropoiese ou aumento 

da destruição de eritrócitos (Korkmaz, Ahbab et al. 2010). O mesmo efeito foi 

observado por Ulutas e colaboradores, acompanhado por indução de 

fragmentação do DNA em células do sangue (Ulutas, Yildiz et al. 2011).  

A literatura traz poucos dados sobre biotransformação do BPA por 

mieloperoxidase (MPO), apesar de a peroxidase de rábano (HRP) ser utilizada 

experimentalmente para a remoção de BPA de água através da catálise de 

formação de polímeros insolúveis de BPA via oxidação (Davis and Burns 

1990). MPO, no entanto, oxida fenóis, além de ser uma enzima de grande 
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importância para a metabolização de diversos xenobióticos no organismo 

humano (Xu, Chi et al. 2013). 

MPO utiliza H2O2 para catalisar a biotransformação de uma série de 

compostos orgânicos. A princípio, MPO se encontra em uma forma inativa, a 

forma férrica (Fe+3), que reage com H2O2 e gera o composto I (MPO + H2O2 → 

composto I + H2O), que é a forma cataliticamente ativa da MPO (Furtmuller, 

Zederbauer et al. 2006; Hansson, Olsson et al. 2006). Por sua vez, o composto 

I oxida o ânion cloreto para HClO (composto I + Cl¯ + H+ → MPO + HClO) 

(Hampton, Kettle et al. 1998). 

Com a formação do composto I, inicia-se um ciclo peroxidásico clássico 

envolvendo o composto I, composto II e a forma férrica. Nesse ciclo, os 

compostos I e II oxidam substratos orgânicos (RH). A produção de HClO pode 

ser diminuída caso moléculas de RH ou ânion superóxido estejam presentes no 

meio para reagir com o composto II e converter a MPO para a forma férrica, 

iniciando um novo ciclo (composto II + RH/ O2
●

− → MPO + radical (R˙) + H+). 

Existe também a possibilidade de formação do composto III a partir da reação 

da MPO na forma férrica com excesso do ânion superóxido ou H2O2 (MPO + 

H2O2/ O2
●

− → composto III + H+) (Hampton, Kettle et al. 1998). A figura abaixo 

ilustra as reações de MPO no ciclo peroxidásico clássico. 
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Dados da literatura mostram ainda que BPA pode ser nitrado ao reagir 

com nitrito, formando os produtos 3-nitro-BPA ou 3,3’-dinitro-BPA altamente 

mutagênicos. Não há informações quanto à reatividade dessas moléculas com 

DNA ou sobre a geração de ROS pelas mesmas. Uma vez que nitrito está 

presente em alimentos e a nitração de moléculas pode ocorrer no trato 

digestivo e em condições inflamatórias, é importante investigar a possibilidade 

de BPA nitrado levar a danos em biomoléculas, visto que a literatura o destaca 

como uma molécula mutagênica (Schrader, Langlois et al. 2002; Masuda, 

Terashima et al. 2005). 

Atualmente são considerados quatro modos de ação do BPA que podem 

contribuir conjuntamente para o aumento do risco de câncer: interferência 

endócrina estrogênica, indução de progressão tumoral, genotoxicidade, e 

reprogramação do desenvolvimento com aumento da susceptibilidade a outros 

eventos carcinogênicos (Keri, Ho et al. 2007). Apesar de muitos estudos in vitro 

e in vivo evidenciarem esses modos de ação, são necessários atualmente 

estudos que possibilitem o entendimento de mecanismos pelos quais os 

Figura 4 - Ciclo peroxidásico da MPO. Adaptado de HAMPTON et al., 1998 
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diversos efeitos são gerados. Além disso, a realização de estudos 

epidemiológicos moleculares para avaliar a relação causal entre exposição a 

BPA e efeitos adversos em humanos depende de avanços na pesquisa de 

novos marcadores e do desenvolvimento de métodos sensíveis para sua 

detecção/quantificação (Keri, Ho et al. 2007). 
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2 Objetivos 

Avaliar efeitos citotóxicos, genotóxicos e epigenéticos do BPA e BPANO2 

em modelos in vitro, utilizando duas linhagens celulares com características 

distintas: células HL-60 derivadas de leucemia promielocítica humana e células 

MCF-7 derivadas de adenocarcinoma mamário humano, buscando entender 

mecanismos pelos quais os efeitos são gerados. 

Avaliar efeitos citotóxicos, genotóxicos e epigenéticos do BPA in vivo em 

ratos Sprague Dawley sadios ou na vigência de diabetes. 

 

Objetivos específicos: 

1- Avaliar efeitos citotóxicos, genotóxicos e epigenéticos do BPA em dois 

modelos celulares distintos: células HL-60 com ou sem ativação de 

MPO; e células MCF-7 com ou sem ativação de CYP450. 

2- Avaliar, comparativamente, efeitos citotóxicos, genotóxicos e 

epigenéticos do BPANO2 nas células HL-60 e MCF-7. 

3- Avaliar efeitos tóxicos do BPA in vivo, avaliando o hemograma, 

mielograma e efeitos genotóxicos e epigenéticos no fígado e rim dos 

animais. 
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3 Material e Métodos 

3.1. Equipamentos Utilizados 

3.1.1. Citômetro de Fluxo 

 Todos os ensaios relacionados com citometria de fluxo foram realizados 

em um citômetro de fluxo FACS Canto II (Becton Dickinson, Mountains View, 

CA, USA) disponibilizado pelo Prof. Sandro R. Almeida (FCF-USP) e 

analisados usando o software Flow Jo® (versão 9.1). Os dados de 10.000 

células foram obtidos e somente as células morfologicamente viáveis foram 

consideradas para análise. 

3.1.2. Espectrofotômetro 

 Todos os ensaios que utilizaram leitura de absorbância foram realizados 

no leitor de microplacas com ajuste de comprimento de onda 190 a 880nm 

SpectraMAx 190® (Molecular Devices – Chicago, IL, USA) e os dados gerados 

foram analisados pelo software SoftMax Pro versão 5.4. 

 Para leitura de fluorescência foi utilizado o leitor de microplacas 

multicanal Synergy H1® (Biotek – Winooski, VM, USA ). Os dados foram 

analisados pelo software Gen 5 data analysis versão 5. 

3.1.3. Concentrador a Vácuo  

 Para a eliminação de solventes e concentração de solutos presentes nas 

soluções obtidas durante a realização dos ensaios deste trabalho, foi utilizado 

um concentrador a vácuo da marca miVAC (Ipswich, UK) do tipo modular, 

composto por uma câmara de concentração (quattro concentrator), um 

condensador de solvente (speed trap), um módulo de controle de pressão e 

uma bomba de vácuo. 
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3.1.4. HPLC - PDA  

 As análises e purificações realizadas com UV/VIS foram efetuadas em 

um equipamento da Shimadzu Corporation (Kyoto, Japão) equipado com duas 

bombas LC-20AT, um detector de arranjo de fotodiodos PDA-20AV, um auto-

injetor (Proeminence SIL-20AC) e um forno para colunas (CTO-10AS/VP) 

controlado por um módulo de comunicação CBM-20A. Os dados foram 

processados pelo software LC-Solution 1.21 (Shimadzu, Japão). Os sistemas 

com as condições cromatográficas estão descritos em seção específica. 

3.1.5. Espectrometria de massas 

 As análises por ESI-MS/MS foram realizadas utilizando-se os 

espectrômetros de massas disponibilizados pelo Prof. Paolo Di Mascio e Profa. 

Marisa H. G. Medeiros (Instituto de Química da USP - IQUSP). A ionização das 

moléculas de interesse ocorreu em modo positivo ou negativo, dependendo da 

análise. A otimização do sistema e as condições de eluição empregadas estão 

descritas no decorrer do texto. Abaixo seguem as descrições dos 

equipamentos utilizados. 

ESI-MS/MS 1 - Sistema de HPLC da Shimadzu (Kyoto, Japão) equipado 

com um injetor automático (SIL– 10AD/VP), um injector Rheodyne (Cotati, CA), 

uma válvula automática de comutação de fluxo (FCV-12AH), duas bombas 

(Class LC 10AD) e um detector de absorbância SPD-10AV/VP, controlados por 

um módulo de comunicação (SCL-10A/VP-CBM 10A) e pelo software Class-VP 

(Shimadzu, Japão), acoplado a um espectrômetro de massas Quattro II da 

empresa Micromass (Manchester, Reino Unido). Os dados foram processados 

utilizando-se o software MassLynx 3.2 (Micromass, Reino Unido). 
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ESI-MS/MS 2 – Sistema de HPLC da Agilent série 1200 (Wilmington, 

EUA) equipado com uma bomba binária (Agilent 1200 G1312B), uma bomba 

isocrática (Agilent 1200 G1310A), um forno para coluna (Agilent 1200 G1316B), 

um detector de absorbância de arranjo de diodos (Agilent 1200 DAD G1315C) 

e um injetor automático (G1367C Agilent 1200). O sistema de HPLC é 

integrado a um espectrômetro de massas Linear Quadrupole Ion Trap modelo 

4000 QTRAP da empresa Applied Biosystems/MDS Sciex Instruments (Foster 

City, EUA). Os dados foram processados utilizando o software Analyst 1.6 

(Applied Biosystems, EUA). 

Ion trap ESI-MSn - Sistema de HPLC da Shimadzu acoplado ao 

espectrômetro de massas modelo AmaZon Speed (Bruker Daltonics), com 

fonte ESI, duplo funil de íons e analisador tipo Ion Trap. 

 

3.2. Condições Cromatográficas  

 Neste item estão descritas as condições cromatográficas utilizadas no 

decorrer deste trabalho. 

 

Condição Cromatográfica 1 – Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5 

µm (Phenomenex, Torrance, CA) utilizada com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 

mm (Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluída com um gradiente de água e 

metanol (iniciado em 10%; 0 – 25 min até 100%; 25 a 35 min permaneceu em 

100%; 35 - 36 min até 10%; 36 – 46 min permaneceu em 10%), a 40°C, com 

um fluxo de 1 mL/min. A absorbância foi monitorada no intervalo de 200 a 700 

nm. 
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Condição Cromatográfica 2 – Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5 

µm (Phenomenex, Torrance, CA) utilizada com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 

mm (Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluída com um gradiente de água e 

acetonitrila (iniciado em 10%; 0 – 25 min até 100%; 25 a 35 min permaneceu 

em 100%; 35 - 36 min até 10%; 36 – 46 min permaneceu em 10%), a 40°C, 

com um fluxo de 1 mL/min. A absorbância foi monitorada no intervalo de 200 a 

700 nm. 

 

Condição Cromatográfica 3 – Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5 

µm (Phenomenex, Torrance, CA) utilizada com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 

mm (Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluída com um gradiente de água e 

acetonitrila (iniciado em 3%; 0 – 25 min até 50%; 25 a 35 min até 100%; 35 - 36 

min até 3%; 36 – 46 min permaneceu em 3%), a 40°C, com um fluxo de 1 

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

 

Condição Cromatográfica 4. Coluna Luna C18 (2) (50 mm x 2 mm id, 2,5 µm, 

Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm 

(Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluída com um gradiente de água com 

0,1% de ácido acético e metanol (iniciado em 10%; 0 – 25 min até 100%; 25 a 

35 min permaneceu em 100%; 35 - 36 min até 10%; 36 – 46 min permaneceu 

em 10%), a 40 ºC, com fluxo de 0,12 mL/min. A temperatura da fonte do 

espectrômetro de massas foi mantida em 100 ºC. Espectros de massas em 

MS1 e MS2 de fragmentos de íons selecionados foram adquiridos no intervalo 

de 50 – 350 m/z com diferentes voltagens de cone (20 e 40 V). 



51	
	

 

Condição Cromatográfica 5. Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5 

µm, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm 

(Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi eluída com um gradiente de água com 

0,1% de ácido fórmico e uma solução de metanol:H2O (V/V) com 0,1% de acido 

fórmico (0 – 25 min, 0 – 36% de metanol), a 30°C, com um fluxo de 1 mL/min. 

O detector de PDA foi fixado em 260 nm para a quantificação dos 

desoxinucleosídeos. Curvas de calibração foram feitas no intervalo de 0,1 – 8 

nmol de dG. 

 

Condição Cromatográfica 6. Coluna Luna C18(2) (150 x 2.0 mm i.d., 3.0 µm, 

Phenomenex) com uma pré–coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, 

CA) foi eluída com gradiente de ácido fórmico 0,1% em H2O (Solução A) e 

ácido fórmico 0,1% em metanol (Solução B), a 35 ºC, com fluxo de 130 µL/min 

(0 – 30 min, 0 – 50 % de B; 30 – 31 min, 50 – 80% de B; 31 – 36 min, 80% de 

B; 36 – 38 min, 80 – 0 % de B; 38 – 48 min, 0 % de B). A válvula de comutação 

de fluxo foi configurada para permitir a entrada de eluentes no espectrômetro 

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

 

Condição Cromatográfica 7. Foi utilizado um sistema com duas colunas 

conforme o descrito a seguir. Válvula posição 0: Coluna Luna C18 (2) 50 mm x 

4,6 mm, ID, 2.6 µm, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré–coluna C18 

4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluída com um gradiente de ácido 

fórmico 0,1% em água (Solução A) e 0,1% de ácido fórmico em metanol 

(Solução B), a um fluxo de 130 µL/min, 25 ºC, nas seguintes condições: 0 – 5 
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min, 0 – 4 % de B; 5 – 6 min, 4% de B; 6 – 11 min, 4 – 7 % de B; 11 – 12 min, 7 

– 8 % de B; 12 – 16 min, 8 – 10 % de B; 16 – 25 min, 10 – 60 % de B; 25 – 26 

min, 60 – 80 % de B; 26 – 33 min, 80 % de B; 33 – 35 min, 80 – 0 % de B; 35 – 

50 min, 0 % de B (Linha 1). Concomitantemente uma coluna Luna C18 (2) 150 

mm x 2,0 mm, ID, 3 µm, (Phenomenex, Torrance, CA) foi eluída em modo 

isocrático por uma solução constituída por 15% de metanol em água com 0,1% 

de ácido fórmico, a um fluxo de 130 µL/min, 25 ºC. O sistema é integrado ao 

espectrômetro de massas (Sistema ESI-MS/MS 2) (Linha 2). Válvula posição 1: 

Com a alteração do posicionamento da válvula, as duas linhas descritas acima 

passam a ser eluidas pelo gradiente da bomba binária e as duas colunas 

analíticas passam a integrar a mesma linha do sistema cromatográfico (Linha 

3). As seguintes condições de posicionamento para a válvula de comutação de 

fluxo são empregadas: 0 – 13 min, posição 0; 13 – 35 min, posição 1; 35 – 50 

min, posição 0. Para as quantificações foram injetadas curvas de calibração no 

intervalo de 250 a 2000 fmol de 8–oxodG (1000 fmol de [15N5]8–oxodG) e 2 a 

100 fmol de CEdG (200 fmol de [15N5]CEdG). 

 

Condição Cromatográfica 8. Coluna Syncronis HILIC (2) 150 mm x 4,6 mm, 

ID, 5 µm, (Thermo Scientific, USA) com uma pré–coluna HILIC 4,0 x 3,0 mm 

(Thermo Scientific, USA) foi eluída com um gradiente de acetonitrila (Solução 

A) e tampão acetato de amônio 5 mM com 0.05% de hidróxido de amônio 

(Solução B), a um fluxo de 300 µL/min, 35 ºC, nas seguintes condições: 0 – 35 

min, 0 – 40 % B; 35 – 36 min, 40 – 0 %  B; 36 – 56 min, 0 % B. A válvula de 

comutação de fluxo foi configurada para permitir a entrada de eluentes no 

espectrômetro de massas (Sistema ESI-MS/MS 2) no intervalo de 16 – 27 min. 
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Condição Cromatográfica 9. Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm, ID, 5 

µm, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré–coluna C18 4,0 x 3,0 mm 

(Phenomenex, Torrance, CA) eluída com um gradiente de água (Solução A) e 

acetonitrila (Solução B), ambas suplementadas com ácido acético (0,2%; v/v), a 

30 ºC, com fluxo de 1 mL/min (0 – 28 min, 20 – 100% de B; 28 – 30 min, 100 – 

20% de B; 30 – 40 min, 20% de B). O detector PDA foi fixado em 306 nm para 

o monitoramento do produto MDA–DNPH. Curvas de calibração foram feitas no 

intervalo de 25 – 1200 pmol de MDA. 

 

3.3. Síntese de 3-nitro-bisfenol A (BPANO2) e 3,3’-dinitro-bisfenol A 

(BPA(NO2)2) 

Para a síntese de BPANO2 e BPA(NO2)2 foi utilizado o método descrito 

por Schrader et al., 2002. BPA (5 mg/mL em DMSO, 1 mL) foi adicionado a 2 

mL de tampão acetato de sódio 0,2 M, pH 4 e 1 mL de nitrito de sódio 0,9 M 

preparado no mesmo tampão. A solução foi incubada por 1 h a 37 oC, sob 

agitação. Em seguida, alíquotas foram analisadas por HPLC-PDA, utilizando a 

condição cromatográfica 1. Os produtos correspondentes ao BPANO2 e 

BPA(NO2)2 foram coletados, liofilizados e ressuspensos em 200 µl de 

água/metanol (1:1) para análises por espectrometria de massas (Sistema ESI-

MS/MS 1 e 3, item 3.1.5). 

 

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

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

Qiu, Yang et al. (2004). BPA (10 mg) dissolvido em 600 µl de éter que foi 
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adicionado a uma solução de nitrosodissulfonato de potássio (sal de Fremy, 30 

mg em 10 mL de tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7) e a solução resultante 

agitada por 20 min à temperatura ambiente. O produto da incubação foi 

submetido a extração com 5 ml de clorofórmio por 3 vezes, a solução 

resultante foi submetida a lavagem com 5 ml de água por 3 vezes. A fase 

orgânica foi coletada e concentrada em speedy vac. O produto resultante foi 

ressuspenso em acetona e uma alíquota submetida à análise por HPLC-PDA 

(condição cromatográfica 2). O produto correspondente ao BPA-3,4-quinona 

(λmáx. = 386 nm) foi coletado, liofilizado e ressuspenso em água/metanol (1:1) 

para análise por HPLC-ESI-MS/MS no modo negativo (condição cromatográfica 

4). 

 

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

Para a síntese do aduto 3-OH-BPA-N7dGuo, foi utilizado o método 

descrito por Qiu et al., 2004. Uma alíquota (200 µL) do produto bruto obtido em 

acetona após oxidação do BPA com sal de Fremy foi adicionada a uma solução 

de dGuo (2 mg em 800 µL de água/acetona 1:1) e a solução resultante foi 

incubada sob agitação a 37 oC por 6 h. A solução foi então liofilizada e 

ressuspensa em água/acetonitrila (1:1) para análises por HPLC-PDA, utilizando 

a condição cromatográfica 3. 

O mesmo procedimento foi utilizado nas incubações com [15N5]dGuo, 

obtendo-se o padrão isotópico do aduto. 

O produto correspondente ao aduto de BPAQ com dGuo, com λmax. em 

284 nm, foi coletado, liofilizado e ressuspenso em 200 µL de uma solução de 
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água/acetonitrila (v/v). A identidade do aduto foi confirmada por espectrometria 

de massas no modo positivo, por infusão direta no sistema Ion trap ESI-MSn 

descrito no item 3.1.5. 

 

3.6 . Quantificação do aduto BPA-Gua em DNA 

Uma alíquota (200 µL) do produto bruto obtido em acetona após oxidação 

do BPA com sal de Fremy (item 3.4) foi adicionada a uma solução de DNA de 

timo de bezerro obtido da Sigma (4 mg em 1600 µL de água) e a solução 

resultante foi incubada sob agitação a 37 oC por 6 h. Ao final foram realizadas 2 

extrações com clorofórmio e o DNA precipitado utilizando-se NaCl 3 M e etanol. 

O DNA recuperado foi lavado duas vezes com etanol 70%, solubilizado em 

água e congelado até a realização da hidrólise neutra-térmica, como descrito 

abaixo. Para comparação, uma alíquota da mesma amostra de DNA foi 

submetida ao procedimento de hidrólise sem a incubação por 1 h a 70 oC, a fim 

de se verificar a possibilidade de o aduto ser liberado do DNA em condições 

brandas de manipulação. 

Para a hidrólise neutra-térmica, o DNA (300 µg) dissolvido em água (Vf = 

500 µL) foi aquecido a 70 oC por 1 h na presença de 1600 fmol do padrão 

interno [15N5]BPA-Gua. Após esse período foi retirada uma alíquota de 25 µL 

para a realização de hidrólise ácida e quantificação de Gua. O restante do 

volume foi seco sob vácuo, ressuspenso em metanol (500 µL), centrifugado, e 

o sobrenadante novamente seco sob vácuo. Ao final, o precipitado foi 

ressuspenso em 76 µL de água e o volume de 50 µL (contendo 1000 fmol de 

[15N5]BPA-Gua) foi injetado no sistema de HPLC-ESI-MS/MS (Condição 

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

 Inicialmente as duas linhagens celulares (5 x 105 células por poço) em 

placas de 24 poços foram cultivadas em estufa umidificada a 37°C e 5% de 

CO2, pelos períodos de 0, 24, 48 e 72 horas em meio RPMI suplementado com 

10% de soro fetal bovino (FBS) ou DMEM suplementado com 10% de FBS 

para as linhagens HL-60 e MCF-7, respectivamente. Após cada período de 24 

horas as células foram retiradas de cultivo e levadas a centrifugação (600 x 

g/37°C/10 min), o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi 

ressuspenso em 10 mL de um novo meio de cultura. Uma alíquota de 10 µL da 

suspenção celular foi retirada e diluída em 90 µL de azul de tripam 0,4% 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Dessa diluição, 10 µL foram utilizados para 

contagem das células e construção da curva de crescimento celular. 

 

3.8. Viabilidade celular  

Células da linhagem MCF-7 foram plaqueadas na densidade de 5 x 104 

células por poço (200 µL) em placas de cultura de 96 poços. Após o período de 

adesão (24 horas), o meio de cultura foi substituído por um novo meio DMEM 

livre de fenol suplementado com 10% FBS contendo 25 µM, 100 µM ou 250 µM 

de BPA ou BPANO2, dissolvido em DMSO (0,1%, v/v). Incubações controle 

foram feitas com 0,1% de DMSO (controle veículo). As células foram expostas 

pelo período de 1 ou 24 horas. 
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Após o término do período de exposição, o meio de cultura foi removido 

e as células foram cuidadosamente lavadas com PBS a temperatura de 37°C, 

por duas vezes.  

Células HL-60, cultivadas em suspensão, foram plaqueadas na 

densidade de 5 x 104 células por poço (200 µL) em placa de cultura de 96 

poços, diluídas em meio RPMI suplementado com 10% de FBS contendo 25 

µM, 100 µM ou 250 µM de BPA ou BPANO2, dissolvido em DMSO (0,1%, v/v), 

na presença ou ausência de H2O2 (40 nmol / 5 x 104 células). Incubações 

controle foram feitas com 0,1% de DMSO (controle veículo). As células foram 

expostas pelo período de 2 ou 24 horas. A quantidade utilizada de H2O2 foi 

definida com base no trabalho de Cuddihy et al., 2008, tendo sido feita a adição 

à suspensão de células 1 h após o início das incubações. 

Após o período de exposição, células MCF-7 e HL-60 foram lavadas 

com PBS, transferidas para tubos de citometria e submetidas à centrifugação 

(600 x g/4°C/10 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi 

ressuspenso em 200 µL de uma solução de PBS contendo iodeto de propídeo 

(PI – Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) na concentração de 50 µg/mL. Após a 

ressuspensão, as células foram imediatamente levadas para leitura em 

citômetro de fluxo. 

Foi avaliada a intensidade de fluorescência do iodeto de propídio ligado 

ao DNA de 10.000 eventos por amostra, monitorados no canal PerCP-Cy 5.5 

(λexc. = 488 nm; λemi. = 695 nm). Apenas as células com alteração da 

permeabilidade da membrana plasmática apresentam fluorescência. 
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3.9. Ensaio do XTT 

Com o intuito de verificar se BPA e BPANO2 interferem na cadeia de 

transporte de elétrons mitocondrial, alterando a atividade da succinato 

desidrogenase e, assim, levando à perda de viabilidade celular, as células HL-

60 foram expostas a BPA ou BPANO2 como descrito anteriormente por 24 h e 

em seguida submetidas ao ensaio do XTT utilizando o kit da empresa 

Xenometrix. Após o término do período de exposição, o meio de cultura foi 

removido, as células foram cuidadosamente lavadas com solução salina fosfato 

tamponada (PBS) pH 7,0 e um novo meio de cultura com 5% de SFB (200 

µL/poço) foi adicionado à placa. Uma solução pré-formulada de 50 µL do 

reagente XTT (reagente XTT: tampão = 100:1) foi então adicionada a cada 

poço e a placa de cultura foi incubada por 1 h a 37 ºC, 5% de CO2. Os valores 

da absorbância (OD = OD450nm-OD690nm) foram aferidos fazendo a leitura 

no comprimento de onda de 450 nm, com a leitura de referência no 

comprimento de onda de 690 nm. Os resultados foram expressos em 

porcentagem relativa ao grupo controle. 

 

3.10. Determinação da geração intracelular de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN)  

Sondas fluorogênicas são ferramentas convenientes e sensíveis para a 

detecção de oxidantes intracelulares. A indução de estresse oxidativo foi 

monitorada quantitativamente por análise de fluorescência do produto 2’,7’-

diclorofluoresceína (DCF) resultante da oxidação de 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceína (DCFH) intracelularmente. Para tanto, células HL-60 
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foram incubadas com BPA ou BPANO2 (25 µM, 100 µM, 250 µM) pelo período 

de 1 hora. Em seguida, as células foram transferidas para tubos de citometria e 

submetidas à centrifugação (600 x g / 10 min / 4°C). O sobrenadante foi 

descartado e o pellet de células foi lavado duas vezes com 1 mL de PBS. Após 

a última lavagem, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi 

ressuspenso em 200 µL de 2’,7’-diclorofluorescina-diacetato (DCFH-DA, 3 

mM), o qual se acumula no citosol e é desacetilado por esterases para 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceína que pode ser, então, oxidado por radicais livres 

gerados intracelularmente, como RO2
•, RO•, NO2

•, CO3
•-  e HO•. O volume final 

das amostras foi completado para 1100 µL com PBS. As células foram 

incubadas a 37 °C por 30 minutos e, ao fim da incubação, 2 mL de EDTA (3 

mM) a 4°C foram adicionados. As soluções foram centrifugadas (600 g/ 10 min/ 

4°C), os sobrenadantes descartados e os pellets ressuspensos em 100 µL de 

PBS. Para verificar se a estimulação de MPO por H2O2 teria efeito sobre a 

geração de EROs/ERNs, parte das amostras foi incubada por 5 min com H2O2 

(40 nmol / 5 x 104 células) antes das análises por citometria de fluxo. Foi 

avaliada a intensidade de fluorescência (λemi. = 530 nm com λexc. = 488 nm) de 

10.000 eventos por amostra. 

O mesmo procedimento de exposição foi aplicado às células MCF-7. 

Após o período de exposição, o meio de cultura (DMEM com 10% FBS, livre de 

fenol) contendo BPA ou BPANO2 foi removido e as células lavadas com PBS. 

Uma solução de PBS contendo 10 µM de DCFH foi adicionada às células e 

levadas a incubação por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. 

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

λemi. = 530 nm com λexc. = 488 nm, no leitor de ELISA. 

 

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

 A concentração de NO2−
 foi determinada no sobrenadante da cultura de 

células HL-60 utilizando a reação de GRIESS. Para tanto, 100 µL do 

sobrenadante da cultura celular foram adicionados a 100 µL do reagente de 

GRIESS (1% sulfanilamida com 0,1% de α-naftil etilenodiamina) em microplaca 

de 96 poços e a solução resultante incubada por 10 minutos à temperatura 

ambiente. Após esse período foi feita a leitura de absorbância em 550 nm. A 

concentração de NO2−
 foi determinada a partir de uma curva padrão de nitrito de 

sódio (NaNO2) na faixa de 0,2 – 200 µM. 

 

3.12. Análise de fragmentação do DNA e ciclo celular 

Para a análise concomitante de fragmentação do DNA e ciclo celular das 

células HL-60 e MCF-7, 25 x 105 células foram plaqueadas em placas de 24 

poços com meio de cultura RPMI ou DMEM suplementado com 10% FBS. 

Após o período de adesão celular (24 horas), pertinente às células MCF-7, o 

meio de cultura das duas linhagens foi substituído por um novo meio de cultura 

livre de fenol contendo 25 µM, 100 µM ou 250 µM de BPA ou BPANO2, 

dissolvido em DMSO (0,1%, v/v) com ou sem H2O2 (40 nmol / 5 x 104 células) 

quando se tratar da linhagem HL-60. 

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

MCF-7 foi removido, as células foram lavadas duas vezes com PBS e 
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tripsinizadas (300 µL/poço). Após 1 minuto de contato, foram adicionados 1000 

µL de meio de cultura DMEM livre de fenol suplementado com 10% FBS. 

As células MCF-7 e HL-60 foram homogeneizadas, transferidas para 

tubos de citometria e centrifugadas (600 x g /10 min/ 4 oC). O sobrenadante foi 

desprezado e o pellet de células foi lavado duas vezes com PBS. Após as 

lavagens foram adicionados a cada tubo 50 µL de uma solução contendo a 

enzima RNAse A (15 mg/mL) e 150 µL do tampão hipotônico fluorescente 

(PBS, 0,05 % Triton X-100, 0,1% de citrato de sódio, 25 µg/mL de iodeto de 

propídio). As amostras foram incubadas por 30 minutos à temperatura 

ambiente e as análises foram realizadas por citometria de fluxo. Foi avaliada a 

intensidade de fluorescência do iodeto de propídio ligado ao DNA de 10.000 

eventos por amostra, monitorados no canal PerCP– Cy 5.5 (λexc. = 488 nm; λemi. 

= 695 nm). 

 

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

Para a análise da atividade de MPO, 25 x 105 células HL-60 foram 

plaqueadas em placa de 24 poços (1000 µL) e expostas ao meio de cultura 

RPMI suplementado com 10% FBS, contendo 25 µM, 100 µM ou 250 µM de 

BPA ou BPANO2, dissolvido em DMSO (0,1%, v/v), na presença ou ausência 

de H2O2 (40 nmol / 5 x 104 células) durante 2 ou 24 horas, como explicado 

anteriormente. Ao término do período de exposição, a suspensão de células foi 

transferida para tubos de 1,5 mL. Subsequentemente, as amostras foram 

centrifugadas (600 x g/ 10min / 37°C) e as células lavadas duas vezes com 

PBS. 
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Após a última centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet de 

células ressuspenso em 500 µL de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB 

0,5% em água – Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). As células foram 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e descongeladas em água a 

37°C e posteriormente vortexadas vigorosamente durante 20 segundos. Este 

procedimento foi repetido por três vezes para a lise das células e liberação da 

MPO. 

A suspensão de células resultante foi levada à estufa a 60oC por 2 horas 

para inativação da catalase. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 

10.000 rpm durante 2 min. O sobrenadante foi utilizado para determinação da 

atividade de MPO e o precipitado proteico utilizado para determinação da 

quantidade de proteínas por ensaio de Bradford. 

Para realização do ensaio cinético empregado na determinação da 

atividade da enzima, foram acrescentados 10 µL do sobrenadante a 200 µL da 

solução reagente (o-dianisidina, H2O2 a 0,0005%, em tampão fosfato 5 mM, pH 

6,0) em uma microplaca. As amostras foram levadas ao espectrofotômetro 

(Spectra Max Plus® – Molecular Devices, Chicago, IL, USA) para a 

monitorização da velocidade de formação do produto de oxidação da o-

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

 

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

MCF-7 

Para a determinação da atividade de CYP1A1 em células MCF-7 foi 

utilizado um método adaptado de Barbara e colaboradores (Spink, Hussain et 

al. 2003). 
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Para tanto células MCF-7 (1x104) foram cultivadas em meio DMEM com 10% 

SFB em placa de 96 poços. Após atingirem a confluência o meio foi substituído 

por um novo, contendo BPA na concentrações de 25, 100, 250 µM e incubados 

em estufa por 24 horas. Ao final do período de exposição o meio foi removido e 

um novo meio contendo 4µM de ethoxyresorufina (sigma) e 10 µM de 

dicumarol (3,3′-Metileno-bis(4-hidroxicoumarina)). A placa contendo o novo 

meio foi incubada em estufa por mais 30 minutos. Em seguida a fluorescência 

foi medida em λemissão=590 nm e λexcitação=535 nm (em ponto final). Controles 

positivos foram adotados com 10 nM de PCB126 (3,3',4,4',5-

Pentachlorobiphenyl) como ativador do CYP. 

 

3.15. Análises da concentração de BPA no meio de cultura das células 

Alíquotas de 50 µL do meio de cultura das células, após diferentes 

períodos de incubação com BPA, foram injetadas no sistema de HPLC-PDA, 

utilizando-se a condição cromatográfica 1. O BPA eluiu da coluna em ~21,5 

min nas condições utilizadas, sendo monitorado em 277 nm. 

 

3.16. Quantificação de malonaldeído no meio de cultura por HPLC-PDA 

Para a quantificação de MDA no meio de cultura, as células HL-60 foram 

plaqueadas na densidade de 5 x 105 células/poço em placas de cultura de 6 

poços. Após 24 h, iniciou-se a exposição ao BPA (25 µM, 100 µM ou 250 µM) 

dissolvido em DMSO (0,1%, v/v), na presença ou ausência de H2O2 (40 nmol / 

5 x 104 células). Incubações controle foram feitas com 0,1% de DMSO (controle 

veículo). As células foram expostas pelo período de 24 horas. Alíquotas do 
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meio de cultura (100 µL) foram hidrolisadas para obtenção do MDA livre de 

proteínas pela adição de 10 µL de NaOH 4 M com subsequente incubação a 60 

ºC por 30 min sob agitação de 100 rpm. Ao término da incubação, 150 µL de 

H2SO4 1% (v/v) foram adicionados e as amostras foram submetidas à vigorosa 

agitação por 20 segundos com posterior centrifugação a 9.300 g por 10 min. 

Após a centrifugação, 175 µL do sobrenadante foram coletados e incubados 

com 25 µL de uma solução de 2,4–dinitrofenilhidrazina (DNPH, 1 mg/mL em 

HCl 2M). A reação de derivatização ocorreu em temperatura ambiente, ao 

abrigo da luz, durante 30 min. Alíquotas de 100 µL foram injetadas no sistema 

de HPLC-PDA (condição cromatográfica 9). 

O padrão de MDA foi preparado pela adição de 22 µL de uma solução 

de 1,1,3,3–tetrametoxipropano a 10 mL de H2SO4 1% (v/v). Após a incubação 

(2 h, temperatura ambiente, no escuro) a concentração da solução foi calculada 

através da determinação da absorbância em H2SO4 1% (v/v), utilizando o 

respectivo coeficiente de extinção molar (ε): MDA, ε = 13700 M–1 cm–1 em 245 

nm.  

 

3.17. Adutos de DNA no meio de cultura 

As células cultivadas em placas de cultura de 15 cm de diâmetro 

(densidade aproximada de 1 x 107 células) foram expostas ao BPA ou BPANO2 

(25 µM, 100 µM ou 250 µM), dissolvidos em DMSO (0,1%, v/v), na presença ou 

ausência de H2O2 (40 nmol / 5 x 104 células), como descrito anteriormente. Ao 

final, foram adicionados às alíquotas do meio de cultura, 2 µL da solução 

contendo 75 fmol/µL de [15N5]CEdG, [15N5]1,N6–ɛdA e [15N5]1,N2–ɛdG, e 1,5 µL 

da solução contendo 1000 fmol/µL de [15N5]8–oxodG. As amostras foram então 
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homogeneizadas em vórtex e secas completamente a vácuo. Posteriormente, 

adicionou–se 1 mL de metanol às amostras, que foram novamente 

homogeneizadas em vórtex e centrifugadas por 10 min a 16.000 g. O 

sobrenadante foi então transferido para outro tubo para nova secagem 

completa a vácuo. As amostras foram então ressuspensas em 75 µL de H2O e 

centrifugadas por 5 min a 16.000 g. Por fim, foram injetados 50 µL no sistema 

HPLC-ESI-MS/MS 2, condição cromatográfica 6. As análises foram conduzidas 

com ionização por electrospray em modo positivo (ESI+, [M+H]+), utilizando-se 

os seguintes parâmetros otimizados: gás de interface (CUR), 15 psi; gás de 

nebulização (GS1), 45 psi; gás na fonte de íons (GS2), 50 psi; gás de 

dissociação induzida por colisão (CAD), LOW; temperatura da fonte do ESI 

(TEM), 650 ºC; potencial de entrada (EP), 10 V e tensão do spray de íons (IS), 

5500 V. Foi utilizado o modo de monitoramento de reação múltipla (MRM) para 

detecção e quantificação das lesões, sendo utilizadas as seguintes 

fragmentações: m/z 276 [M+H]+ → m/z 160 [M − 2’-desoxirribose + H]+ e m/z 

281 [M+H]+ → m/z 165 [M − 2’- desoxirribose + H]+ para detecção de 1,N6-

εdAdo e respectivo padrão interno [15N5]1,N6-εdAdo; m/z 292 [M+H]+ → m/z 176 

[M − 2’- desoxirribose + H]+ e m/z 297 [M+H]+ → m/z 181 [M − 2’- desoxirribose 

+ H]+ para detecção de 1,N2-εdGuo e respectivo padrão interno [15N5]1,N2-

εdGuo; m/z 284 [M+H]+ → m/z 168 [M − 2’- desoxirribose + H]+ e m/z 289 

[M+H]+ → m/z 173 [M − 2’- desoxirribose + H]+ para detecção de 8-oxodGuo e 

respectivo padrão interno [15N5]8-oxodGuo; m/z 340 [M+H]+ → m/z 224 [M − 2’-

desoxirribose + H]+ e m/z 345 [M+H]+ → m/z 229 [M − 2’- desoxirribose + H]+ 

para detecção de CEdG e respectivo padrão interno [15N5]CEdG; m/z 282 

[M+H]+ → m/z 166 [M − 2’-desoxirribose + H]+ e m/z 297 [M+H]+ → m/z 181 [M − 
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2’- desoxirribose + H]+ para detecção de O6-mdG e respectivo padrão interno 

[15N5]1,N2-εdGuo; m/z 394 [M+H]+ → m/z 260 [M − 2’-desoxirribose + H]+ e m/z 

399 [M+H]+ → m/z 265 [M − 2’- desoxirribose + H]+ para detecção de BPA-Gua 

e respectivo padrão interno [15N5]BPA-Gua. As razões entre as áreas 

(aduto/padrão interno) foram utilizadas para quantificação. Para as 

quantificações foram injetadas curvas de calibração no intervalo de 50 a 1000 

fmol de 8-oxodG (1000 fmol de [15N5]8-oxodG); 5 a 80 fmol de CEdG; 1 a 20 

fmol de 1,N6-εdA; 1 a 40 fmol de 1,N2-εdG; 1 a 100 fmol de O6-mdG (100 fmol 

de [15N5]CEdG, [15N5]1,N6-εdA e de [15N5]1,N2-εdG); e 10 a 1000 fmol de BPA-

Gua (1000 fmol de [15N5]BPA-Gua.  

 

3.18. Adutos de DNA em urina 

O mesmo método descrito no item 3.17 foi aplicado para as análises dos 

adutos de DNA em amostras de urina, sendo apenas modificado o volume 

inicial de amostra utilizado, que foi de 100 µL. Para a coleta de urina, os 

animais (modelo experimental descrito abaixo) permaneceram em gaiolas 

metabólicas pelo período de 10 h. 

 

3.19. Extração de DNA das células 

Após o período de incubação, as células foram transferidas para um 

tubo de 15 mL e levadas à centrifugação (600 x g / 10 min / 37°C). O 

sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi utilizado para extração do 

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

penicilamina às soluções do kit. 

 

3.20. Extração de DNA de fígado e rim dos animais 

Foi utilizada uma etapa de lise das células e precipitação dos núcleos 

utilizando tampão A (320 mM sacarose, 5 mM MgCl2, 10 mM Tris, 0,1 mM 

desferoxamina, 1% Triton X-100 em pH final de 7,5), sendo incluído 10 mM da 

solução de D-penicilamina em dois momentos do protocolo: na solução de lise 

das células e na solução de estocagem com desferoxamina a fim de evitar 

formação artefatual de lesões. Portanto, para 300 mg de tecido foram 

adicionados 6 mL de tampão A. Após homogeneização, centrifugou-se a 

amostra a 1500 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Repetiu-

se o procedimento. Então, adicionou-se ao pellet formado, 3 mL da solução de 

lise de células (GentraPuregene® Kit) contendo 0,5 mM de desferoxamina/10 

mM de D-penicilamina. Após completa dissolução do precipitado adicionou-se 

105 µL de SDS 10% e os tubos foram invertidos por 20 vezes. Em seguida 

foram adicionados 42 µL de proteinase K (20 mg/mL), inverteu-se os tubos 25 

vezes e as amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora. Foram então 

adicionados 12 µL de RNAse A e as amostras foram incubadas por 2 horas à 

temperatura ambiente ao abrigo de luz. Posteriormente foram adicionados 1,5 

mL da solução de precipitação de proteínas (GentraPuregene® Kit), agitou-se a 

amostra vigorosamente e centrifugou-se por 10 minutos a 2000 x g. Em 

seguida o sobrenadante foi vertido sobre 10 mL de isopropanol gelado para 

precipitação do DNA. O DNA precipitado foi então lavado com 10 mL de etanol 
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70% e mais uma vez centrifugado por 10 minutos a 2000 x g, sendo essa etapa 

repetida por mais uma vez. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado de 

DNA foi seco ao ar. Em seguida adicionou-se 400 µL de desferroxamina 0,1 

mM, contendo 10 mM de D-penicilamina e os tubos foram mantidos sob 

refrigeração por 1 noite. 

Após completa solubilização do DNA, aferiu-se a concentração da 

amostra com leitura de absorbância em 260 nm e a pureza foi obtida pela 

razão das absorbâncias em 260 e 280 nm. As amostras de DNA foram 

congeladas a –20 °C para posterior hidrólise imediatamente antes das análises. 

 

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

Para a reação de hidrólise enzimática, alíquotas contendo 80 µg de DNA 

foram adicionadas a 3,8 µL de tampão Tris-HCl/MgCl2 200 mM (pH 7,4), 3,2 

unidades de DNAse 1 (3,2 µL), 5,3 µL da solução contendo 75 fmol/µL do 

padrão [15N5]CEdG e 2 µL da solução contendo 1000 fmol/µL do padrão 

[15N5]8–oxodG. As amostras foram incubadas a 37 ºC por 1 h. Após a 

incubação foram adicionadas 0,0016 unidade da enzima PDE1 (3,2 µL) e 4,8 

unidades da enzima fosfatase alcalina (4 µL). As amostras foram novamente 

incubadas a 37 ºC por 1 h com agitação de 1000 rpm. Ao término da segunda 

hora, o volume final da incubação (100 µL) foi centrifugado por 10 min a 9300 g 

e uma alíquota de 10 µL do sobrenadante foi coletada para injeção de 5 µL no 

sistema de HPLC-PDA, condição cromatográfica 5, utilizado para quantificação 

dos desoxinucleosídeos normais (dC, dG e dA). Alíquotas de 50 µL foram 

injetadas paralelamente no sistema de HPLC-ESI-MS/MS (condição 

cromatográfica 7) para a quantificação das lesões. 
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As análises foram realizadas em modo positivo (ESI+, [M+H]+), 

utilizando os parâmetros otimizados: CUR, 15 psi; GS1, 45 psi; GS2, 50 psi; 

CAD, LOW; TEM, 650 ºC; EP, 10 V e IS, 5500 V. Foi utilizado o modo de 

monitoramento de reação múltipla (MRM) para detecção e quantificação das 

lesões, sendo utilizadas as seguintes fragmentações: m/z 284 [M+H]+ → m/z 

168 [M − 2’- desoxirribose + H]+ e m/z 289 [M+H]+ → m/z 173 [M − 2’- 

desoxirribose + H]+ para detecção de 8-oxodGuo e respectivo padrão interno 

[15N5]8-oxodGuo; m/z 340 [M+H]+ → m/z 224 [M − 2’-desoxirribose + H]+ e m/z 

345 [M+H]+ → m/z 229 [M − 2’- desoxirribose + H]+ para detecção de CEdG e 

respectivo padrão interno [15N5]CEdG. 

 

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

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

Alíquotas contendo 6 µg de DNA em desferroxamina (0,1 mM) foram 

adicionadas a 2,5 µL de tampão Tris-HCl/MgCl2 200 mM (pH 7,4) e 1,2 unidade 

de DNAse 1. As amostras foram incubadas a 37 ºC por 1 h. Após a incubação 

foram adicionados 0,0005 unidade de fosfodiesterase 1 (PDE1) e 1,2 unidade 

de fosfatase alcalina. As amostras foram novamente incubadas a 37 ºC por 1 h 

com agitação de 1000 rpm. Ao término da segunda hora ao volume final da 

incubação (60 µL) foram adicionados 140 µL de acetonitrila. As amostras foram 

submetidas à vigorosa agitação por 20 segundos com posterior centrifugação a 

9300 g por 10 min. Após a centrifugação, alíquotas de 50 µL foram injetadas no 

sistema HPLC-ESI-MS/MS (condição cromatográfica 8). As análises foram 

conduzidas com ionização por electrospray em modo positivo (ESI+, [M+H]+), 
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utilizando os seguintes parâmetros otimizados: CUR, 15 psi; GS1, 45 psi; GS2, 

50 psi; CAD, LOW; TEM, 650 ºC; EP, 10 V e IS, 5500 V. As fragmentações 

utilizadas no MRM encontram-se na figura a seguir. Curvas de quantificação 

foram feitas pela injeção de DNA de timo de bezerro contendo 2 – 1200 pmol 

de dC, 0,1 – 116 pmol de 5-mdC e 0,0005 – 0,010 pmol de 5-hmdC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.23. Exposição de ratos ao BPA na vigência e ausência de doença 

inflamatória sistêmica 

 3.23.1 Animais 

 Para avaliação dos efeitos da exposição in vivo ao BPA foram utilizados 

ratos da linhagem Sprague-Dawley, machos, com peso de 200-250g, 

fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciências Farmacêuticas e do Instituto 

de Química da Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos em 

Figura 5 - Cromatogramas obtidos por HPLC-ESI-MS/MS de amostra de DNA para quantificação de dC, 
5-mdC e 5-hmdC 
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condições normais de biotério até o início do experimento. Todos os 

procedimentos adotados estão em conformidade com as normas do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), como certificado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (Protocolo CEUA/FCF/369 de 

06/08/12). 

 3.23.2 Indução de diabetes 

 Para a indução do diabetes, os animais permaneceram em jejum por um 

período de 12 horas. Após esse período os mesmos foram anestesiados com 

Isoflurano 4% (Isoforine® - Crystália, São Paulo) por via inalatória, utilizando-se 

um equipamento de anestesia inalatória (Morya®). Uma solução recém-

preparada de estreptozotocina (STZ-Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) em solução 

salina (50 mg/mL) foi administrada por via intravenosa, através de punção da 

veia peniana, em volume correspondente à dose de 40 mg de STZ por Kg de 

peso corpóreo. Os animais do grupo controle não diabético foram submetidos 

aos mesmos procedimentos, tendo recebido apenas o veículo por via 

intravenosa. A condição de diabetes foi confirmada após acompanhamento 

glicêmico 24, 48 e 72 horas após a administração de STZ. A glicemia foi 

mensurada no sangue coletado da veia caudal, utilizando-se glicosímetro 

BreezeTM 2  (Bayer HealthCare, Mishawaka, USA), sendo que os animais que 

apresentaram glicemia igual ou superior a 250 mg/dL nas três medições foram 

considerados diabéticos e incluídos no estudo. 

 3.23.3 Exposição ao BPA 

 O esquema de exposição dos animais ao BPA compreendeu a 

administração diária de uma solução recém-preparada de BPA (50 mg/Kg) 
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diluído em óleo com 0,1% de DMSO por via intra-estomacal (gavagem), 

durante 4 semanas. Animais controles receberam óleo com 0,1% de DMSO 

pela mesma via e nas mesmas condições supracitadas. Os grupos estudados 

foram: Grupo Sadio com e sem BPA, ambos com 5 animais e Grupo Diabético 

com e sem BPA, ambos com 10 animais. 

 Os animais foram pesados diariamente para o ajuste da dose e 

concomitantemente a glicemia foi monitorada uma vez por semana durante 

todo o período de exposição. 

 3.23.4. Eutanásia e obtenção de amostras 

 Decorridas as 4 semanas de exposição, os animais foram anestesiados 

com uma solução de cloridrato de quetamina e xilazina 2:1 (100 µL), por via 

intra-peritoneal. A cavidade peritoneal foi aberta e a artéria aorta abdominal foi 

exposta, a qual foi puncionada para coleta de sangue e consequente sacrifício 

por exsanguinação. 

O sangue foi coletado em tubo heparinizado em quantidade de 8 mL. O 

tubo foi então homogeneizado cuidadosamente e mantido em banho de gelo 

para posterior contagem total e diferencial de leucócitos. Em seguida o fígado e 

os rins foram coletados, lavados em PBS, pesados e armazenados em freezer 

– 80°C para posterior extração de DNA. 

Para análise dos efeitos do BPA na medula óssea, células foram obtidas 

da cavidade femoral, imediatamente após os animais serem anestesiados e 

exsanguinados. As células da medula óssea foram obtidas pela lavagem da 

cavidade femoral com meio RPMI (Cultilab do Brasil® Campinas, SP), pH 7,4, 

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

Campinas, SP) e com 100 UI/mL de penicilina G sódica e 100 µg/mL de 
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estreptomicina (Sigma® Chemical Company, USA), contendo 5% de heparina 

sódica. A suspensão celular foi colocada em tubos Falcon, cuidadosamente 

homogeneizada e mantida em banho de gelo. 

3.23.5. Hemograma 

Para determinação do número total e diferencial de células circulantes, foi 

realizado o hemograma a partir de sangue total heparinizado. A dosagem de 

hemoglobina, a determinação do volume do hematócrito e a contagem global de 

hemácias e leucócitos foram feitas pelo analisador automático de células 

sanguíneas ABC Vet (ABX DIAGNOSTICS). 

As contagens diferenciais dos leucócitos foram feitas em extensões 

sanguíneas preparadas imediatamente após a coleta e coradas pelo corante de 

May-Grunwald-Giemsa. As lâminas foram analisadas em microscópio óptico 

comum, contando-se, no mínimo, 100 leucócitos por lâmina. 

 3.23.6 Mielograma 

Para determinação dos efeitos da exposição ao BPA sobre o número 

total e diferencial de células da medula óssea, foi realizada contagem em 

lâminas coradas pelo método de May-Grünwald-Giemsa (ROSENFELD, 1947). 

A contagem total de células foi realizada em hemocitômetro de 

Neubauer, após diluição das amostras da suspensão celular com meio de 

cultura Iscove’s (Sigma-Aldrich®, Chemical Company, USA). 

A classificação das células da linhagem granulocítica foi baseada na 

relação núcleo-citoplasma, na afinidade tintorial do citoplasma, na presença ou 

não de granulações primária e secundária no citoplasma, no padrão de 

cromatina nuclear, na presença ou não de nucléolos, no diâmetro e 

segmentação ou não do nucléolo. Na série granulocítica, foram consideradas 
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quatro etapas maturativas: (i) blastos envolvendo o hemocitoblasto e o 

mieloblasto; (ii) formas jovens englobando o promielócito e o mielócito; (iii) 

formas em anel correspondentes ao metamielócito e ao bastonete; (iv) 

segmentados envolvendo as formas segmentadas a partir de dois lóbulos 

nucleares (BORELLI, P et al. 1995). 

Os precursores eritroides foram classificados em: (i) eritroblastos jovens 

envolvendo proeritroblastos e eritroblastos basófilos; (ii) eritroblastos 

policromáticos englobando todas as etapas em que as células apresentaram 

cromatina condensada e citoplasma policromático; (iii) eritroblastos 

ortocromáticos incluindo células com núcleo apresentando cromatina picnótica 

e citoplasma eosinofílico. Quando as células apresentaram assincronismo 

maturativo, prevaleceu aspecto da cromatina nuclear para identificação da 

etapa maturativa. 

A identificação dos monoblastos e dos plasmoblastos seguiu os critérios 

morfológicos do padrão de cromatina nuclear e basofilia do citoplasma.  

Promonócitos, monócitos e macrófagos foram reunidos em um grupo de 

células denominadas de monomacrofágicas. 

As células da linhagem linfoide envolvendo prolinfócitos, linfócitos típicos 

ou atípicos foram agrupadas como linfócitos. As células da linhagem 

plasmocitária foram agrupadas como plasmócitos. 

Todas as análises do hemograma e do mielograma foram realizadas 

com a colaboração do Prof. Dr. Ricardo Ambrósio Fock do Laboratório de 

Hematologia Experimental vinculado ao Departamento de Análises Clínicas e 

Toxicológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas - USP. 
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3.24. Análise Estatística 

Os resultados aqui apresentados foram expressos como média ± desvio 

padrão (S.D). Foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal Wallis 

com pós teste de Dunn ou teste t de student. Foi utilizado o programa de 

análise estatística GraphPad Prism versão 5.0 e os valores foram considerados 

estatisticamente significativos quando p < 0.05. 
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4. Resultados Discussão 

	

4.1. Síntese e caracterização das moléculas utilizadas neste estudo 

4.1.1. Síntese de BPANO2 

	 A síntese de BPANO2 para ser utilizado nas incubações com as células 

foi realizada como descrito por Schrader et al., 2002. A solução final obtida foi 

injetada no sistema de HPLC-PDA. Os produtos resultantes podem ser 

observados na figura a seguir. 

 

	

 

 

 

 

 

 

 Os picos de maior intensidade foram numerados de I a V, coletados, 

liofilizados e submetidos a análise por ESI-MS/MS. Na figura a seguir estão 

apresentados os espectros de massas e de absorbância obtidos para os 

produtos IV e V, correspondendo, respectivamente, a BPANO2 e BPA(NO2)2. 

Os espectros de massas obtidos correspondem aos reportados por Schrader, 

Figura 6 - Cromatograma obtido por HPLC – PDA (ʎ = 260 nm) da reação de BPA com 
nitrito de sódio em meio ácido. Foi utilizado o sistema cromatográfico 1. 
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Langlois et al. (2002) e Babu, Vellore et al. (2012). O pico III corresponde ao 

BPA que não reagiu, apresentando relação massa/carga (m/z) 227 e absorção 

máxima em λmax = 275 nm, em modo negativo. Os produtos I e II não foram 

identificados. O produto BPANO2 foi purificado em quantidade suficiente (15 

mg) para as incubações subsequentes com as células. 
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Figura 7 - Espectros de absorbância e espectros de massas no modo negativo (ESI-MS/MS, íons 
fragmentos de m/z 272 e m/z 317) dos produtos IV e V da reação de BPA com nitrito de sódio, sendo 
indicados os produtos identificados. 



79	
	

4.1.2. Síntese de BPA-3,4-quinona (BPAQ) 

 O produto formado após a reação de síntese de BPAQ pode ser 

observado na figura a seguir. O pico com maior intensidade foi coletado para 

identificação por espectrometria de massas, apresentando m/z 241 no modo 

negativo e os fragmentos indicados. O espectro de absorbância e espectro de 

massas obtidos correspondem ao produto BPAQ, como reportado por Qiu, 

Yang et al. (2004) e ATKINSON e ROY (1995). 

 

 

Figura 8 - (A) Cromatograma obtido por HPLC–PDA (λ = 385 nm) da reação de BPA com sal de Fremy e 
espectro de absorbância do produto indicado (BPA-3,4-quinona). (B) Espectro de massas no modo 
negativo do produto BPA-3,4-quinona obtido (ESI-MS/MS, íons fragmentos de m/z 241). 
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4.1.3. Síntese do aduto de BPA-3,4-quinona com guanina (Gua) 

Para a síntese do aduto BPAQ-Gua foi utilizado o método descrito por 

Qiu et al., 2004. Primeiramente foi realizada a síntese de BPA-3,4-quinona 

como descrito acima. O produto bruto obtido em acetona após oxidação do 

BPA com sal de Fremy, contendo BPAQ, foi então incubado com 2’-

desoxiguanosina (dGuo). Quando o produto BPAQ purificado foi incubado com 

dGuo, não foi possível observar a formação do aduto. Dessa forma, optou-se 

por fazer a reação do desoxinucleosídeo com a mistura de oxidação de BPA 

contendo BPAQ. Na figura a seguir estão apresentados o cromatograma com 

indicação do pico correspondente ao aduto (ausente nas incubações controles) 

e o espectro de massas obtido após purificação do produto indicado e análises 

por ESI-MS/MS. O mesmo procedimento foi realizado para as incubações com 

[15N5]dGuo, obtendo-se o respectivo aduto com a adição de 5 unidades de 

massa. 

Como reportado por (Qiu, Yang et al. 2004), observou-se que o aduto 

obtido a partir da reação de dGuo com BPA oxidado não possui o açúcar em 

sua estrutura, tendo ocorrido a perda do açúcar durante a reação. A posição de 

ligação do BPA-3,4-quinona à guanina desestabiliza a ligação desta ao açúcar. 

 



81	
	

	

Figura 9 -	 (A) Cromatograma obtido por HPLC–DAD (λ = 275 nm) da reação de BPA-3,4-quinona com 
dGuo, sendo indicado o aduto (BPA-Gua) e seu espectro de absorbância. O pico indicado não apareceu 
nas incubações controles; (B) Espectro de massas do produto isolado obtido no modo positivo (ESI-
MS/MS, íons fragmentos de m/z 394)	

 

Para quantificação do aduto BPA-Gua em amostras de DNA, meio de 

cultura das células e urina dos animais, foi necessário determinar o seu 

coeficiente de extinção molar (ε), uma vez que esse dado não está disponível 

na literatura. A dificuldade para a determinação do ε deve-se ao fato de não ser 

possível a síntese e purificação de grandes quantidades (pelo menos 5 mg) do 

aduto para adequada aferição da massa em balança analítica e obtenção de 

uma solução de concentração conhecida para leitura da absorbância. Assim, a 
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determinação da concentração da solução do aduto purificado foi feita por meio 

de análises de espectros de 1H RMN. Para obtenção dos espectros, foi 

necessário realizar purificações do aduto de modo a obter soluções em 

concentração suficiente para a obtenção dos sinais dos prótons. Como o 

rendimento da reação é baixo, diversas incubações e purificações foram 

realizadas. O produto final (aduto puro) foi liofilizado, solubilizado em DMSO-d6 

e alíquotas foram utilizadas para o preparo das soluções contendo 3-

(trimetilsilil)-1-propanosulfonato de sódio (DSS) como padrão interno para a 

determinação das concentrações. Dois tubos de RMN com concentrações 

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

 

Tubo 1: 0,2 mg DSS + 400 µL da solução do aduto (Vfinal = 650 µL) 

Tubo 2: 0,5 mg DSS + 600 µL da solução do aduto (Vfinal = 850 µL) 

 

A partir da relação entre a média das áreas dos prótons do DSS e a 

média das áreas dos prótons do aduto em cada solução, foi possível 

determinar as concentrações do aduto nos diferentes tubos, uma vez que eram 

conhecidas as concentrações de DSS. Posteriormente, alíquotas de cada uma 

das amostras dos tubos de RMN foram diluídas com volumes apropriados das 

soluções para determinação de absorbância em pH 1 (tampão HCl-KCl, 50 

mM), pH 7 (tampão fosfato de sódio, 50 mM) e pH 11 (tampão bicarbonato-

carbonato, 50 mM). Após as medidas de absorbância das soluções em 

diferentes comprimentos de onda, os valores de ε foram determinados pelas 

razões entre os valores de absorbância e concentração molar (Tabela 1).  
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Figura 10 - Espectro de 1H RMN do aduto BPA-Gua. Espectros de Ressonância Magnética Nuclear 
obtidos do aduto BPA-Gua. Espectro de RMN com 0,2 mg de DSS em 650 µl de volume final. 

	

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

Aduto BPA-Gua 

pH 1 
ε248 nm = 39287 M-1 cm-1 

ε278 nm = 36687 M-1 cm-1 

pH 7 
ε242 nm = 49388 M-1 cm-1 

ε286 nm = 45982 M-1 cm-1 

pH 11 
ε244 nm = 51863 M-1 cm-1 

ε286 nm = 24466 M-1 cm-1 

 

 Assim, as concentrações das soluções do aduto BPA-Gua e do padrão 

isotópico [15N5]BPA-Gua disponíveis no laboratório puderam ser determinadas. 
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4.2. Padronização do método de hidrólise do DNA para quantificação do 
aduto BPA-Guanina 

Para a quantificação do aduto BPA-Gua nas amostras de DNA foi 

necessário realizar alguns testes envolvendo a hidrólise neutra-térmica do 

DNA. Os testes foram baseados no trabalho de Loureiro e colaboradores 

(Loureiro, Zhang et al. 2009), substituindo-se o tampão cacodilato por tampão 

Tris-HCl (10 mM, pH 7,0). Entretanto, nessas condições verificou-se 

degradação do aduto. Após uma série de testes, foi possível chegar à condição 

de hidrólise que possibilitou a liberação do aduto BPA-Gua do DNA, sem 

degradação. 

Na figura a seguir estão apresentados os cromatogramas obtidos a partir 

de uma amostra de DNA de timo de bezerro incubado in vitro com a mistura 

resultante da reação de oxidação de BPA com sal de Fremy. O DNA 

recuperado foi lavado duas vezes com etanol 70%, solubilizado em água e 

congelado até a realização da hidrólise neutra-térmica. Para comparação, uma 

alíquota da mesma amostra de DNA foi submetida ao procedimento de 

hidrólise sem a incubação por 1 h a 70 oC, a fim de se verificar a possibilidade 

de o aduto ser liberado do DNA em condições brandas de manipulação. Como 

apresentado na Figura 11A, verificamos liberação do aduto BPA-Gua do DNA 

mesmo sem a incubação por 1 h a 70 oC. A liberação é aumentada quando o 

aquecimento é realizado ao longo de 1 h (Figura 11B). 
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Figura 11 -	 Cromatogramas obtidos por HPLC-ESI-MS/MS de amostras de DNA de timo de bezerro 
incubado in vitro com BPA-3,4-quinona para análise do aduto BPA-Gua. A) DNA submetido ao 
procedimento de hidrólise neutra-térmica sem o período de 1 h de aquecimento a 70 oC. B) DNA 
submetido ao procedimento completo de hidrólise neutra-térmica. 
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4.3. Efeitos citotóxicos, genotóxicos e epigenéticos em células HL-60 
expostas a BPA e BPANO2 

Células HL-60 são derivadas de leucemia promielocítica humana, 

contem MPO e são utilizadas como modelos em diversos estudos nos quais a 

adição de H2O2 ativa MPO, que oxida substratos tais como fenol ou etoposídeo 

para os respectivos radicais, levando a dano oxidativo (TYURINA et al., 1995; 

GOLDMAN et al., 1999; BORISENKO et al., 2004; CUDDIHY et al., 2008). 

Assim, utilizou-se esse modelo para avaliação de danos que pudessem ser 

devidos à biotransformação de BPA por MPO. 

 

4.3.1. Avaliação da citotoxicidade em células HL-60 

 As células HL-60 foram expostas por 2 h, 24 h ou 48 h a BPA (25 µM, 

100 µM, 250 µM) ou BPANO2 (25 µM, 100 µM, 250 µM), na presença e 

ausência de H2O2 (40 nmol/5 x 104 células). A citotoxicidade foi avaliada pela 

análise da permeabilidade da membrana plasmática ao iodeto de propídeo, por 

citometria de fluxo. Nas figuras a seguir são apresentados os dados obtidos 

para as incubações com BPA e BPANO2, respectivamente. 

Foi observado aumento da permeabilidade da membrana das células 

após 24 h de incubação com BPA (25 µM, 100 µM, 250 µM) ou BPANO2 (250 

µM), na presença ou ausência de H2O2. Observou-se, ainda, aumento 

crescente da permeabilidade da membrana plasmática após 48 h de incubação 

das células com 250 µM de BPA. Entretanto, nas concentrações de 25 µM e 

100 µM de BPA não houve aumento adicional da permeabilidade da membrana 

plasmática após o período de 48 h. Nas incubações com BPANO2 não foi 

observada perda da viabilidade celular após 48 h. 
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Uma vez que as células HL-60 apresentaram resistência à perda de 

viabilidade com o passar do tempo de incubação, avaliou-se o consumo de 

BPA ao longo do tempo. Observa-se, que após um período inicial (12 h) de 

absorção do BPA pelas células, o consumo atingiu um platô. Após 84 h de 

incubação com 250 µM de BPA, apenas 15% da quantidade disponível 

inicialmente havia sido absorvida pelas células. As análises do meio de cultura 

foram feitas por HPLC-DAD, não tendo sido possível a detecção de produtos 

de biotransformação do BPA. 
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Figura	12	-	Viabilidade das células HL-60  avaliada por citometria de fluxo após: (A) 2 h de incubação com 
as concentrações indicadas de BPA, com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células); (B) 24 h de incubação 
com as concentrações indicadas de BPA, com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células); (C) 48 h de 
incubação com as concentrações indicadas de BPA, com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células). média ± 
desvio padrão Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em relação ao respectivo controle. 
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. 
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Figura 13 -	Viabilidade das células HL-60 avaliada por citometria de fluxo após: (A) 2 h de incubação com 
as concentrações indicadas de BPANO2, com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células); (B) 24 h de 
incubação com as concentrações indicadas de BPANO2, com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células). (C) 
48 h de incubação com as concentrações indicadas de BPANO2, com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 
células). N = 4, média ± desvio padrão, Kruskal Wallis com pós  teste de Dunn, diferenças em relação ao 
respectivo controle. *P<0.05; **P<0.01.	

 



90	
	

 

 

 

  

Figura	14	-	Consumo de BPA pelas células HL-60. As células foram cultivadas na densidade de 2,4 x 106 
(A) ou 1 x 107 (B) células por poço e expostas a 250 µM de BPA. Alíquotas do meio de cultura foram 
retiradas nos períodos indicados para quantificação de BPA por HPLC-DAD (λ = 277 nm). 

 

Considerando-se a fração de BPA absorvida, o número de células e o 

volume de meio de cultura nas incubações, estimou-se um nível intracelular 

médio de BPA na ordem de poucos pg/célula. É reportado que a absorção de 

BPA pelo trato gastrointestinal humano é rápida e a recuperação na urina após 

24 h é quase completa na forma conjugada com glicuronídeo (meia-vida de 

excreção urinária de 5,4 h) (Volkel, Colnot et al. 2002). A rápida e quase 

completa excreção de BPA na urina sugerem que, ao contrário do que ocorre 

no trato gastrointestinal e fígado, BPA seja pouco absorvido pelas células de 

outros tecidos. Concentrações de BPA no soro e urina humanos estão na faixa 

de 0,2 a 20 µg/L (Calafat, Kuklenyik et al. 2005; Welshons, Nagel et al. 2006; 

Lang, Galloway et al. 2008), sendo muito inferiores às utilizadas no meio de 

cultura de células nos estudos in vitro. Entretanto, nos estudos in vitro 

observam-se efeitos decorrentes das concentrações intracelulares atingidas no 

intervalo de poucas horas, enquanto que in vivo a exposição ocorre de forma 
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crônica e, dependendo da velocidade de biotransformação e excreção celular 

da substância, pode haver, ao longo do tempo, incremento das concentrações 

intracelulares para os níveis correspondentes aos dos estudos in vitro. A 

concentração de 20 µg/L (ou 20 pg/µL) de BPA no soro humano permite que 

células mais permeáveis estejam sujeitas a níveis de BPA na ordem de poucos 

picogramas ao longo do tempo. 

Com o intuito de verificar se BPA e BPANO2 interferem na cadeia de 

transporte de elétrons mitocondrial, alterando a atividade da succinato 

desidrogenase e, assim, levando à perda de viabilidade celular, as células 

foram expostas por 24 h e em seguida submetidas ao ensaio do XTT. Na figura 

a seguir são apresentados os dados obtidos, sendo observada inibição da 

atividade desidrogenase da cadeia respiratória nas incubações com BPA por 

24 h, na ausência e presença de H2O2, o mesmo não ocorrendo nas 

incubações com BPANO2. A perda da atividade respiratória mitocondrial 

observada nas incubações com BPA parece preceder a perda da integridade 

da membrana plasmática, podendo haver a participação de ROS/RNS no 

processo. 
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Figura 15	-	Viabilidade das células HL-60 avaliada pelo ensaio do XTT após 24 h de incubação com as 
concentrações indicadas de BPA e BPANO2, com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células). , média ± desvio 
padrão, , Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em relação ao respectivo controle. *P<0.05; 
***P<0.001.  
	

	

A literatura traz informações sobre a indução de estresse oxidativo por 

BPA (Hassan, Elobeid et al. 2012; Hulak, Gazo et al. 2013; Wu, Liu et al. 2013). 

Dessa forma, a avaliação da geração intracelular de ROS/RNS é necessária 

para a compreensão dos efeitos tóxicos desse xenobiótico. 

A indução de estresse oxidativo foi monitorada quantitativamente por 

análise de fluorescência do produto 2’,7’-diclorofluoresceína (DCF) resultante 
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da oxidação de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (DCFH) por radicais livres 

gerados intracelularmente, como RO2
•, RO•, NO2

•, CO3
•-  e HO• (HELD, P.; 

2010). Os dados obtidos estão apresentados na figura 16. Observa-se que a 

geração de ROS/RNS é um evento precoce nas incubações de células HL-60 

com BPA e BPANO2. No caso de BPA, a indução foi observada após 1 h de 

incubação com 100 µM e 250 µM, não havendo efeito da adição de H2O2. 

Quanto ao BPANO2, a indução de ROS/RNS ocorreu em todas as 

concentrações testadas, principalmente na ausência de H2O2. Como 

apresentado nas figuras 12 e 13, nesse período de incubação não foi 

observado aumento da permeabilidade da membrana plasmática das células 

expostas a essas concentrações de BPA e BPANO2. 
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Figura 16 -	Fluorescência relativa (%) do produto DCF nas células HL-60 após 1 h de incubação (A) com 
as concentrações indicadas de BPA com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células). (B) com as concentrações 
indicadas de BPANO2 com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células). N = 4, média ± desvio padrão, Kruskal 
Wallis com pós-teste de Dunn, diferenças em relação ao respectivo controle. *P<0.05; **P<0.01. 
	

 

Sabe-se que vias de redução de grupos nitro levam à formação de 

diversos intermediários radicalares e não radicalares. No processo de 

biotransformação pode haver também a geração de ROS a partir da redução 

de O2 pelos radicais intermediários (Toyoizumi, Deguchi et al. 2008). Assim, 

era esperada indução de ROS/RNS nas células expostas a BPANO2. 
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Entretanto, essas alterações iniciais não levaram à perda da viabilidade celular 

após 24 h de incubação, ao contrário do que ocorreu com o BPA. 

BPA, ao longo do período de 24 h de incubação, pode levar a alterações 

mitocondriais que agravam o estado de estresse oxidativo das células, levando 

à perda de viabilidade. A possibilidade de formação de BPA-3,4-quinona 

intracelularmente pode também aumentar a geração de ROS, via formação do 

radical semiquinona e entrada da molécula em um ciclo redox. Adicionalmente, 

pode haver a indução de óxido nítrico sintase (NOS), com síntese de grandes 

quantidades (µM) de •NO que, na presença de O2•−, leva à formação de 

peroxinitrito e radicais livres reativos resultantes de sua clivagem (NO2•, •OH, 

CO3•−), que contribuem para os danos celulares (Oh and Lim 2008; Gu, 

Nakamura et al. 2010). 

Para avaliar a possibilidade de aumento da geração de •NO, foi realizada 

a quantificação de NO2− no meio de cultura das células HL-60 expostas ao BPA 

nas concentrações de 25 µM, 100 µM ou 250 µM, na presença ou ausência de 

H2O2, utilizando a reação de Griess. Os dados obtidos estão apresentados na 

figura 17. 

Observa-se que H2O2 estimulou a geração de nitrito pelas células HL-60 

(2 h e 24 h). Entretanto, na presença de BPA + H2O2 a geração de nitrito foi 

diminuída. Por outro lado, na ausência de H2O2 observou-se a indução de 

geração de nitrito por BPA. Na presença de H2O2 é possível que BPA seja alvo 

para o ataque dos radicais livres gerados, incluindo NO2•, o que poderia 

contribuir para a queda da geração de nitrito (Kim and Jeong 2003; Terasaka, 

Kadoma et al. 2005; Moon, Kim et al. 2012). Entretanto, não foram detectados 

produtos de biotransformação do BPA no meio de cultura das células. 
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Na figura 18 são apresentados os dados de atividade de 

mieloperoxidase (MPO) das células HL-60 expostas ao BPA, mostrando que as 

incubações pelos períodos de 2 h e 24 h não alteraram a atividade da enzima. 

 

	

Figura 17 -	Geração de nitrito pelas células HL-60 após: (A) 2 h de incubação com as concentrações 
indicadas de BPA, sem e com H2O2 (40 nmol/5 x 104 células); (B) 24 h de incubação com as 
concentrações indicadas de BPA, sem e com H2O2 (40 nmol/5 x 104 células), média ± desvio padrão, 
Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em relação ao respectivo controle. *P<0.05; **P<0.01.	
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Figura 18 -	Atividade de MPO das células HL-60 após: (A) 2 h de incubação com as concentrações 
indicadas de BPA, com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células); (B) 24 h de incubação com as 
concentrações indicadas de BPA, com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 células), média ± desvio padrão, 
Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em relação ao respectivo controle.	

 

Uma vez observada a indução de ROS/RNS nas células incubadas com 

BPA, avaliou-se a ocorrência de peroxidação lipídica por meio da quantificação 

de malonaldeído (MDA) no meio de cultura das células. Um cromatograma 

representativo encontra-se na Figura 19. Observa-se na Figura 20 que não 

houve alteração da concentração de MDA no meio de cultura das células 

expostas ao BPA por 24 h, na presença ou ausência de H2O2, indicando que o 
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aumento observado dos níveis de ROS/RNS não foi suficiente para induzir 

peroxidação lipídica. 

 

	

Figura 19 -	Cromatograma respresentativo da análise de MDA em meio de cultura. O pico indicado é o 
produto de reação do MDA presente na amostra com dinitrofenilhidrazina (DNPH), empregado como 
agente derivatizante.	

 

	

Figura 20 -	Concentração de MDA no meio de cultura das células HL-60 após 24 h de incubação com as 
concentrações indicadas de BPA, sem e com H2O2 (40 nmol/5 x 104 células). N = 4, média ± desvio 
padrão, Kruskal Wallis com pós-teste de Dunn.	

	

	

 Fragmentação do DNA e alterações do ciclo celular podem ocorrer como 

resultado da geração excessiva de ROS e ocorrência de danos celulares. Nas 

figuras 21 e 22 são apresentados os dados obtidos por citometria de fluxo 

após incubação das células por 24 h com BPA ou BPANO2, na presença ou 

ausência de H2O2. 
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Figura 21 -	 Fragmentação do DNA das células HL-60 avaliada por citometria de fluxo após 24 h de 
incubação com as concentrações indicadas de BPA (A) e BPANO2 (B), com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 
células). N = 4, média ± desvio padrão, Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em relação ao 
respectivo controle.*P<0.05; **P<0.01.	
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Figura 22 -	 Fragmentação do DNA das células HL-60 avaliada por citometria de fluxo após 24 h de 
incubação com as concentrações indicadas de BPA (A) e BPANO2 (B), com e sem H2O2 (40 nmol/5 x 104 
células). N = 4, média ± desvio padrão, Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em relação ao 
respectivo controle.*P<0.05; **P<0.01.	

	

	

  

BPA provocou fragmentação do DNA das células HL-60 na 

concentração de 250 µM, independentemente da adição de H2O2. Na maior 

concentração testada houve parada do ciclo celular na fase G2/M. Por outro 

lado, BPANO2 levou à parada do ciclo na fase G0/G1 na maior concentração 

testada, induzindo discretamente a fragmentação do DNA na presença de 

H2O2. 

 Resumidamente, nesta etapa verificou-se que, apesar da baixa absorção 

de BPA pelas células HL-60 (Figura 14), na primeira hora de incubação com 

BPA (100 µM e 250 µM) houve indução da geração de ROS (Figura 16). Esse 

efeito foi acompanhado por perda da viabilidade celular (inibição da atividade 
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desidrogenase da cadeia respiratória mitocondrial e aumento da 

permeabilidade da membrana plasmática, principalmente nas incubações com 

100 µM e 250 µM, Figuras 12 e 15), aumento da população de células em sub 

G1, ou seja, com DNA fragmentado (250 µM, Figura 21) e parada do ciclo 

celular na fase G2/M (250 µM, Figura 22) no período de 24 h. 

 Em outro estudo, células de leucemia mielóide humana (NB4, K562 e 

HL-60) incubadas com BPA por 48 h nas concentrações de 10, 30, 60 e 100 

µM sofreram parada do ciclo celular nas fases G1 ou G2/M, dependendo do 

tipo celular e da concentração de BPA, e aumento de fragmentação do DNA 

(fase sub G1) (Bontempo, Mita et al. 2009). Nas células NB4 incubadas com 60 

µM de BPA foi verificada indução de apoptose pela ativação das caspases 8, 9 

e 37, além de aumento da expressão de p21, p27 e p16, diminuição da 

expressão de ciclina D1, aumento da fosforilação de BAD e diminuição da 

fosforilação de ERK, Rb e AKT, alterações moleculares que explicam a parada 

no ciclo celular e apoptose pelas vias extrínseca e intrínseca. Foi ainda 

observado aumento da acetilação de histona H3 nas células NB4 incubadas 

com BPA, um efeito epigenético que altera a expressão gênica. Como as 

células não expressam receptor de estrógeno, os efeitos são independentes da 

via estrogênica (Bontempo, Mita et al. 2009).  

Em estudo realizado por Watanabe e colaboradores (2003), BPA na 

concentração de 1 nM aumentou, por via independente de receptores de 

estrógeno, a geração de radical O2•− estimulada por zymosan opsonizado em 

células HL-60 submetidas à diferenciação neutrofílica. Aumento da expressão 

gênica de p47phox e p67phox, componentes do sistema NADPH oxidase, foi 

também observado. Entretanto, em concentrações no intervalo de 1 – 10 µM, 
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BPA não apresentou efeito no burst respiratório (Watanabe, Adachi et al. 

2003). 

Sabe-se que diferentes vias de sinalização celular e fatores de 

transcrição podem ser modulados por ROS, levando as células ao crescimento 

e replicação ou à parada no ciclo celular e morte. O destino da célula 

possivelmente depende da fonte de ROS, sua localização e concentração. 

Assim, baixas concentrações de ROS (nM) estão relacionadas à indução de 

crescimento, replicação e diferenciação, enquanto maiores concentrações (µM) 

estão relacionadas à indução de morte celular (Chiu and Dawes 2012). 

As incubações com BPANO2 por 1 hora levaram a maior geração 

intracelular de ROS (Figura 17) em comparação às incubações com BPA, sem, 

no entanto, ser observada perda equivalente da viabilidade celular após 24 h 

(foi observado pequeno aumento de permeabilidade da membrana plasmática 

nas incubações com 250 µM, revertido após 48 h, sem alteração da atividade 

desidrogenase da cadeia respiratória mitocondrial, Figuras 14 e 16). Pequeno 

aumento da população de células em sub G1 (DNA fragmentado) foi observado 

nas incubações com 250 µM na presença de H2O2 (Figura 22) e parada do 

ciclo na fase G0/G1 foi observada na maior concentração testada na ausência 

e presença de H2O2 (Figura 22). Nas incubações com 25 µM de BPANO2 na 

presença de H2O2 foi observado aumento da população de células na fase S e 

diminuição em G2/M (Figura 22). 

Assim, ao compararmos as incubações das células HL-60 com BPA e 

BPANO2 fica claro que o nível total intracelular de ROS não explica o destino 

distinto das células nas duas condições. Apesar de as duas moléculas 

elevarem os níveis celulares de ROS (BPANO2 mais do que BPA), BPA inibe a 
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cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, o que não foi observado para 

BPANO2. As alterações em diferentes compartimentos celulares e diferenças 

na composição das espécies reativas geradas devem ativar vias distintas de 

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

 

4.3.2. Avaliação de efeitos genotóxicos em células HL-60 

 O aumento da geração de ROS/RNS nas células HL-60 incubadas com 

BPA poderia resultar em aumento das lesões 8-oxo-7,8-dihidro-2'-

desoxiguanosina (8-oxodG), 1,N2-eteno-2’-desoxiguanosina (1,N2-εdG), 1,N6-

etheno-2’-deoxyadenosina (1,N6-εdA) e N2-carboxietil-2’-desoxiguanosina 

(CEdG) no DNA que, sendo reparadas, seriam excretadas para o meio de 

cultur. Avaliou-se, portanto, os níveis dessas lesões no DNA e/ou meio de 

cultura das células. Adicionalmente, foi avaliado um marcador de alquilação do 

DNA, O6-metil-2’-desoxiguanosina (O6-mdG), que pode ser formado por íons 

metila resultantes do metabolismo de compostos N-nitroso (Dederer, Sokolova 

et al. 1995); (Gottschalg, Scott et al. 2007). A possibilidade de formação de 

metabólitos reativos de BPA levando a lesões no DNA também foi investigada 

pela análise do aduto BPA-Gua tanto no DNA das células, como no meio de 

cultura. A indução de lesões no DNA pode levar à parada no ciclo celular e 

morte, além de aumentar a chance de mutações que favorecem a progressão 

maligna (Roos and Kaina 2013; Yager 2015) 

Os métodos de HPLC-ESI-MS/MS para quantificação das lesões em 

DNA e no meio de cultura foram validados pelo grupo. Dentre as lesões 

analisadas no DNA das células (8-oxodG, CEdG, O6-mdG e BPA-Gua) e no 

meio de cultura (8-oxodG, 1,N2-εdG, 1,N6-εdA, CEdG, O6-mdG e BPA-Gua), foi 
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possível quantificar CEdG e 8-oxodG. As demais lesões, se presentes, 

estavam abaixo dos limites de detecção dos métodos (exemplos de 

cromatogramas nos quais não há a detecção da lesão são apresentados na 

figura a seguir, no caso referentes a análises do aduto BPA-Gua em amostras 

de DNA de fígado. Todas as amostras de DNA de células e tecidos analisadas 

neste trabalho não apresentaram níveis detectáveis do aduto BPA-Gua). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 -	 Cromatogramas obtidos por HPLC-ESI-MS/MS de amostras de DNA de fígado de ratos 
Sprague-Dawley para análise do aduto BPA-Gua. A) Controle; B) BPA, gavagem, 50 mg/kg/dia, 4 
semanas; C) Diabéticos + BPA (gavagem, 50 mg/kg/dia, 4 semanas). 
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Nas Figuras 24 e 25 são apresentados os níveis de CEdG e 8-oxodG no 

DNA das células HL-60 incubadas com BPA na presença e ausência de H2O2 e 

nas respectivas amostras de meio de cultura. 

 

 

Figura 24 -	Níveis de CEdG e 8-oxodG em DNA de células HL-60 incubadas com BPA com ou sem H2O2 
(40 nmol/5x104 células), nas concentrações indicadas por 24 horas. Análise estatística utilizando o teste 
de Kruskal Wallis com pós teste de Dunn não mostrou diferença entre os grupos.	
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Figura 25 -	Níveis de CEdG e 8-oxodG no meio de cultura (meio RPMI suplementado com 10% de SFB) 
de células HL-60 incubadas com BPA, com e sem H2O2 (40 nmol/5x104 células), nas concentrações 
indicadas por 24 horas. Análise estatística utilizando o teste de Kruskal Wallis com pós teste de Dunn não 
mostrou diferença entre grupos.	

	

 

Observa-se que as incubações com BPA não levaram ao aumento dos 

níveis das lesões no DNA ou ao aumento da excreção das lesões para o meio 

de cultura. Como apresentado anteriormente, também não foi observado 

aumento dos níveis de malonaldeído, um outro marcador de dano oxidativo, no 

meio de cultura das células. Assim, é possível que em resposta ao aumento da 

geração de ROS na presença de BPA, as células tenham aumento da 

expressão de enzimas antioxidantes, que acabam protegendo contra a indução 

de lesões em biomoléculas por radicais livres. O fator de transcrição Nrf2 é 



107	
	

ativado na presença de ROS e induz a expressão de genes que estão sob 

controle do elemento responsivo a antioxidantes (ARE), tais como glutationa-S-

transferase, γ-glutamilcisteína sintetase, glutationa redutase, glutationa 

peroxidase, peroxirredoxina, tiorredoxina, tiorredoxina redutase, catalase, SOD, 

sulfirredoxina e enzimas de biotransformação de fase II (Chiu and Dawes 

2012). Essa resposta ao estresse inicial pode também explicar a resistência 

das células à perda de viabilidade com o passar do tempo de incubação 

(Figura 12). 

De fato, em estudo com células renais embrionárias humanas (HEK 293) 

foi verificado que BPA nas concentrações de 100 – 200 µM ativa os fatores de 

transcrição Nrf1 e Nrf2 e aumenta a transcrição de genes sob controle de ARE, 

como heme oxigenase-1 (ho-1) e NADPH quinona desidrogenase 1 (Nqo1). 

Aumento da razão GSH/GSSG foi também observado. Nessas células, 

quantidades de BPA na ordem de 50 – 200 ng foram encontradas em frações 

subcelulares, principalmente na mitocôndria e citoplasma. Não houve indução 

de ROS ou perda de viabilidade celular no período de 24 h (Chepelev, 

Enikanolaiye et al. 2013). 

As análises no meio de cultura das células nos permitiram, 

adicionalmente, detectar concentrações altas das lesões CEdG (21,1 ± 3,3 

pg/mL) e 8-oxodG (6829 ± 855 pg/mL) mesmo na ausência de células, tendo 

como provável fonte o soro fetal bovino utilizado na composição do meio. Na 

presença das células, as concentrações de CEdG no meio de cultura 

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

As células HL-60 foram também incubadas com BPANO2, na ausência e 

presença de H2O2, e o DNA extraído para análise das lesões 8-oxodG, CEdG, 
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O6-mdG e BPA-Gua. Da mesma forma, foi possível quantificar as lesões 8-

oxodG e CEdG, não tendo sido detectadas as demais. Os dados estão 

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

nas células incubadas com 100 µM de BPANO2 na presença de H2O2. 

	

Figura 26 -	Níveis de CEdG e 8-oxodG em DNA de células HL-60 incubadas com BPANO2, com e sem 
H2O2 (40 nmol/5x104 células), nas concentrações indicadas pelo período de 24 horas. *P<0,05 em 
comparação com o controle, de acordo com o teste de Kruskal Wallis com pós teste de Dunn.	

 

O aduto CEdG observado em nível aumentado no DNA das células 

incubadas com BPANO2 (100 µM), mas não com BPA, pode resultar da reação 

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

Enikanolaiye et al. 2013). Algumas fontes de metilglioxal são o processo de 
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peroxidação lipídica, degradação enzimática ou não enzimática de 

dihidroxiacetona fosfato (intermediário da via glicolítica), metabolismo de 

acetona, glicerol, glicina e treonina (Vistoli, De Maddis et al. 2013). O acúmulo 

de CEdG no DNA pode levar a alterações da expressão gênica, da atividade de 

proteínas (Breyer, Frischmann et al. 2008) e aumento de mutações (Cao, Jiang 

et al. 2007; Tamae, Lim et al. 2011), eventos relacionados ao desenvolvimento 

de doenças. A indução de formação de CEdG nas células incubadas com 

BPANO2, mas não com BPA, pode ser reflexo de alterações induzidas por 

essas moléculas em diferentes compartimentos celulares, como discutido no 

item anterior. 

 

4.3.3. Avaliação de efeitos epigenéticos em células HL-60 

Alterações epigenéticas podem contribuir para a expressão diferencial 

de genes, levando a diversas consequências, tais como alterações no sistema 

de reparo, no ciclo celular e em vias metabólicas. Uma importante modificação 

epigenética em genoma de mamíferos é a metilação na posição C-5 da citosina 

(5-metilcitosina ou 5-mdC), cujo padrão é mantido no genoma ao longo das 

gerações celulares. A metilação do DNA é um evento regulado pela ação de 

DNA metil-transferases (DNMTs). O processo de desmetilação do DNA, por 

sua vez, envolve a oxidação de 5-mdC para 5-hidroximetilcitosina (5-hmdC) por 

uma família de dioxigenases dependentes de α-cetoglutarato e Fe(II), 

denominadas proteínas Ten-Eleven-Translocation (TET1, TET2 e TET3). As 

marcas epigenéticas 5-mdC e 5-hmdC são importantes para a regulação da 

expressão gênica (Valinluck and Sowers 2007; Tahiliani, Koh et al. 2009; Ito, 
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D'Alessio et al. 2010; Jin, Kadam et al. 2010; Dahl, Gronbaek et al. 2011; 

Williams, Christensen et al. 2012). 

Um método de HPLC-ESI-MS/MS foi padronizado pelo grupo para 

quantificação simultânea de 5-mdC e 5-hmdC no DNA. A espectrometria de 

massas permite especificidade para a quantificação dos analitos e o uso de 

pequenas quantidades de DNA. Para a quantificação de 5-mdC por HPLC-UV 

são necessários pelo menos 5 µg de DNA, enquanto que a quantificação por 

HPLC-ESI-MS/MS é possível com o uso de 100 vezes menos DNA. No caso de 

5-hmdC, devido às baixas concentrações no DNA, não é possível sua 

quantificação por HPLC-UV. 

Células HL-60 foram incubadas com BPA e BPANO2, na ausência e 

presença de H2O2, e o DNA extraído para quantificação de 5-mdC e 5-hmdC. 

Os dados estão apresentados nas figuras a seguir. 

Foi observada hipermetilação (5-mdC) do DNA das células HL-60 

incubadas com BPA e simultânea queda dos níveis de 5-hmdC. A 

hipermetilação foi atenuada e não houve alteração dos níveis de 5-hmdC 

quando as incubações ocorreram na presença de H2O2 (Figura 27). Essas 

alterações no período de 24 h de incubação evidenciam a possível ação do 

BPA na modulação da atividade de enzimas responsáveis pela manutenção do 

padrão de metilação do DNA. A ação pode ser direta ou mediada por 

alterações metabólicas que acabam levando, por exemplo, à inibição de TET. É 

sugerido que a perda de função das proteínas TET pode levar à hipermetilação 

de regiões promotoras de genes, com consequente desregulação da 

transcrição e diferenciação celular (Williams, Christensen et al. 2012). Vale 

ressaltar que TET2 é frequentemente mutada em neoplasmas mieloides e que 
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TET1 e TET2 são frequentemente mutadas em gliomas (Chia, Wang et al. 

2011). Uma vez que as proteínas TET são dependentes de α-cetoglutarato 

para sua atividade catalítica, alterações no ciclo do ácido tricarboxílico podem 

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

2011). 

 	

	

Figura 27 -	Níveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA de células HL-60 incubadas com BPA, sem e com H2O2 
(40 nmol/5 x 104 células), nas concentrações indicadas por 24 h. *P < 0,05, ** P < 0,01 comparando-se os 
diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pós teste de Dunn.	

	

Nas incubações com 25 µM de BPA não foi observado aumento dos 

níveis intracelulares de ROS e alteração do ciclo celular (incluindo células em 

sub G1). Foi observado pequeno aumento da permeabilidade da membrana 

plasmática após 24 h, mas não após 48 h de incubação, e pouca inibição da 
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atividade desidrogenase da cadeia respiratória mitocondrial após 24 h. Assim, 

o efeito epigenético observado na Figura 27 ocorreu na ausência de 

citotoxicidade e é possível que se manifeste em concentrações inferiores de 

BPA, o que merece ser investigado. 

Em análise metabolômica utilizando urina de ratos expostos a BPA 

(administração oral, 0,5 µg/kg/dia e 50 mg/kg/dia, 8 semanas), Chen e 

colaboradores (2014) revelaram que BPA aumentou a excreção de biotina e 

riboflavina, a síntese de produtos metilados, o catabolismo de purinas e o fluxo 

pela via do metabolismo da colina, que leva à geração de metionina. No fígado 

dos ratos expostos mesmo à menor dose de BPA foram observados níveis 

aumentados de S-adenosilmetionina (SAMe) e das enzimas que catalizam a 

síntese de SAMe a partir de metionina. SAMe é o principal doador biológico de 

grupo metila para reações de metilação endógena, incluindo a metilação da 

citosina no DNA (Chen et al., 2014). Esse tipo de alteração metabólica induzida 

por BPA levaria ao aumento da atividade de DNA metiltransferases (DNMTs) e, 

consequentemente, ao aumento dos níveis de 5-mdC no DNA. Foi verificada 

atividade aumentada de DNMT3 em fígado de ratos expostos a BPA (Ma, Xia 

et al. 2013). 

 Muitos estudos tem sido conduzidos visando esclarecer se e como a 

exposição perinatal ao BPA pode levar a maior suscetibilidade a doenças 

cardiovasculares, diabetes, câncer, síndrome metabólica na idade adulta. 

Alterações do padrão de metilação do DNA tem sido reveladas em diferentes 

tecidos de ratos e camundongos no intervalo de dias, semanas e meses após a 

exposição no período perinatal, o que pode justificar a modulação da 
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susceptibilidade a doenças (van Esterik et al., 2015). Embora a variedade de 

métodos existentes para as análises de metilação do DNA dificulte a 

observação de um padrão comum de alteração, o conjunto dos trabalhos 

mostra que a exposição ao BPA leva a alterações da metilação do DNA 

durante o desenvolvimento fetal, o que pode favorecer a ocorrência de doenças 

na idade adulta. Entretanto, é importante considerar também que BPA pode 

alterar o padrão de metilação do DNA de células somáticas de indivíduos 

jovens/adultos, também favorecendo o desenvolvimento de doenças. Assim, é 

importante entender como as alterações metabólicas induzidas por BPA estão 

relacionadas com alterações epigenéticas e o risco de doenças. 

Não há dados na literatura sobre alterações dos níveis de 5-mdC e 5-

hmdC no DNA de células HL-60 expostas a BPA. 

Quanto à exposição das células HL-60 a BPANO2, verificou-se queda 

dos níveis de 5-hmdC no DNA das incubações na presença de H2O2, não 

acompanhada de aumento dos níveis de 5-mdC. Uma vez que as alterações 

metabólicas induzidas por BPANO2 são diferentes das induzidas por BPA, é 

possível que os efeitos na maquinaria epigenética também sejam diferentes. É 

importante notar que nessas células foi observado aumento dos níveis de 

CEdG no DNA, o que pode afetar a atividade de DNMTs ou favorecer a 

desmetilação do DNA por vias de reparo de lesões (Franchini et al., 2014). 
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Figura 28 - Níveis de 5-mC e 5-hmC em DNA de células HL-60 incubadas com BPANO2 com ou sem 
H2O2 (40 nmol/5x104 células), nas concentrações indicadas por 24 horas. *P<0,05; **P<0,01 comparando-
se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pós teste de Dunn.	
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4.4. Efeitos citotóxicos, genotóxicos e epigenéticos em células MCF-7 
expostas a BPA e BPANO2 

4.4.1. Avaliação da citotoxicidade em células MCF-7 

As células MCF-7 são derivadas de adenocarcinoma mamário humano e 

apresentam receptores de estrógeno, podendo sofrer a ação estrogênica do 

BPA (Dong, Terasaka et al. 2011). Além disso, células MCF-7 apresentam 

atividade de citocromo P450 1A1 e 1B1 quando estimuladas com agonistas do 

receptor de hidrocarboneto aromático (receptor Ah), por exemplo 2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e bifenilas policloradas (PCB). Permitem, 

então, a investigação de como outras possíveis vias de ação do BPA modulam 

os efeitos tóxicos. As células cresceram aderidas à placa de cultura, utilizando-

se meio DMEM com 10% de SFB e sem fenol vermelho para evitar a 

interferência estrogênica. Todos os procedimentos foram realizados como 

descrito para as células HL-60, com exceção da adição de H2O2. 

Nas figuras 28 a 32 são apresentados os dados de viabilidade celular 

(citometria de fluxo), geração de ROS/RNS, fragmentação do DNA e ciclo 

celular nas diferentes condições de incubação. 

As células MCF-7 apresentaram aumento da permeabilidade da 

membrana plasmática quando expostas por 1 h (4% de morte) ou 24 h (12% de 

morte) ao BPA na concentração de 250 µM (Figura 28). 

A exposição ao	 BPANO2 por 1 hora não induziu morte celular nas 

concentrações de 25, 100 ou 250 µM, (Figura 29A). Contudo, quando o 

período de exposição foi estendido para 24 horas, os resultados obtidos 
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mostraram que houve morte celular nas concentrações de 25 µM (13,2% de 

morte) e 250 µM (19,8% de morte) (Figura 29B). 

	

Figura 29 -	Viabilidade das células MCF-7 avaliada por citometria de fluxo após: A) 1 h de incubação com 
as concentrações indicadas de BPA; B) 24 h de incubação com as concentrações indicadas de BPA, 
média ± desvio padrão, Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em relação ao controle. 

	

	

Figura 30 - Viabilidade das células MCF-7 avaliada por citometria de fluxo após: A) 1 h de incubação com 
as concentrações indicadas de BPANO2; B) 24 h de incubação com as concentrações indicadas de 
BPANO2. N = 4, média ± desvio padrão, teste de Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em 
relação ao controle. *P<0.05; **P<0.01.	

	

Células MCF-7 expostas ao BPA por 1 hora não sofreram alteração da 

produção intracelular de ROS/RNS, contudo a exposição ao BPANO2 levou à 

diminuição significativa de ROS/RNS na concentração de 100 µM (Figura 

30A). Estendendo-se a exposição a BPA para 24 h, foi observado aumento 
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significativo da produção de ROS/RNS nas células expostas a 25 µM, seguido 

por diminuição significativa na concentração de 250 µM. Tais alterações não 

foram observadas na exposição ao BPANO2 (Figura 30B). 

	 Houve aumento da fragmentação do DNA de células MCF-7 expostas ao 

BPA na concentração de 250 µM por 24 horas (Figura 31A). Quando as 

células foram expostas ao BPANO2 por 24 horas, não houve fragmentação do 

DNA (Figura 31B). 

A exposição ao BPA não induziu alterações no ciclo celular. Contudo, a 

exposição ao BPANO2 provocou diminuição da porcentagem de células na fase 

G0/G1 e aumento na fase G2/M. Esse efeito foi observado em todas as 

concentrações de BPANO2, como apresentado na figura 32. 

	

Figura 31 -	Fluorescência relativa (%) do produto DCF nas células MCF-7 após A) 1 h de incubação com 
as concentrações indicadas de BPA e BPANO2; B) 24 h de incubação com as concentrações indicadas de 
BPA e BPANO2. N = 4, média ± desvio padrão, Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em 
relação ao controle.*P<0,05.	
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Figura 32 - Fragmentação do DNA das células MCF-7 avaliada por citometria de fluxo após 24 h de 
incubação com as concentrações indicadas de BPA (A) e BPANO2 (B). N = 4, média ± desvio padrão, 
Kruskal Wallis com pós teste de Dunn, diferenças em relação ao controle.**P<0.01 
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Figura 33 -	Ciclo das células MCF-7 avaliado por citometria de fluxo após 24 h de incubação com as 
concentrações indicadas de BPA (A) e BPANO2 (B). N = 4, média ± desvio padrão,  Kruskal Wallis com 
pós teste de Dunn, diferenças em relação ao controle.*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.	

	

 

O procedimento de análise do consumo de BPA foi realizado com as 

células MCF-7 previamente incubadas com 300 nM de bifenila policlorada 

(PCB126) para indução da atividade de CYP450 1A1. Na Figura 33A são 

apresentados os dados referentes à análise de atividade de CYP450 1A1 em 

células MCF-7 incubadas com diferentes concentrações de PCB126 por 24 h, 

realizando-se o ensaio da etoxirresorufina-O-deetilase (EROD) segundo 

descrito por Donato e colaboradoresdonato (Donato, Gomez-Lechon et al. 

1993). A concentração de 300 nM de PCB126 levou ao aumento da atividade 

enzimática e foi escolhida para as incubações subsequentes com BPA. Na 

Figura 33B são apresentados os dados de consumo de BPA pelas células 

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

25 µM, 100 µM e 250 µM por mais 24 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assim como para as células HL-60, observou-se que a absorção de BPA 

pelas células MCF-7 é bastante lenta. A quantificação de BPA no meio de 

cultura das células permitiu verificar que após 72 h de incubação, apenas 5 a 

8% da quantidade de BPA disponível inicialmente havia sido consumida. Não 

foi possível observar a formação de produtos de biotransformação, mesmo nas 

células com atividade etoxirresorufina-O-deetilase aumentada após exposição 

a PCB126. 

Foi observada maior resistência das células MCF-7, em comparação 

com as células HL-60, à citotoxicidade induzida por BPA e BPANO2. 

Resumidamente, como resultado da exposição das células MCF-7 a BPA, 
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Figura 34 – (A) Atividade etoxirresorufina-O-deetilase das células MCF-7 incubadas com as 
concentrações indicadas de PCB por 24 h; B) Consumo de BPA pelas células MCF-7. As células foram 
cultivadas na densidade de 2,4 x 106 células por poço, incubadas com 300 nM de PCB por 24 h e, após 
troca do meio de cultura, incubadas com BPA nas concentrações indicadas. Alíquotas do meio de 
cultura foram retiradas nos tempos indicados para quantificação de BPA por HPLC-DAD (λ = 277 nm). 
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houve pequeno aumento da permeabilidade da membrana plasmática (250 

µM), indução dos níveis de ROS após 24 h (25 µM) e aumento da população 

de células em sub G1, ou seja, com DNA fragmentado (250 µM), mas sem 

alteração do ciclo celular. No caso de BPANO2, foi observada parada do ciclo 

celular em G2/M (25 µM, 100 µM e 250 µM), assim como aumento de 

permeabilidade da membrana plasmática após 24 h de incubação (25 µM, 250 

µM), sem indução de ROS ou aumento de células em sub G1. 

A maior resistência das células MCF-7 aos efeitos citotóxicos do BPA 

está provavelmente relacionada à ação estrogênica desse xenobiótico. BPA se 

liga aos receptores nucleares de estrógeno α e β (Erα e Erβ), modulando a 

expressão de genes que favorecem a sobrevivência e proliferação celular. 

Liga-se também ao receptor 30 acoplado à proteína G (GPR30) na membrana 

plasmática, induzindo rápida sinalização estrogênica via ativação de Erk1/2, 

que também favorece a expressão de genes (por exemplo, c-fos, genes sob 

controle do fator AP-1) relacionados a sobrevivência e proliferação (Dong, 

Terasaka et al. 2011). Não há informação sobre ação estrogênica do BPANO2, 

mas as células incubadas com 25, 100 e 250 µM dessa molécula apresentaram 

parada do ciclo em G2/M, o que indica modulação diferente de vias de 

sinalização em comparação ao BPA. 

 

4.4.2. Avaliação de efeitos genotóxicos em células MCF-7 

As células MCF-7 foram incubadas com BPA na ausência (Figura 34A) 

e presença de agonista de receptor Ah (Figura 34B) e o DNA foi extraído para 

análise das lesões 8-oxodG, CEdG, O6-mdG e BPA-Gua. Foi possível 

quantificar as lesões 8-oxodG e CEdG, não tendo sido detectadas as demais. 
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Foi observado aumento dos níveis de CEdG e 8-oxodG nas células incubadas 

com BPA (100 µM, 250 µM) sem a ativação prévia de receptores Ah (Figura 

34A). A ativação dos receptores Ah com PCB126 levou a menor aumento do 

nível das lesões após as incubações com BPA (Figura 34B). Apesar da 

resistência à morte nas incubações com BPA, provavelmente por ativação de 

vias de sinalização que levam à sobrevivência e replicação em detrimento de 

parada no ciclo e morte, há um estresse oxidativo evidenciado pela indução de 

lesões no DNA. A sinalização estrogênica juntamente com o aumento dos 

níveis de lesões no DNA aumenta a chance de mutações e de transformação 

maligna. O estresse oxidativo não parece estar relacionado à biotransformação 

do BPA via citocromo P450, podendo ser devido à sua ação direta em 

receptores celulares e ativação de vias de sinalização. 

É reportado que o estresse oxidativo tem papel importante na 

patogênese do câncer de mama induzido por estrógeno. O receptor Erα tem 

papel proliferativo importante, favorecendo o crescimento tumoral e o estresse 

oxidativo, enquanto Erβ parece reduzir a proliferação induzida por Erα e 

favorecer a diferenciação da glândula mamária (Nadal-Serrano, Sastre-Serra et 

al. 2012). Células MCF-7 apresentam razão Erα/Erβ em torno de 1, sendo 

considerada alta. Na presença de estrógeno (17β-estradiol, E2), essas células 

apresentam aumento da produção de ROS e estresse oxidativo, provavelmente 

devido a uma resposta inadequada do sistema antioxidante e à indução de 

disfunção mitocondrial relacionada à razão Erα/Erβ. Células com razão Erα/Erβ 

menor (T47D, em torno de 0,1) ou sem Erα (MDA-MB-231) apresentam menos 

ROS e estresse oxidativo na presença de E2 (Nadal-Serrano, Sastre-Serra et 

al. 2012). 
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Figura 35 -	 (A) Níveis de CEdG e 8-oxodG em DNA de células MCF-7 incubadas com BPA nas 
concentrações indicadas por 24 h. (B) Níveis de CEdG e 8-oxodG em DNA de células MCF-7 incubadas 
com 300 nM de PCB por 24 h para aumento da atividade etoxirresorufina-O-deetilase e, após troca do 
meio de cultura, incubadas com BPA nas concentrações indicadas por 24 h. *P < 0,05, ** P < 0,01 
comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pós teste 
de Dunn. 

	

	

 

Dentre as lesões analisadas no meio de cultura das células (8-oxodG, 

1,N2-εdG, 1,N6-εdA, CEdG, O6-mdG e BPA-Gua), foi novamente possível 

quantificar CEdG e 8-oxodG, sem detecção das demais. Como apresentado na 

Figura 35, não houve alteração das concentrações das lesões no meio de 

cultura. Na ausência de células, o meio de cultura apresentou CEdG na 

concentração média de 21,3 ± 7,3 pg/mL e 8-oxodG na concentração média de 
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10517 ± 737 pg/mL. Na presença das células, as concentrações de CEdG no 

meio de cultura aumentaram, enquanto que as de 8-oxodG diminuiram. 

 

	

Figura 36 -	(A) Níveis de CEdG e 8-oxodG no meio de cultura de células MCF-7 incubadas com BPA. (B) 
Níveis de CEdG e 8-oxodG no meio de cultura de células MCF-7 incubadas com 300 nM de PCB 126 por 
24 h para aumento da atividade etoxirresorufina-O-deetilase e, após troca do meio de cultura, incubadas 
com BPA nas concentrações indicadas por 24 h. Análise estatística utilizando o teste de Kruskal Wallis 
com pós teste de Dunn não mostrou diferença entre os grupos.	

	

 
  

No caso das células MCF-7 incubadas com BPANO2, não foi observada 

indução das lesões CEdG e 8-oxodG no DNA (Figura 36), o que está de 

acordo com a não observação de aumento dos níveis de ROS nessas 

incubações. 
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Figura 37 -	 Níveis de CEdG e 8-oxodG em DNA de células MCF-7 incubadas com BPANO2 nas 
concentrações indicadas por 24 h. Análise estatística utilizando o teste de Kruskal Wallis com pós teste de 
Dunn não mostrou diferença entre os grupos	

 

4.4.3. Avaliação de efeitos epigenéticos em células MCF-7 

 Amostras de DNA das células incubadas com BPA, sem e com ativação 

de citocromo P450 1A1, foram analisadas por HPLC-ESI-MS/MS para 

quantificação de 5-mdC e 5-hmdC. Os dados apresentados na Figura 37A 

mostram que no período de 24 h de incubação não houve alteração dos níveis 

dessas marcas epigenéticas nas células incubadas com BPA sem ativação de 

citocromo P450, apesar de ser visível uma tendência de aumento dos níveis de 

5-mdC. 

 Entretanto, nas células com ativação de citocromo P450 pelo agonista 

do receptor Ah (PCB126), foi observado aumento dos níveis de 5-hmdC, sem 

alteração dos níveis de 5-mdC (Figura 37B). É possível que esse aumento 

inicial dos níveis de 5-hmdC resulte em queda da metilação do DNA em 

gerações subsequentes, o que teria que ser avaliado após 48 e 72 h de 

incubação. Caso a atividade de DNMTs esteja aumentada nas células expostas 

a BPA, como sugerido anteriormente com base no trabalho de Chen e 
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colaboradores (2014), o aumento dos níveis de 5-hmdC pode ser uma resposta 

celular na tentativa de manter o padrão de metilação do DNA. Não há dados na 

literatura sobre alteração do padrão de metilação do DNA de células MCF-7 por 

BPA e o significado dessas alterações sob exposição a BPA precisa ser melhor 

avalido. 

 Observou-se também que as células MCF-7 pré-incubadas com PCB126 

apresentaram aumento de aproximadamente 10 vezes nos níveis de 5-hmdC e 

níveis ligeiramente mais baixos de 5-mdC em relação às que não foram pré-

incubadas com PCB (comparar níveis dos controles na Figura 37A e B). A 

influência do PCB nos níveis de 5-hmdC também precisa ser melhor 

investigada. 

 Quanto à exposição das células MCF-7 a BPANO2, verificou-se aumento 

dos níveis de 5-mdC, sem alteração dos níveis de 5-hmdC (Figura 37C). 
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Figura 38 -	 (A) Níveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA de células MCF-7 incubadas com BPA nas 
concentrações indicadas por 24 h. (B) Níveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA de células MCF-7 incubadas 
com 300 nM de PCB por 24 h para aumento da atividade etoxirresorufina-O-deetilase e, após troca do 
meio de cultura, incubadas com BPA nas concentrações indicadas por 24 h. (C) Níveis de 5-mdC e 5-
hmdC em DNA de células MCF-7 incubadas com BPANO2 nas concentrações indicadas por 24 h * P < 
0,05 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pós 
teste de Dunn. 
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4.5. Efeitos tóxicos do BPA em ratos Sprague-Dawley: hemograma, 
mielograma, adutos de DNA na urina, efeitos genotóxicos e epigenéticos 
em fígado e rim 

 

4.5.1. Caracterização do modelo experimental 

Para obtenção de dados in vivo, ratos Sprague-Dawley machos, com 

250 g de peso, receberam BPA diariamente ao longo de 4 semanas (50 mg/kg 

de peso corpóreo, diluído em óleo com 0,1% de DMSO) por via intra-gástrica 

(gavagem), na vigência e ausência de diabetes. Na vigência de um processo 

inflamatório, no caso diabetes, esperava-se que BPA fosse mais facilmente 

ativado para metabólitos reativos, levando à ocorrência de mais lesões no DNA 

dos tecidos analisados. 

A indução do diabetes foi feita por injeção intravenosa (punção da veia 

peniana) de estreptozotocina (40 mg/kg p.c.), conforme já padronizado no 

laboratório. Decorridas 72 horas da injeção de estrepetozotocina, a glicemia 

dos animais foi aferida e foram considerados diabéticos todos os animais que 

apresentaram glicemia acima de 250 mg/dL. A glicemia dos animais foi 

monitorada durante as 4 semanas de estudo, uma vez por semana, no mesmo 

horário. 

Observa-se na figura 38 que os animais que receberam 

estreptozotocina permaneceram diabéticos durante todo o período de 

experimentação e que a exposição ao BPA na dose de 50 mg/Kg de peso 

corpóreo não alterou a glicemia dos animais sadios nem dos animais 

diabéticos. 

Há relato de que a exposição de camundongos ao BPA (50 µg/kg de 

peso corpóreo), por via oral, pelo período de 12 semanas induziu resistência à 

insulina e intolerância à glicose, além de elevar o nível de interleucinas pró-
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inflamatórias e o peso dos animais (Moon, Jeong et al. 2015), o que não foi 

observado aqui, apesar da dose maior utilizada. Falência das ilhotas 

pancreáticas devido a sobrecarga mitocondrial também é descrita no caso da 

exposição a BPA (Aekplakorn, Chailurkit et al. 2014; Shapiro, Dodds et al. 

2015; Song, Chou et al. 2015).  

 

Figura 39 - Perfil glicêmico dos animais expostos ao BPA durante 4 semanas. A glicemia foi verificada a 
cada semana. Os animais foram considerados diabéticos com glicemia acima de 250 mg/dL. Os 
resultados expressam a média ± desvio padrão; os grupos diabéticos com ou sem BPA apresentaram 
P<0,001, peto teste one way ANOVA, com relação aos animais sadios com e sem BPA.  

	

	

 

Quanto ao ganho de peso, observa-se na figura 39 uma tendência a 

maior ganho de peso dos animais sadios expostos ao BPA, embora sem 

diferença estatística. É relatado que a exposição ao BPA aumenta a 

concentração de adiponectina no soro, o que está relacionado ao aumento de 

peso e à adipogênese (Marmugi, Lasserre et al. 2014; Moon, Jeong et al. 

2015).  

 

 

 



130	
	

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2. Alterações no hemograma e mielograma 

Com a colaboração do Prof. Dr. Ricardo Ambrósio Fock, Laboratório de 

Hematologia Experimental da FCF USP, foram obtidos o hemograma e o 

mielograma dos animais. 

Observa-se no hemograma (Figura 40) o aumento do número total de 

hemácias circulantes e do hematócrito nos animais diabéticos expostos ao 

BPA. Entretanto, não houve alteração significativa das quantidades dos outros 

tipos celulares. 

Na medula óssea (Figura 41) observa-se aumento do número de 

eosinófilos e linfócitos nos animais diabéticos expostos ao BPA, podendo-se 

sugerir a indução de um estado inflamatório alérgico. Dados da literatura 

mostram que o BPA induz liberação de histamina, um mediador alérgico, além 

de aumentar a liberação de interleucinas pró-inflamatórias, como IL-6, que 

favorece a proliferação celular (Bonds and Midoro-Horiuti 2013; Marmugi, 

Lasserre et al. 2014; Moon, Jeong et al. 2015). 

Os animais não diabéticos expostos ao BPA apresentaram quantidades 

diminuídas de promielócitos, blastos e bastonetes. Tal efeito do BPA nos 

Figura 40 -	Perfil do ganho de peso de ratos Sprague-Dawley expostos ao BPA por via intragastrica. Os 
animais foram expostos durante 4 semanas ao BPA na concentração de 50 mg/kg de peso corpóreo. Os 
resultados expressam a média ± desvio padrão. 
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animais não diabéticos pode ser entendido como precursor de um estado de 

aplasia de medula, uma vez que há diminuição do número de células mais 

jovens que, mais tarde, pode resultar em diminuição do número total de 

células. A não observação do mesmo efeito no sangue deve-se justamente ao 

fato de a diminuição ocorrer em cascata e não ter havido tempo, no período de 

4 semanas, para que a alteração fosse detectada nesse compartimento. Nos 

animais diabéticos expostos ao BPA esse efeito não foi observado, podendo 

estar mascarado pelo aumento da produção de células induzido pelo diabetes 

(Shill, Feinglos et al. 2007; Chao, Song et al. 2010; Wang, Bao et al. 2013; 

O'Brien, Dolinoy et al. 2014). 

 

	

 

Figura 40 – Legenda na próxima página	
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Figura 41 -	 Hemograma de ratos Sprague-Dawley expostos a BPA (50 mg/kg p.c.) na vigência ou 
ausência (sadios) de diabetes. (A) eritrócitos circulantes; (B) hemoglobina; (C) leucócitos circulantes; (D) 
porcentagem do hematócritos. Grupos sadios (N = 5), grupos diabéticos (N = 10), média ± desvio padrão, 
teste t de stundent, diferenças em relação ao respectivo controle (veículo). *P<0,05 
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Figura 41 – Legenda na próxima página	
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Figura 42 - Mielograma de ratos Sprague-Dawley expostos a BPA (50 mg/kg p.c.) na vigência ou 
ausência (sadios) de diabetes. (A) número total de células do lavado medular do fêmur; (B) eosinófilos; 
(C) linfócitos; (D) promielócitos; (E) blastos; (F) bastonetes; (G) segmentados; (H) basófilos; (I) 
plasmócitos; (J) monócitos; (K) eritroblastos jovens; (L) eritroblastos policromáticos; (M) eritroblastos 
ortocromáticos. Grupos sadios (N = 5), grupos diabéticos (N = 10), média ± desvio padrão, teste t de 
stundent, diferenças em relação ao respectivo controle (veículo). *P<0,05, **P<0,01 

	

4.5.3. Níveis de adutos de DNA na urina 

Uma grande variedade de moléculas de baixo peso molecular 

excretadas das células de um organismo pode ser encontrada na urina. Lesões 

reparadas do DNA possuem esse destino, sendo a urina uma matriz importante 

para a quantificação do conjunto de lesões removidas do DNA de todas as 

células do organismo em um determinado período (Broedbaek, Siersma et al. 

2011). Para a coleta de urina, os animais permaneceram em gaiolas 

metabólicas pelo período de 10 h. Os dados estão expressos como 
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concentração dos adutos (pg/mL) e quantidade total (pg) no volume coletado 

de urina ao longo de 10 h. Observa-se na Figura 42 que BPA na dose 

administrada não induziu estresse oxidativo a ponto de possibilitar a detecção 

aumentada das diferentes lesões na urina. Em nenhuma amostra de urina foi 

possível detectar a presença do aduto BPA-Gua, apesar de ser detectado seu 

padrão interno como indicado na Figura 43. 

O estado de diabetes levou ao aumento de excreção das lesões 8-

oxodG, CEdG e O6-mdG na urina. A excreção aumentada de 8-oxodG e CEdG 

na urina dos animais diabéticos era esperada, devido ao estresse oxidativo e 

glicação. No caso da O6-mdG, é importante considerar que a condição de 

diabetes foi induzida pela injeção intravenosa de estreptozotocina, que é um 

agente indutor de O6-mdG no DNA. 
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Figura 43 -	Níveis de 8-oxodG, CEdG, O6-mdG e 1,N6εdA em urina dos ratos dos diferentes grupos 
experimentais. A) Concentração na urina de 10 h (pg/mL). B) Níveis totais excretados em 10 h (pg/10 h). 
*P<0,05, **P<0,01 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal 
Wallis com pós teste de Dunn.	
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Figura 44 - Cromatogramas obtidos por HPLC-ESI-MS/MS de amostra de urina de rato para 
quantificação dos adutos indicados.	
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4.5.4. Efeitos genotóxicos e epigenéticos em fígado e rim 

 As lesões 8-oxodG, CEdG, O6-mdG e BPA-Gua foram analisadas em 

amostras de DNA de fígado e rim dos animais. Mais uma vez, o aduto BPA-

Gua não apareceu em nenhuma amostra, mostrando que a via de 

biotransformação de BPA para BPA-3,4-quinona não deve ser relevante in vivo. 

As lesões 8-oxodG, CEdG, O6-mdG foram quantificadas e os dados estão 

apresentados nas Figuras 44 e 45. 

 

Figura 45 -	Níveis de CEdG, 8-oxodG e O6-mdG em DNA de fígado dos ratos dos diferentes grupos 
experimentais. *P<0,05 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de 
Kruskal Wallis com pós teste de Dunn	
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Figura 46 -	 Níveis de CEdG, 8-oxodG e O6-mdG em DNA de rim dos ratos dos diferentes grupos 
experimentais. *P < 0,05 em comparação com o grupo BPA, **P<0,01, ***P<0,001 em comparação com o 
grupo controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com pós teste de Dunn.	

	

 

Observa-se que a exposição ao BPA levou ao aumento dos níveis de 

CEdG no fígado dos animais, o que não havia sido ainda verificado na 

literatura. 

Alguns animais diabéticos expostos ao BPA também apresentaram 

níveis mais elevados de O6-mdG nesse tecido, mas não houve diferença 

estatística entre os grupos. É reportada diminuição da atividade da enzima de 

reparo O6-metilguanina DNA metiltransferase em leucócitos de indivíduos 

diabéticos (Akcay, Dincer et al. 2003), o que favorece a permanência dessa 
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lesão mutagênica no DNA. Como citado anteriormente, BPA provoca 

alterações metabólicas hepáticas que favorecem a metilação de biomoléculas 

(Chen, Zhou et al. 2014), podendo justificar essa tendência de aumento dos 

níveis de O6-mdG no DNA hepático dos animais diabéticos expostos ao BPA. É 

importante considerar também que a condição de diabetes foi induzida pela 

injeção intravenosa de estreptozotocina, que é um agente indutor de O6-mdG 

no DNA. Entretanto, foi decorrido o período de 4 semanas entre a indução de 

diabetes e a eutanásia dos animais e é descrito que estreptozotocina é 

seletivamente absorvida pelas células β pancreáticas, onde induz toxicidade e 

leva ao diabetes (Reusser 1971; Baluchnejadmojarad and Roghani 2008) 

No caso de 8-oxodG no fígado, as diferenças entre os grupos não 

devem ser consideradas, uma vez que o nível no grupo controle está 

anormalmente alto. 

Os níveis aumentados de CEdG estão de acordo com o descrito na 

literatura de que a exposição a BPA leva a estresse oxidativo em diferentes 

tecidos, como fígado, cérebro, rim, testículos e esperma de camundongos e 

ratos (Bindhumol et al., 2003; Korkmaz et al., 2010; Chitra et al., 2002; Chitra et 

al., 2003; Kabuto et al., 2003; Kabuto et al., 2004; De Flora et al., 2011). É 

possível que as lesões em DNA induzidas por BPA sejam predominantemente 

devidas a estresse oxidativo, uma vez que não foi detectado o aduto BPA-Gua 

mesmo na alta dose de BPA administrada. 

Nas amostras de DNA de rim foi observado aumento dos níveis de 8-

oxodG nos animais diabéticos expostos a BPA em comparação com os animais 

não diabéticos expostos a BPA, além de aumento dos níveis de O6-mdG nos 

animais diabéticos, expostos ou não expostos a BPA, em comparação com os 
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respectivos controles (grupo controle e grupo BPA). Não há dados na literatura 

sobre detecção e quantificação de O6-mdG em tecidos na condição de 

diabetes. Esses níveis aumentados podem estar implicados em complicações 

do diabetes, como maior risco de câncer. 

Na Figura 46 são apresentados os níveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA 

de fígado dos animais. 

Observa-se que os ratos que receberam a dose diária de BPA ao longo 

de 4 semanas apresentaram aumento dos níveis de 5-mdC e 5-hmdC no DNA. 

Os dados nos permitem sugerir que a hipermetilação global do DNA observada 

na exposição ao BPA seja devida à maior atividade de DNMTs e não à inibição 

do processo de desmetilação (atividade de TET). Alterações dos níveis de 

metilação e hidroximetilação levam a alterações da expressão gênica que 

podem culminar em transformação maligna. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

As mesmas análises em DNA de rim nos mostraram que BPA não 

provocou alterações dessas marcas epigenéticas nesse tecido (Figura 47). 
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Figura 47 -	Níveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA de fígado de ratos dos diferentes grupos experimentais *P 
< 0,05 comparando-se os diferentes grupos com o controle, de acordo com teste de Kruskal Wallis com 
pós teste de Dunn. 
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Figura 48 -	Níveis de 5-mdC e 5-hmdC em DNA de rim dos ratos dos diferentes grupos experimentais. 
Análise estatística utilizando o teste de Kruskal Wallis com pós teste de Dunn não mostrou diferença entre 
os grupos. 
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6. Conclusão 

• Os dados obtidos a partir da exposição das células HL-60 a BPA e 

BPANO2 nos indicam que as duas moléculas provocam alterações 

metabólicas distintas nesse tipo celular, independentes da via 

estrogênica, que levam a alterações epigenéticas (BPA) ou genéticas e 

epigenéticas (BPANO2), que podem ter consequências fenotípicas, 

como progressão maligna, que precisam ser investigadas. 

• As células MCF-7 foram mais resistentes que as células HL-60 à 

citotoxicidade induzida por BPA e BPANO2. Entretanto, observou-se 

aumento dos níveis de CEdG e 8-oxodG no DNA das células MCF-7 

incubadas com BPA sem a ativação prévia de receptores Ah. A ativação 

dos receptores Ah com PCB126 levou a menor aumento do nível das 

lesões após as incubações com BPA. A maior resistência das células 

MCF-7 aos efeitos citotóxicos do BPA está provavelmente relacionada à 

ação estrogênica desse xenobiótico. A sinalização estrogênica 

juntamente com o aumento dos níveis de lesões no DNA aumenta a 

chance de mutações e de transformação maligna. Nas células com 

ativação do receptor Ah, BPA levou ainda ao aumento da 

hidroximetilação global, sem alteração da metilação global do DNA. 

• Os animais não diabéticos expostos ao BPA apresentaram quantidades 

diminuídas de promielócitos, blastos e bastonetes na medula óssea 

(aplasia medular), sem alteração no hemograma. Houve aumento dos 

níveis de CEdG no fígado, da metilação e hidroximetilação global do 

DNA hepático, e não foi observada alteração das marcas epigenéticas e 

adutos de DNA no rim ou na urina. 
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• Os animais diabéticos expostos ao BPA apresentaram aumento do 

número de eosinófilos e linfócitos na medula óssea, podendo-se sugerir 

a indução de um estado inflamatório alérgico, e aumento do número total 

de hemácias circulantes e do hematócrito. Houve aumento dos níveis de 

CEdG, da metilação e hidroximetilação global do DNA hepático, 

aumento dos níveis de 8-oxodG no DNA renal, sem alteração das 

marcas epigenéticas no rim, e não foi observada alteração dos adutos 

de DNA na urina. 

• Os dados obtidos apontam para a geração de ROS como uma 

importante via de cito- e genotoxicidade induzidas por BPA. Sua 

biotransformação para BPA-3,4-quinona nos modelos utilizados parece 

ter menor importância para os efeitos, uma vez que não foi detectada a 

lesão BPA-Gua em nenhuma amostra de DNA, meio de cultura das 

células ou urina dos animais. Alterações metabólicas induzidas por BPA 

e ROS podem favorecer as alterações das marcas epigenéticas 

observadas no DNA das células HL-60, MCF-7 e fígado dos animais. 

Todas essas alterações podem contribuir para a transformação maligna 

de células expostas ao BPA. 
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8. Anexos 

8.1 Ficha do Aluno 
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8.2 Currículo Lattes 
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8.3 Intrusções para os membros da banca 
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8.4. Certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 
FCFUSP  
	

 O título desta Tese foi alterado ao final do desenvolvimento do projeto 

por motivo de clareza. Entretanto, o uso dos animais ocorreu exatamente como 

descrito no processo aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP (certificado apresentado 

abaixo). 
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