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RESUMO

Determinacdao in vitro da toxicidade oral aguda do Bisfenol A pelo ensaio de
vermelho neutro

O cultivo celular € um método alternativo ao uso de animais amplamente
utiizado a fim de se estudar os mecanismos e respostas celulares in vitro,
correlacionando e fornecendo dados preliminares para experimentos in vivo. O teste
de citotoxicidade pelo ensaio de vermelho neutro tem por finalidade estimar a dose
inicial para teste de toxicidade aguda oral sistémica in vivo, sendo validado por
agéncias internacionais como a OCDE em seu protocolo intitulado “Documento guia
para testes de citotoxicidade para estimar doses iniciais de toxicidade sistémica
aguda oral’. Dessa forma, este estudo baseou-se neste protocolo da OCDE para
investigar a citotoxicidade do bisfenol A, um composto sintético vastamente utilizado
na indastria de polimeros e reconhecido como um desregulador enddcrino, com
muitos efeitos adversos a saude humana relacionado a sua exposicao. Foi cultivada a
linhagem celular 3T3 — Swiss albino em meio DMEM High Glucose sem phenol red
suplementado com 10% de soro fetal bovino. A cultura celular foi exposta ao bisfenol
A por 48h e posteriormente corada com vermelho neutro, medindo a absorbancia em
espectrofotometro. O valor encontrado para o ICso do bisfenol A em cultura celular foi
9 pg/mL, sendo possivel predizer a dose letal mediana (LDso) para experimentos in
vivo como 2025mg/kg.

Palavras-chave: Citotoxicidade, desregulador enddcrino, I1Cso, LDso



ABSTRACT

In vitro determination of acute oral toxicity of Bisphenol A by neutral red uptake
assay

Widely used to study in vitro cellular mechanisms and responses, cell culture is an
alternative method to animals testing, correlating and providing preliminary data for in
vivo experiments. The purpose of the cytotoxicity test by the neutral red uptake assay
is to estimate the initial dose for in vivo systemic acute oral toxicity test, being
validated by international agencies such as the OECD in its protocol entitled
“Guidance document on using cytotoxicity tests to estimate starting doses for acute
oral systemic toxicity tests”. Thus, this study was based on this OECD protocol to
investigate the cytotoxicity of bisphenol A, a synthetic compound largely used in the
polymer industry and recognized as an endocrine disruptor, with many adverse effects
on human health related to its exposure. The 3T3 - Swiss albino cell line was cultured
in DMEM High Glucose medium without phenol red, supplemented with 10% fetal
bovine serum. The cell culture was exposed to bisphenol A for 48 hours and then
stained with neutral red dye, and measured the absorbance in a spectrophotometer.
The value found for the 1Cso of bisphenol A in cell culture was 9 pg/mL, predicting the
median lethal dose (LDso) for in vivo experiments as 2025 mg/kg.

Keywords: Cytotoxicity, endocrine disruptor, 1Cso, LDso
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1. INTRODUCAO
1.1. Cultura de células

A cultura de células é um método bem estabelecido e uma ferramenta
indispensavel na investigacdo e pesquisa basica e aplicada em biologia celular e
molecular, fisiologia, biotecnologia e medicina. O cultivo celular € amplamente
utilizado a fim de se estudar os mecanismos e respostas celulares que ocorrem in
vivo, assim como o mapeamento e compreensdo dos mecanismos biofisicos e
biomoleculares e, em funcdo de sua grande utilidade e sua forma relativamente
simples de cultivo, baixo custo e altamente produtiva, o cultivo de células se tornou
um importante aliado de estudos béasicos e clinicos na éarea de medicina,
desenvolvimento de medicamentos e estudos de toxicidade. (AOKI et al., 2016;
DUVAL et al., 2017; YAO; ASAYAMA, 2017).

O método permite controlar o ambiente fisico-quimico (pH, temperatura,
pressdo osmotica e a concentragdo de Oz e CO2) e as condig¢des fisiologicas, como
presenca de hormonios e fatores de crescimento, que podem ser mantidas
relativamente constantes, embora haja discrepéncia entre a cinética celular in vitro e
in vivo, devido a restricdes na reprodutibilidade de um microambiente artificial idéntico
ao ambiente fisioldégico natural. (AOKI et al., 2016; DUVAL et al., 2017; FRESHNEY,
2005; YAO; ASAYAMA, 2017).

Para a metodologia ideal é necessario utilizar parametros que garantam o
controle de qualidade das culturas e dos ensaios, assim como as boas praticas de
cultura celular e boas praticas de laboratério (PAMIES et al, 2018). A escolha do meio
de cultura que sera utilizado para cada linhagem se deve ao fato de que cada tipo
celular requer elementos nutricionais diferentes e esses serdo fornecidos através do
meio de cultura e suplementos. Além disso, o meio deve fornecer as condi¢gdes ideais
de pH e osmolaridade para que, juntamente com o ambiente fisico que permite a
aderéncia celular, etapa essencial para o estabelecimento de uma cultura em
monocamada, esta possa se fixar e desenvolver, garantindo um bom nivel de
confluéncia e consequentemente maiores chances de sucesso (BAUST et al., 2017).

Assim, a fim de se garantir a padronizacéo, robustez e a reprodutibilidade dos
testes in vitro, protocolos e documentos de boas praticas de culturas celulares e

meétodos in vitro foram estabelecidos ao longo do tempo e, a nivel internacional, o
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documento da Organizacao para Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico - OCDE,
intitulado de “Guidance Document on Good In vitro Method Practices” tem caréater
orientativo e protocolos rigorosos descrevendo cada etapa, visando o
desenvolvimento de métodos de teste, a padronizagdo, a confiabilidade, a validacéo e
aceitacdo internacional, para que possam ser utilizados como documentos
regulatérios (ESKES et al., 2017).

1.2. Métodos alternativos ao uso de animais

Em 1959 foi apresentado o principio dos 3R’s no livro “The Principles of
Humane Experimental Technique”, de William Russel e Rex Burch, que abordou
sobre a ética do uso de animais em pesquisas. Neste livro, trés capitulos foram
destinados a explicacdo e exemplificacdo de cada um dos 3R’s, sendo eles:
substituicdo (Replacement), reducdo (Reduction) e refinamento (Refinement). De
maneira simplificada, este principio significa uma reducdo no numero de animais
empregados em procedimentos experimentais na pesquisa cientifica, aprimoramento
dos métodos ja existentes para a diminuicdo do sofrimento ao minimo possivel e
busca por métodos alternativos que substituam sempre que possivel 0os ensaios in
vivo com mamiferos e a garantia do bem-estar animal (HARTUNG, 2011; BURM et
al., 2014; AVEY et al., 2015; ESTEVES-PEDRO et al., 2018; KIM et al., 2019).

Buscando a padronizacdo de métodos com o propésito de seguir os 3R’s, a
OCDE, uma organizacao internacional atuante ha quase 60 anos no estabelecimento
de normas internacionais, tem como uma de suas diretrizes os métodos alternativos
ao uso de mamiferos. As Diretrizes da OCDE sé&o aceitas internacionalmente como
métodos padrdo para testes de seguranga, como o Teste de Produtos Quimicos, que
€ uma ferramenta exclusiva para avaliar os efeitos potenciais de produtos quimicos na
saude humana e no meio ambiente.

No Brasil, o 6rgdo responsavel pela regulamentacdo do uso de animais na
pesquisa e educacdo e pela definicdo das diretrizes éticas, monitoramento e
avaliacdo de técnicas alternativas que substituam o uso de animais é o Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA, que foi instituido com a
aprovacao da Lei Arouca, em 2008.

Por sua vez, o Centro Brasileiro para Validacdo de Métodos Alternativos
(BraCVAM - Brazilian Center for Validation of Alternative Methods) é responséavel por

validar métodos alternativos ao uso de animais na experimentacdo e na educacao no
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Brasil que, ao receber uma demanda, analisard e encaminhara a solicitacdo ao
Conselho Diretor da RENAMA (Rede Nacional de Métodos Alternativos ao uso de
animais) que identificara quais laboratérios poderdo participar e executar o processo
de validagdo (FIOCRUZ). De acordo com a resolucdo normativa n°® 18, de 24 de
setembro de 2014, art. 5°, inciso Ill, da Lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008, sao
reconhecidos atualmente, 17 métodos alternativos para o uso de animais pelo
CONCEA.

A partir do principio dos 3R’s, varios métodos alternativos ao uso de animais
foram surgindo e, entre eles, os modelos de cultivo celular para testes in vitro,
utilizado para correlacionar e fornecer dados preliminares para experimentos in vivo.
Além da reducdo e substituicdo de animais experimentais, ensaios in vitro séo
experimentos com condi¢cdes controladas, normalmente mais rapidos, com menor
custo e apresentam menor variabilidade entre replicas, jA& que podem ser
reproduzidos mais facilmente (ESTEVES-PEDRO et al., 2018; KIM et al., 2019)

Recentemente tém se expandido o desenvolvimento e a validacdo de métodos
alternativos para ensaios de toxicidade, como substituicdes dos testes de irritabilidade
dérmica e de toxicidade sisttmica aguda pelo ensaio de vermelho neutro. Assim, a
necessidade de animais experimentais é reduzida e os testes sdo melhores
delineados para seu uso, substituindo experimentos antiéticos ou que possam causar

sofrimento, dor e mal-estar aos animais (KIM et al., 2019).

1.3. Método OCDE TG 129

O documento “Guia para testes de citotoxicidade para estimar doses
iniciais de toxicidade sistémica aguda oral” é um ensaio in vitro que tem por
finalidade estimar a dose inicial para teste de toxicidade aguda oral in vivo, por meio
da avaliacdo de citotoxicidade pelo corante supravital vermelho neutro (VN). Esse
composto € um corante catibnico fraco que penetra membranas celulares e se
concentra no interior dos lisossomos, onde um gradiente de prétons garante um pH
mais acido, permitindo a ligacdo do corante com grupos fosfato e aniénicos da matriz
lisossomal (ATES et al., 2017).

Esse procedimento € baseado na capacidade da ceélula em absorver e
incorporar 0 VN em seus lisossomos. Os compostos toxicos podem alterar a
membrana celular e do lisossomo, causando mudancas adversas, 0 que pode inibir o

crescimento celular ou leva-la a morte, reduzindo a quantidade de corante VN que é
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retido pela cultura. Assim, esse teste expressa a toxicidade celular como uma reducéo
dependente da concentracdo do vermelho neutro apds a exposicdo das mesmas a
substancia teste, pois quanto menor for a concentracdo do corante, maior é a
quantidade de células inviaveis e mortas, ou seja, afetadas pelo composto teste.

Esse método é recomendado para consideracdo de rotina antes do uso de
ratos para estudos de toxicidade aguda por agéncias reguladoras e de saude publica
dos EUA (ICCVAM, 2006). Assim, o teste do VN preconiza a néo utilizagcdo de
animais experimentais para estabelecer as doses iniciais de toxicidade aguda oral e
pode reduzir 0 nimero de animais requeridos para futuros testes em até 50%
(ICCVAM, 2006).

1.4. Bisfenol A

O bisfenol A (4,4'-dihidroxi-2,2-difenilpropano ou 2,2-bis (4-hidroxifenil)
propano), (CAS 80-05-7) é um composto sintético muito utilizado na industria,
principalmente na producéo de polimeros (policarbonato, resinas epoxi, polisulfonas e
outros) como garrafas plasticas, garrafées retorndveis de agua, revestimentos de
comidas e bebidas enlatadas, mamadeiras e equipamentos esportivos, uma vez que
apresenta alta transparéncia e resisténcias térmica e mecanica (ANVISA).

O BPA é um composto analogo ao estrégeno, com estrutura quimica muito
semelhante ao 17-B-estradiol e devido a isso acredita-se que esta substancia
manifesta efeitos de desregulador endocrino, interagindo com varios receptores, tais
como o receptor de estrogénio e androgénio, podendo modificar respostas celulares,
e assim causar efeitos adversos (WELSHONS et al. 2006; VANDENBERG et al.,
2007; CAVALIERI & ROGAN, 2010; MA et al. 2019). Além disso, possiveis efeitos na
saude humana foram relacionados com a exposicao ao bisfenol A, tais como maiores
taxas de obesidade em mulheres, sindrome do ovario policistico, implicacbes na
fertilidade, influéncias no sistema imunoldgico e influéncias no desenvolvimento,
diferenciacdo e fungcdo do sistema nervoso central (VANDENBERG et al. 2007;
WETHERILL et al. 2007; MA et al. 2019). O bisfenol A é ingerido pelo consumo de
produtos citados anteriormente e é relacionado com potenciais efeitos carcinogénicos,
podendo ocasionar cancer de mama, de ovario, Utero, cancer de prostata, testiculo,
entre outros (WETHERILL et al., 2007; PTAK et al., 2014; MA et al., 2019).

Em alguns paises como Dinamarca, Canada e Estados Unidos da América o
emprego do bisfenol A foi proibido. A importacao e fabricagdo de produtos infantis que
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contenham bisfenol A, como mamadeiras, foram proibidas inclusive no Brasil
(ANVISA). Contudo, esta substancia ainda continua sendo amplamente utilizada.

Estudos de biomonitoramento feitos pelo The National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) entre 2003 e 2004 e conduzido pelo Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) avaliaram 2517 amostras de urina da
populacdo dos Estados Unidos da América acima de 6 anos, mostrando que 93%
delas continham niveis detectaveis de bisfenol A. Os valores nos niveis de bisfenol A
duplicaram desde o estudo feito entre 1988 e 1994 pela mesma instituicdo. Os novos
dados mostraram que a substancia estava presente em pessoas do mundo todo e
sendo encontrado além da urina, no leite materno, soro de mulheres gravidas, sangue
do cordado umbilical e outros, indicando uma maior exposicdo dos humanos ao
bisfenol A (WELSHONS et al., 2006; CALAFAT et al., 2007; SHELBY, 2008; MA et al.,
2019).

De acordo com Welshons et al. (2006), a preocupagdo com a exposicao ao
bisfenol A se da por trés fatores: “1) identificagdo de mecanismos moleculares
mediadores de efeitos em tecidos humanos e animais a doses muito baixas, 2) efeitos
in vivo em animais experimentais causados por doses baixas dentro da faixa de
exposicdo humana e 3) exposicdo humana generalizada a niveis de bisfenol A que
causam efeitos adversos em animais”. Todos os fatores sdo baseados nas
informacdes de que mesmo em doses muito baixas, o bisfenol A é capaz de estimular
respostas celulares adversas.

Em seu estudo, Kim et al. (2018) demonstraram que concentracdes
submicromolar do BPA podem promover proliferacdo celular em hepatdcitos, que
estdo associados com danos ao DNA. Essa proliferagédo celular induzida por baixas
doses de BPA pode indicar um risco potencial para o desenvolvimento de cancer no
figado. Filippis et al. (2018) mostrou que doses baixas, mas ambientalmente
relevantes de BPA podem afetar a sensibilidade a insulina do tecido adiposo devido
ao desenvolvimento de um estado inflamatério crénico de baixo grau, diminuindo a
taxa de captacdo de glicose e sugerindo que o BPA pode contribuir para o
desenvolvimento da diabetes e obesidade.

Efeitos no ambiente relacionados ao BPA também foram demonstrados. Cano-
Nicolau et al. (2016) utilizaram em seu estudo o peixe-zebra, um organismo modelo e
muito estudado, a fim de analisar os potenciais estrogénicos de alguns tipos de
bisfendis, incluindo o bisfenol A. Foi demonstrado no estudo que o BPA ativa
significativamente a expressao do gene cyplOalb (aromatase B), um gene especifico


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001393511930372X?via%3Dihub#bib85
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do cérebro e considerado um dos mais sensiveis para estrogénio em peixes. Essa
atividade estrogénica pode desencadear um desenvolvimento embriolégico anormal
do peixe-zebra, mais especificamente do sistema nervoso, afetando todo o
desenvolvimento. Portanto, a exposicdo ao BPA também pode causar efeitos nocivos
em organismos aquaticos, sendo um preocupante poluente desse ecossistema
(REDDY et al., 2018). Em outros estudos, doses significativas de BPA no ambiente
causaram inibicdo da maturacdo do odécito do peixe-zebra por meio de uma via de
sinalizacdo de estrogénio ndo-gendémica, sugerindo que o bisfenol A também pode
agir sob mecanismos epigenéticos, através de modificacdes nas histonas e alteracdes
na metilacdo do DNA (FITZGERALD et al., 2015; BAMBINO; CHU, 2017; REDDY et
al., 2018).

Em relacdo ao efeito do bisfenol A em plantas, Jiao et al. (2014) observaram
gue a exposicdo de mudas de soja a baixa dosagem de BPA (1,5mg/L) promoveu a
biossintese de clorofila através do aumento da atividade de enzimas-chave. J4 em
dosagem alta (17,3mg/L e 50mg/L), as mudas de soja expostas ao bisfenol A
apresentaram reducéo significativa da biossintese de clorofila, por meio da diminuig&o
da atividade de enzimas-chave. Da mesma forma, Kim et al. (2018) avaliaram a
toxicidade do BPA no solo de feijao mungu, observando que concentracdes mais altas
afetaram a quantidade de clorofila e a capacidade fotossintética, inibindo o
crescimento do caule e o desenvolvimento da raiz por consequéncia, assim como
uma influéncia no tamanho da abertura estomatica da planta.

Doses elevadas do bisfenol A podem ter efeitos adversos no organismo,
porém, este estudo busca identificar doses iniciais de toxicidade oral aguda a partir de
experimentos in vitro, seguindo o protocolo de seguranca preconizado por agéncias
internacionais e aceitas pela legislacdo do Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) e CONCEA. Apesar de existirem resultados na literatura sobre a
toxicidade do bisfenol A, ndo ha informacdes sobre ensaios realizados seguindo as
normas da OCDE.

Sendo assim, o objetivo desse estudo sera de padronizar no Laboratorio de
Biologia Celular e Molecular (BIOCEMOL) — CENA/USP, o protocolo nimero 129 da
Agéncia Internacional OCDE, intitulado “Documento guia para testes de citotoxicidade
para estimar doses iniciais de toxicidade sistémica aguda oral”’, sendo a substancia

teste o bisfenol A.

2. MATERIAL E METODOS



16

Os estudos foram conduzidos no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular,
da Divisdo de Produtividade Agroindustrial e Alimentos, do Centro de Energia Nuclear
na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, Sdo Paulo. Neste estudo nao
foi utilizado nenhum animal ou gerado quaisquer residuos quimicos com impacto ao
ambiente, ndo sendo necessario um parecer da Comissdo de Etica para sua

realizacao.

2.1. Culturacelular

A linhagem celular utilizada neste estudo foi a 3T3 — Swiss albino (ATCC® CCL-
92™), as quais foram adquiridas e cedidas pelo Professor Rondinelli Donizetti
Herculano, do Laboratério de Bioengenharia e Biomateriais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP - Araraquara (SP). As células foram cultivadas seguindo
metodologia preconizada pelo banco de células da ATCC (American Type Culture
Collection) conjuntamente com o direcionamento do protocolo N°129 da OCDE. Os
viais criopreservados contendo 1x10° células/mL foram descongelados em banho-
maria a 37°C. Posteriormente, a solucédo foi centrifugada a 1.200 RPM por 5 minutos.
O sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 1mL de meio de cultura DMEM High
Glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Médium - GIBCO, 11995-065) sem phenol red,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, F7524). Foram
plagueadas 4x10° células/mL em garrafas de cultura de 75cm? com 10mL do mesmo
meio de cultura descrito e mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO2, com troca
de meio de cultura e observacdes ao microscépio invertido a cada 72 horas.

Apés atingirem confluéncia de aproximadamente 80% (72 horas), a passagem
das células foi conduzida utilizando-se TrypLE™ Express (GIBCO, 12604-021)
durante 5 minutos a 37°C. Subsequentemente, estas foram centrifugadas a 1.200
RPM por 5 minutos para remogédo do TrypLE™ Express e contadas em camara de
Neubauer para o teste de viabilidade com azul de tripan 0,4%. Esse corante é
utilizado para estimar a proporcdo de células viaveis e ndo viaveis em uma
populacéo, j& que ele reage e colore de azul as células que estejam com a membrana
danificada, ou seja, inviaveis. Assim, facilita a visualizacdo das células e sua
morfologia e distingue-as entre vivas e mortas.

Apo6s a verificagdo da viabilidade, as células foram subcultivadas ou entdo
criopreservadas em nitrogénio liquido em solugédo de 5% de dimetilsulféxido (DMSO)
e soro fetal bovino, na concentragédo de 1x10° células/mL.
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2.2. Teste de deteccédo de Mycoplasma

Mycoplasma é um género de bactérias de facil proliferacdo em cultura
celular. Por conta disso, a sua contaminacdo causa grandes danos ao experimento e
analises, podendo causar variagcdes adversas nas ceélulas e induzir a falsos
resultados. Assim, sempre deve ser realizado o teste de Mycoplasma anteriormente
ao inicio do experimento para garantia de seguranca e esterilidade.

A deteccdo da bactéria Mycoplasma (classe Mollicutes) foi realizada
utilizando-se do kit Venor™ GeM Mycoplasma Detection Kit (Sigma-Aldrich, MP0025)
com a cultura celular ja estabilizada em meio DMEM High Glucose sem phenol red,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, cultivadas na auséncia de antibioticos e
antimicoticos por pelo menos 2 passagens. Esse teste emprega a reacao em cadeia
da polimerase (PCR) como o método de maior sensibilidade na deteccdo de
contaminagao por Mycoplasma e Acholeplasma em culturas celulares.

Para o método de PCR, as amostras do sobrenadante do cultivo celular
foram aliquotadas anteriormente ao processo de tripsinizacdo das células e
posteriormente transferido 100puL para um microtubo de centrifugacdo estéril. As
amostras foram aquecidas a 95 °C por 5 minutos e rapidamente centrifugadas (5
segundos). Adicionou-se 2uL das amostras do sobrenadante no microtubo contendo o
Mastermix. Para o preparo do MasterMix adicionou-se, para cada amostra, 13,8uL de
agua deionizada (DNA free), 2,5uL de solucdo tampao de PCR 10x (reaction buffer),
2,5uL de primer/mix de nucleotideos, 2,5uL de controle interno, 1,5uL de cloreto de
magnésio 50 mM (Invitrogen™ - Numero de Catélogo: 10966-020) e 0,2uL de
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen - Niumero de Catalogo: 10966-020). Além
das amostras do sobrenadante, o mix da reagdo também foi utilizado para o controle
negativo e controle positivo.

As amostras foram levadas para reacéo no Termociclador, o qual o programa
do ciclo térmico compreendeu:

1 ciclo 94°C por 2 minutos

39 ciclos 94°C por 30 segundos
55°C por 1 minuto
72°C por 30 segundos

Resfriamento 4 -8°C
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ApoOs a reacdo, as amostras foram analisadas em eletroforese em gel de
agarose. Para o preparo do gel, utilizou-se 1,5% de agarose ultrapura, tampdo TAE
(Tris, Acido Acético e EDTA) e gel red (3 pL para cada 100 mL gel). O gel contendo
2,5 pL das amostras provenientes da reacdo de PCR misturadas com azul de
bromofenol por lane foi colocado em camara de eletroforese a 80V por 50 minutos.
2.3. Teste de solubilidade do Bisfenol A
O protocolo N°129 da OCDE apresenta em seu ANEXO 5 um protocolo para
determinacao da solubilidade da substancia teste (figura 1). Esse protocolo identifica
o solvente que oferece a maior concentracdo solUvel da substancia teste nos testes
de citotoxicidade. Os solventes em ordem de preferéncia, sdo: meio de cultura,
dimetilsulféxido (DMSO) e Etanol (EtOH). A determinagédo do solvente a ser utilizado
foi baseada em observacao visual, utilizando um microscopio e a melhor escolha do
solvente é aguela em que a substancia € limpida e ndo apresenta cristais e/ou

precipitados.

Figura 1: Diagrama para determinacao da solubilidade da substancia teste
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Anexo 5 contido no protocolo N°129 da OCDE em que demonstra o diagrama de determinacédo da
solubilidade da substéncia teste em meio de cultura, dimetilsulféxido (DMSO) e etanol (EtOH).
Fonte: Protocolo OCDE n.129, Anexo 5 p.45.

A substancia escolhida para ser testada neste ensaio foi o Bisfenol A — BPA =

99% (4,4 isopropilidonodifenol - Supelco® - Niumero de Catalogo: 239658).
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O protocolo de solubilidade for rigorosamente seguido a cada etapa, como
demonstrado no diagrama acima. Procedimentos de homogeneizacdo descritos no
protocolo também foram realizados, como homogeneizag¢édo da solu¢éo no vortex por
1 a 2 minutos e aquecimento no banho-maria a 37°C por 5 a 60 minutos. A verificagéo
de sinais de turbidez e/ou precipitados na solucao foi realizado em cada etapa, até

alcancar a completa solubilidade do composto no solvente apropriado.

2.4. Teste de vermelho neutro

2.4.1. Range Finder

O range finder é um teste de citotoxicidade que foi utilizado para determinar as
doses iniciais para o teste principal. A substancia teste (BPA) foi diluida em oito
concentracdes diferentes, abrangendo uma maior faixa de concentracao.

A maior concentracdo da substancia teste aplicada as células no range finder
foi de 1/200 da maior concentracdo encontrada no teste de solubilidade para a
substancia solivel em DMSO. Além disso, a concentracdo final do solvente nédo
ultrapassou 0,5% (v/v).

Assim, foi utilizada a solucdo estoque de BPA 20mg/mL, a primeira
concentracdo testada foi 0,1mg/mL. Portanto, a solu¢cdo estoque foi diluida na
proporcao de 1:10 por duas vezes, resultando em uma concentracéo de 0,2 mg/mL. A
partir desta solucéo, sete diluicbes seriadas na propor¢cao de 1:10 foram feitas para a
aplicacdo na placa, uma concentragcdo em cada coluna (C1 a Cs), como mostra a
figura 2. Foram aplicados 50uL das solucbes na placa de 96 pocos, onde 50uL do
meio de cultura j& estava presente, para diluir pela metade e resultando nas seguintes
concentracbes: Ci: 100 pg/mL; C2: 10pg/mL; Cs: 1upg/mL; Ca: 0,1pg/mL; Cs:
0,01pg/mL; Ce: 0,001pg/mL; C7: 0,0001pg/mL e Cs: 0,00001pg/mL.

Para o range finder, a placa de 96 pocos foi montada da seguinte forma (Figura
2): nos pogos Ci1 a Cs havia oito diferentes concentragbes com seis repeticdes de
cada do BPA. Além disso, esta placa contou também com o controle de veiculo (CV),
que consistiu em meio de cultura acrescido do solvente na mesma concentragédo que
foi utilizado para diluir a substancia teste.

Para o teste do vermelho neutro, as células foram subcultivadas por, no
minimo, duas passagens e entdo plaqueadas em uma placa de 96 pocos (Figura 2)

numa densidade de 3x10° células/mL contendo 100uL meio de cultura DMEM High
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Glucose sem phenol red e suplementado com 10% de SFB, incubada a 37°C por 24
horas. Posteriormente, o meio de cultura foi retirado e adicionado 100uL do meio que
contém a substancia teste — Bisfenol A - com oito concentracdes diferentes. Apds 48
horas de incubacéo, cada poc¢o da placa foi examinado no microscoépio invertido para
identificar qualquer alteracdo morfolégica ou de crescimento das células. As placas
foram invertidas para remover os meios contendo o BPA e lavadas com 250 uL de
PBS. Foi adicionado 250uL da solugédo que continha 25ug/mL do corante vermelho
neutro (Sigma-Aldrich, N2889) em meio de cultura com 5% SFB, em todos 0S po¢os
da placa e incubado a 37°C e 5% de COz2 por 3 horas. Apos o periodo de incubacéo,
a solucdo foi retirada invertendo as placas e novamente lavadas com PBS. Adicionou-
se 100pL de solucao de dessorgéo do vermelho neutro (50 partes de etanol, 49 partes
de agua e uma parte de acido acético glacial, preparada no momento da utilizacéo) e
as placas foram colocadas em agitador de 30 a 40 minutos, protegendo-as da luz. Por
fim, foi medida em espectrofotdbmetro a absorbancia de todos os pocos a 540nm.

O calculo do IC50 das concentracdes utilizadas no range finder foram a base

das concentragdes utilizadas no teste principal.

2.4.2. Teste principal

O teste principal utilizou a concentracdo mais proxima do ICso observada no
range finder como ponto médio e, a partir disso, sete novas concentracdes foram
feitas com um fator de diluicdo menor, para determinar o valor final do ICso. O fator de
diluicdo usado para o teste principal foi 1,47.

Para o teste principal, além de uma placa contendo a substancia teste, também
é feito uma placa controle positivo, a qual utilizou-se o dodecil sulfato de sédio (SDS)
nas concentracdes de C1: 100pg/mL; C2: 68,1ug/mL; C3: 46,4ug/mL; C4: 31,6ug/mL;
C5: 21,5pg/mL; C6: 14,7ug/mL; C7: 10ug/mL e C8: 6,8ug/mL, solubilizado em meio

de cultura, também utilizando o fator de diluigéo 1,47.


https://context.reverso.net/traducao/portugues-ingles/de
https://context.reverso.net/traducao/portugues-ingles/de+dessor%C3%A7%C3%A3o+do+vermelho+neutro
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Para o teste principal, duas placas de 96 pocos foram utilizadas
simultaneamente da seguinte forma: em uma estavam contidas oito diferentes
concentracdes (Ci1 a Cs) com seis repeticoes de cada do controle positivo (SDS) para
se obter uma curva padrao completa de dose-resposta. Em outra placa, o gabarito foi
0 mesmo visualizado na figura 2 e no range finder, sendo C1 a C8 as amostras com
BPA, também preparadas em oito concentracdes com seis repeticbes cada. O
controle de veiculo (VC) consistiu somente no meio de cultura para a placa do
controle positivo e meio de cultura acrescido do solvente para a placa com BPA.

Foram seguidos todos os passos do teste de vermelho neutro descritos acima.

Figura 2: Configuracdo da placa de 96 pocos
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C;1-Cg sdo as oito concentragfes do controle positivo ou da substancia teste. Cxb séo brancos — contém
o controle positivo ou substancia teste, mas ndo contém células. VC séo os controles de veiculo, os
quais contém células, meio de cultura e o solvente (se utilizado), sem a substancia teste. VCb nao
contém células, apenas. Fonte: Protocolo OCDE n.129, Anexo 4 p.42.

2.5. Célculo do ICs0 e LDso

O valor do ICsp é caracterizado pela concentracédo da substancia capaz de inibir
o0 crescimento de células em 50% quando comparado com o controle. Para este
calculo, primeiramente foram calculados os seguintes parametros: média geral das
absorbéancias dos brancos (VCb), média geral e corrigida das absorbancias dos
controles de veiculo (VC), média corrigida das absorbancias de todas as
concentragbes de substancia teste (C1 a Cs) e a viabilidade relativa das células
tratadas com cada concentracdo do ativo, assumindo o controle do veiculo como

100% de viabilidade. Posteriormente foi utilizado o programa GraphPad Prism
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(versao 5.0), onde os valores de concentracdo da substancia teste, os brancos (VCb)
e a viabilidade celular das células tratadas com o bisfenol A foram analisadas em
conjunto para obtencdo do valor do ICso. Esse valor é utilizado em uma equacéo de
regressao linear para estimar o LDso, Ou seja, a concentracao da substancia capaz de
provocar a morte de 50% dos animais em teste. A equacao aplicada tem a seguinte

formula:

Log LDso(mmol/kg) = 0,439 * log ICs0 (mMM) + 0,621

Apo6s converter o LogLDso em LDso, multiplica-se o valor obtido pelo peso
molecular da substancia teste em mg/mmol, para obter o LDso em mg/kg.
Os critérios de aceitacao do teste de vermelho neutro séao:

1) o branco deve apresentar uma absorbancia de aproximadamente 0,05.

2) A absorbéancia esperada para o controle do veiculo € 0,476 + 0,117.

3) O ICso esperado do controle positivo (SDS) deve ser 41,5 + 4,85 pg/mL.

4) A média corrigida do controle de veiculo 1 e 2 (VC1 e VC2, vide figura 2) ndo
devem diferir mais de 15% da média corrigida de todos os controles de veiculos.

5) Deve ser encontrado pelo menos um valor de citotoxicidade maior que 0% e menor
ou igual a 50% e pelo menos um valor maior que 50% e menor que 100%.

6) O controle positivo deve apresentar um R? maior ou igual a 0,85 calculado pela

funcao Hill.
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3. RESULTADOS

3.1. Cultivo celular

O cultivo celular foi iniciado anteriormente com o objetivo de estabelecer um
banco de células seguro e disponivel para os testes de vermelho neutro com a
substéancia teste bisfenol A. As células da linhagem 3T3 — Swiss albino (ATCC® CCL-
92™) foram cultivadas seguindo a metodologia descrita para a expanséo da cultura.
Apoés 72h as células apresentavam morfologia alongada e aderéncia na garrafa, com
aproximadamente 80% de confluéncia (Figura 3). As células foram tripsinizadas e
coradas com o marcador azul de tripan e, apds a contagem, foi possivel constatar
uma viabilidade celular média de 99%, evidenciando um crescimento celular 6timo e
uma alta taxa de sobrevivéncia.

Figura 3: Monocamada de células 3T3 — Swiss albino ap6s 72h de expansao.

A sequéncia de imagens mostra o cultivo celular da linhagem 3T3 apés 72h de expanséo. As letras
indicam o aumento utilizado para a visualizagéo no microscopio 6ptico, sendo
a: aumento de 4x. b: aumento de 10x. ¢c: aumento de 20x. d: aumento de 40x.
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3.2. Deteccao de Mycoplasma

O teste de Mycoplasma foi realizado a partir de amostras do sobrenadante,
aliguotadas anteriormente ao processo de tripsinizagao e centrifugagédo das garrafas
de cultivo. Como descrito na metodologia, o teste baseou-se em PCR e analise do gel
de eletroforese, o qual continha duas amostras celulares, um controle negativo e um
controle positivo. A contaminacao por esse género de bactéria é demonstrada no gel
guando ha uma banda com 270 pb, demonstrado na figura 4 pelo controle positivo.
Por conta da sensibilidade do teste, € descrito no protocolo que o CP pode apresentar
uma banda fraca em 191 pb. Portanto, as amostras ndo apresentaram contaminacao
por Mycoplasma (Figura 4) e foram utilizadas para a manutencdo do cultivo celular e

do teste do vermelho neutro.

Figura 4: Gel de agarose apos eletroforese para deteccédo de Mycoplasma

270 pb
191 pb

M: Marcador de peso molecular; BC: Branco; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; 1
e 2: Amostras do sobrenadante do cultivo das células 3T3.

3.3. Solubilidade do Bisfenol A

Para o teste de solubilidade do bisfenol A inicialmente foi pesado 100mg da
substancia e acrescentado 500uL de meio de cultura DMEM High Glucose sem

phenol red, obtendo-se uma concentragdo de 200mg/mL. Nesse teste com 0 meio, 0
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bisfenol A ndo foi completamente solavel, sendo possivel observar precipitacdes no
tubo de ensaio. Seguindo o protocolo do anexo 5, foram realizados testes com as
concentracbes posteriores em meio de cultura, nos quais o BPA também néo foi
completamente solubilizado. O solvente subsequente utilizado foi o dimetilsulfoxido,
prosseguindo o protocolo de solubilidade até a concentracdo de 20mg/mL em DMSO,
a qual o BPA foi completamente solubilizado, obtendo uma solucdo com uma
aparéncia limpa e clara, sem precipitacdes na solucao estoque (BPA 20mg/mL) e nas
diluicdes seriadas realizadas em meio de cultura. Portanto, o veiculo de dissolugdo da

substancia teste utilizado nesse estudo foi o DMSO.

3.4. Ensaio de vermelho neutro

3.4.1 Range Finder

ApoOs analises do teste range finder, o valor do ICso encontrado para o BPA foi
9 ug/mL (Figura 5). A partir desse dado foi calculado a concentracdo dos oito pontos a
serem utilizados no teste principal do vermelho neutro utilizando o fator de diluicdo
1,47. O ICso encontrado foi fixado como ponto médio e foram adicionadas quatro

concentracfes acima do seu valor e trés abaixo.

Figura 5: Grafico do ICso do teste Range Finder
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Gréfico do teste range finder que demonstra a viabilidade celular em 50% na concentracéo de
9 ug/mL do BPA.
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As concentracdes para o teste principal com BPA estdo apresentadas abaixo

na Tabela 1. Simultaneamente foi testada a placa de 96 pocos contendo SDS

(controle positivo). Apds analises dos testes, foi possivel calcular o ICspo tanto do BPA

guanto do SDS, por meio do ensaio de citotoxicidade (Figura 6 e Tabela 2).

Tabela 1. Concentracdes do bisfenol A utilizadas no Teste Principal

Ca: 29 pg/mL Cs: 6 pg/mL
C2: 20 pg/mL Ce: 4 pg/mL
Cs: 13 pg/mL C7: 2,9 pg/mL
Ca: 9 pg/mL Cs: 2 pg/mL

Figura 6: Citotoxicidade do bisfenol A (A) e SDS (B) pelo ensaio de vermelho

neutro.
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Gréficos A e B: Células murinas 3T3 foram tratadas por 48h com diferentes diluicbes de BPA
(A) e SDS (B) e posteriormente incubadas com solucéo de vermelho neutro por 3h. A citotoxicidade foi
demonstrada pela auséncia ou redugcdo da absorcdo do vermelho neutro quando comparado ao

controle.



Tabela 2: Valores da média do ICso

Substancia Testada ICso (Ug/mL)
Bisfenol A (BPA) 9
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 41,03

Figura 7: Cultura celular controle (sem BPA) corada com vermelho neutro ap6s
48h em meio de cultura.

Cultivo de células 3T3 coradas com vermelho neutro apdés 48h em meio de cultura, sem exposi¢éo ao

BPA. As letras indicam o aumento utilizado para a visualizagdo no microscopio 6ptico, sendo

a: aumento de 4x. b: aumento de 10x. c: aumento de 20x.
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A citotoxicidade apresentada pelo ICso do bisfenol A acima pode ser visto nas
Figuras 7 e 8, que compara a cultura celular controle (sem BPA) com a cultura apés
exposta ao bisfenol A, ambas apdés 48h. Além de evidenciar a diferenca na
guantidade celular, pode-se observar a incorporacdo do vermelho neutro, que é
menos perceptivel nas células exposta ao bisfenol A, indicando que a célula foi

danificada pelo composto.

Figura 8. Cultura celular corada com vermelho neutro apés 48h de exposi¢cao ao
BPA (ICs50=9 pg/mL).

Cultivo de células 3T3 coradas com vermelho neutro apés 48h de exposi¢do ao BPA. As letras indicam
0 aumento utilizado para a visualizagdo no microscopio 6ptico, sendo
a: aumento de 4x. b: aumento de 10x. ¢: aumento de 20x.
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A partir das analises estatisticas e utilizando da formula presente no protocolo e
descrita acima, foi possivel calcular por meio do valor do ICso do BPA e predizer o

valor da LDso via oral, que foi de 2025 mg/kg.

4. DISCUSSAO

Ensaios para a avaliagdo de toxicidade utilizando metodologias alternativas, e,
dentre elas, ensaios in vitro, tem sido cada vez mais difundido e validado, reconhecido
por agéncias internacionais de validacdo de métodos. O ensaio de vermelho neutro
em células 3T3 para o teste de toxicidade oral aguda possui uma baixa taxa de falsos
negativos, entre 4% e 8% e apresenta uma alta sensibilidade, entre 92% e 96%
(ESTEVES-PEDRO et al., 2018).

O protocolo seguido neste estudo tem o propésito de utilizar testes in vitro para a
determinacdo das doses iniciais de toxicidade oral aguda em modelos in vivo, mais
especificamente em roedores. A premissa se baseia na utilizacdo do valor do ICso
para predizer o valor da LDso, cuja simulagédo pode reduzir a utilizagdo de animais
experimentais em até 50% (ICCVAM, 2006), auxiliando na substituicdo e refinamento
de técnicas (ESTEVES-PEDRO et al., 2018).

Assim, varios parametros sdo utilizados nesse protocolo para garantir a
padronizacdo e confiabilidade do teste. Neste estudo, recomenda-se uma Ssérie
decimal de concentracbes geométricas de diluicbes e estas podem ser usadas para
testes toxicologicos pois a série tem a vantagem de que experimentos independentes
com fatores de dose amplos ou estreitos podem ser facilmente comparados pois
compartilham concentracdes idénticas. Ressalta-se, ainda, que o teste principal
requer um fator de diluigdo menor do que o do range finder. Além disso, para validar o
ensaio € necessario o resultado do controle positivo, pois a substancia possui um
histérico de ensaios e valores de confiabilidade. Segundo o protocolo, o ICso esperado
para o SDS deve ser 41,5 + 4,85 pug/mL. O valor obtido nesse estudo foi 41,03 pug/mL,
como mostra a figura 6 e a tabela 2, que corrobora para a validacdo do teste. Os
critérios de aceitagdo do teste foram alcancados, estando as médias e valores obtidos
dentro do preconizado pelo teste.

O procedimento do ensaio de citotoxicidade é baseado na capacidade de células
viaveis incorporarem o corante vermelho neutro, que se difunde facilmente através da
membrana plasmatica e se concentra nos lisossomos. Os compostos potencialmente

toxicos podem causar reacdes adversas, alterando a membrana celular e dos



30

lisossomos, causando morte ou inibicdo do crescimento celular. Assim, a quantidade
do corante vermelho neutro retido pela cultura € diminuida e a citotoxicidade é
expressa atraves da concentracao-dependente da reducédo do vermelho neutro apos a
exposicdo ao composto, uma vez que a concentracdo de corante vermelho neutro
dessorvida das células cultivadas é diretamente proporcional ao numero de células
vivas (OECD, 2010)

Dessa forma, a citotoxicidade apresentada pelo valor do ICso do bisfenol A
também pdde ser evidenciada a partir da comparagéo entre as figuras 7 e 8, onde a
cultura celular controle (sem BPA) apresentou maior quantidade de células, assim
como uma viabilidade maior apds o ensaio de vermelho neutro. Pode se observar
também a incorporagdo do corante vermelho neutro pelos lisossomos, que é menor
na cultura celular exposta ao bisfenol A, indicando que a célula foi danificada pelo
composto.

Sendo assim, por meio do valor do ICso do BPA foi possivel predizer que o valor
da LDso via oral foi de 2025 mg/kg. Esse valor est4 de acordo com o reportado no
documento da European Chemicals Agency (ECHA), onde estudos com roedores
foram realizados registrando valores da dose letal mediana (LDso) via oral em torno de
2000 mg/kg até aproximadamente 5000mg/kg. Chapin et al. (2008) e Michatowicz
(2014) também encontraram valores nesta variacdo para toxicidade aguda oral,
reportando como LDso 3300 mg/kg a 4100mg/kg e LDso 2400mg/kg a 3250mg/kg,
respectivamente. Ressalta-se que ndo ha dados na literatura sobre o valor da LDso
obtido por essa metodologia preconizada pela OCDE (TG n° 129).

O valor encontrado nesse estudo, proximo a dose inicial verificada pelo ECHA,
pode ser justificado pelo ensaio ser conduzido em cultura celular, que apresenta
sensibilidade maior a substancias quando comparada ao um organismo complexo.
Em estudos futuros esse mesmo protocolo de ensaio de vermelho neutro pode ser
utilizado em modelos tridimensionais de cultivo celular, pois estes apresentam uma
maior semelhanga com modelos in vivo quando comparados a modelos de
monocamada (2D) (DUVAL et al., 2017).

Destaca-se que com valor predito do LDso pode-se estimar as doses iniciais para
testes de toxicidade oral aguda sistémica in vivo. O ICCVAM e o ECVAM
recomendam que estas doses sejam utilizadas no ensaio de Toxicidade Oral Aguda —
Método de Classe Toxica Aguda (CTA) - TG n°423 e no Procedimento Up and Down
(PUD) - TG n°425.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668914000313?via%3Dihub#!
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A dose inicial para o PUD é a préxima dose mais baixa do que o LDso predito. A
progressao para este método é de 1.75, 5.5, 17.5, 55, 175, 550 e 2000 mg/kg usando
um teste de limite de 2000 mg /kg ou 1.75, 5.5, 17.5, 55, 175, 550, 1750 e 5000 mg/kg
usando um teste de limite de 5000 mg/kg. Por sua vez, a dose inicial para 0 método
CTA é a proxima dose mais baixa do LDso estimado na progressao da dose padréo. A
progressao de dose padrao para o método € 5, 50, 300 ou 2000 mg/kg para o teste
limite de 2000 mg/kg ou 5, 50, 300, 2000 ou 5000 mg/kg para o teste de limite de
5000 mg/kg.

Em funcdo da maior acessibilidade ao teste de vermelho neutro quando
comparado a ensaios com animais experimentais, pode-se destacar a alta viabilidade
de reproducdo do método com substancias que possam indicar possiveis problemas
na salde humana ainda desconhecidos ou pouco mensurados, como efeitos de
pesticidas, fertilizantes e agroquimicos. Esses dados auxiliariam na elaboracdo de
planos de seguranca e no desenvolvimento criterioso de substancias efetivas e
seguras para a saude humana.

Assim, conclui-se que o objetivo deste estudo utilizando o ensaio de vermelho
neutro, descrito no protocolo N° 129 da OCDE foi atingido com sucesso e que a
metodologia padronizada no Laboratério de Biologia Celular e Molecular pode ser
utilizada para ensaios de substancias e/ou compostos com ICso e LDso desconhecidas
e gque possam acarretar danos para a saude humana, animal e ambiental. Destaca-se
ainda, que produtos quimicos agricolas, como pesticidas, fertilizantes, defensivos e
agroquimicos podem ser testados por este método e dessa forma, os resultados
obtidos podem auxiliar na elaboracdo de planos de seguranca e no desenvolvimento

criterioso de substancias efetivas e seguras.

5. CONCLUSOES

O protocolo numero 129 da agéncia internacional Organizacdo para a
Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico, intitulado “Documento guia para testes
de citotoxicidade para estimar doses iniciais de toxicidade sistémica aguda oral”,
preconizado por agéncias internacionais e aceitas pela legislacao do Brasil, a ANVISA
e CONCEA foi padronizado com sucesso, utilizando como substancia teste o bisfenol
A. A concentracao da dose letal mediana (LDso) encontrada nesse estudo a partir do

calculo do ICso foi 2025mg/kg.



32

REFERENCIAS

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Bisfenol A. Disponivel em:
<http://antigo.anvisa.gov.br/alimentos/embalagens/bisfenol-a>

ATES, Gamze et al. Assaying Cellular Viability Using the Neutral Red Uptake
Assay. Methods In Molecular Biology, [S.L.], p. 19-26, 2017. Springer New York.
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4939-6960-9_2.

AVEY, Marc T; FENWICK, Nicole; GRIFFIN, Gilly. The Use of Systematic Reviews
and Reporting Guidelines to Advance the Implementation of the 3Rs. Journal Of The
American Association For Laboratory Animal Science, [s. I], v. 54, n. 2, p. 153-
162, mar. 2015.

AOKI, Shigehisaet al. Progress in cell culture systems for pathological
research. Pathology International, [S.L.], v. 66, n. 10, p. 554-562, 31 jul. 2016. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1111/pin.12443.

BAMBINO, Kathryn; CHU, Jaime. Zebrafish in Toxicology and Environmental
Health. Current Topics In Developmental Biology, [S.L.], v. 124, p. 331-367, 2017.
Elsevier.

http://dx.doi.org/10.1016/bs.ctdb.2016.10.007.

BAUST, John M. et al. Best practices in cell culture: an overview. In vitro Cellular &
Developmental Biology - Animal, [S.L.], v. 53, n. 8, p. 669-672, 14 ago. 2017.
Springer Science and Business Media LLC. http://dx.doi.org/10.1007/s11626-017-
0177-7.

BURM, Saskia M. et al. Alternative methods for the use of non-human primates in
biomedical research. Altex, [S.L.], v. 31, n. 4, p. 520-529, nov. 2014. ALTEX Edition.
http://dx.doi.org/10.14573/altex.1406231

CALAFAT, Antonia M. et al. Exposure of the U.S. Population to Bisphenol A and 4-
tertiary -Octylphenol: 2003::2004. Environmental Health Perspectives, [S.L.], v.

116, n. 1, p. 39-44, jan. 2008. Environmental Health Perspectives.
http://dx.doi.org/10.1289/ehp.10753.

CANO-NICOLAU, Joel et al. Estrogenic Effects of Several BPA Analogs in the
Developing Zebrafish Brain. Frontiers In Neuroscience, [S.L.], v. 10:112, 24 mar.
2016. Frontiers Media SA. http://dx.doi.org/10.3389/fnins.2016.00112.

CAVALIERI, Ercole L.; ROGAN, Eleanor G.. Is bisphenol A a weak carcinogen like the
natural estrogens and diethylstilbestrol? lubmb Life, [S.L.], v. 62, n. 10, p. 746-751,
out. 2010. Wiley. http://dx.doi.org/10.1002/iub.376.


http://antigo.anvisa.gov.br/alimentos/embalagens/bisfenol-a
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4939-6960-9_2
http://dx.doi.org/10.1111/pin.12443
http://dx.doi.org/10.1016/bs.ctdb.2016.10.007
http://dx.doi.org/10.1007/s11626-017-0177-7
http://dx.doi.org/10.1007/s11626-017-0177-7
http://dx.doi.org/10.14573/altex.1406231
http://dx.doi.org/10.1289/ehp.10753
http://dx.doi.org/10.3389/fnins.2016.00112
http://dx.doi.org/10.1002/iub.376

33

CHAPIN, Robert E. et al. NTP-CERHR expert panel report on the reproductive and
developmental toxicity of bisphenol A. Birth Defects Research Part B:
Developmental and Reproductive Toxicology, [S.L.], v. 83, n. 3, p. 157-395, 20 jun.
2008. Wiley.

http://dx.doi.org/10.1002/bdrb.20147.

DUVAL, Kaylaet al. Modeling Physiological Events in 2D vs. 3D Cell
Culture. Physiology, [S.L.], v. 32, n. 4, p. 266-277, jul. 2017. American Physiological
Society.

http://dx.doi.org/10.1152/physiol.00036.2016.

ESKES, Chantra et al. Good cell culture practices & in vitro toxicology. Toxicology In
vitro, [S.L.], V. 45, p. 272-277, dez. 2017. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/}.tiv.2017.04.022.

ESTEVES-PEDRO, Natalia Mencacci et al. Validation Cytotoxicity Assay for Lipophilic
Substances. Current Topics In Medicinal Chemistry, [S.L.], v. 18, n. 4, p. 275-286,
29 maio 2018. Bentham Science Publishers Ltd..
http://dx.doi.org/10.2174/1568026618666180410142829.

European Chemicals Agency (ECHA). 4,4'-isopropylidenediphenol. Disponivel em:
<https://echa.europa.eu/registration-dossier/-/registered-dossier/15752/7/3/1>

FILIPPIS, Elena de; LI, Ting; ROSEN, Evan David. Exposure of adipocytes to
bisphenol-A in vitro interferes with insulin action without enhancing adipogenesis. Plos
One, [S.L], v. 13, n. 8, 22 ago. 2018. Public Library of Science (PL0S).
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0201122.

FITZGERALD, Amanda C.et al. Bisphenol A and Related Alkylphenols Exert
Nongenomic Estrogenic Actions Through a G Protein-Coupled Estrogen Receptor 1
(Gper)/Epidermal Growth Factor Receptor (Egfr) Pathway to Inhibit Meiotic Maturation
of Zebrafish Oocytesl. Biology Of Reproduction, [S.L.], v. 93, n. 6, p. 1-11, 1 dez.
2015. Oxford University Press (OUP). http://dx.doi.org/10.1095/biolreprod.115.132316.

FRESHNEY, R. lan. Culture of animal cells: a manual of basic technique. 5. ed.
New York: Wiley-Liss, 2005. 696 p.

FUNDACAO OSWALDO CRUZ. Centro Brasileiro para Validacdo de Métodos
Alternativos (BraCVAM). Disponivel em: <
https://lwww.incgs.fiocruz.br/index.php?option=com_content&view=article&id=1188&lte
mid=214>.


http://dx.doi.org/10.1152/physiol.00036.2016
http://dx.doi.org/10.1016/j.tiv.2017.04.022
https://echa.europa.eu/registration-dossier/-/registered-dossier/15752/7/3/1
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0201122
https://www.incqs.fiocruz.br/index.php?option=com_content&view=article&id=1188&Itemid=214
https://www.incqs.fiocruz.br/index.php?option=com_content&view=article&id=1188&Itemid=214

34

HARTUNG, Thomas. From alternative methods to a new toxicology. European
Journal Of Pharmaceutics And Biopharmaceutics, [S.L.], v. 77, n. 3, p. 338-349,
abr. 2011. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.ejpb.2010.12.027

ICCVAM - Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods. ICCVAM TEST METHOD EVALUATION REPORT: IN VITRO
CYTOTOXICITY TEST METHODS FOR ESTIMATING STARTING DOSES FOR
ACUTE ORAL SYSTEMIC TOXICITY TESTING. Research Triangle Park, NC:
National Institute for Environmental Health Sciences, Nov 2006. NIH Publication No.
07-4519. Disponivel em:

<https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/acutetox_docs/brd_tmer/at-tmer-complete.pdf>

JIAO, Liyaet al. Effects of bisphenol A on chlorophyll synthesis in soybean
seedlings. Environmental Science And Pollution Research, [S.L.], v. 22, n. 8, p.
5877-5886, 30 out. 2014. Springer Science and Business Media LLC.
http://dx.doi.org/10.1007/s11356-014-3764-0

KIM, Dokyung; KWAK, Jin Il; AN, Youn-Joo. Effects of bisphenol A in soil on growth,
photosynthesis activity, and (genistein levels in crop plants (Vigna
radiata). Chemosphere, [S.L.], v. 209, p. 875-882, out. 2018. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chemosphere.2018.06.146.

KIM, Seoyoung et al. Submicromolar bisphenol A induces proliferation and DNA
damage in human hepatocyte cell lines in vitro and in juvenile rats in vivo. Food And
Chemical Toxicology, [S.L.], v. 111, p. 125-132, jan. 2018. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2017.11.010.

KIM, Tae-Won; CHE, Jeong-Hwan; YUN, Jun-Won. Use of stem cells as alternative
methods to animal experimentation in predictive toxicology. Regulatory Toxicology
And Pharmacology, [S.L], v. 105, p. 15-29, jul. 2019. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.yrtph.2019.03.016.

MA, Yaet al. The adverse health effects of bisphenol A and related toxicity
mechanisms. Environmental Research, [S.L.], v. 176, set. 2019. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.envres.2019.108575.

MICHAIOWICZ, Jaromir. Bisphenol A - Sources, toxicity and
biotransformation. Environmental Toxicology And Pharmacology, [S.L.], v. 37, n. 2,
p. 738-758, mar. 2014. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.etap.2014.02.003.

OECD Environment, Health and Safety Publications Series on Testing and
Assessment No. 129 GUIDANCE DOCUMENT ON USING CYTOTOXICITY TESTS
TO ESTIMATE STARTING DOSES FOR ACUTE ORAL SYSTEMIC TOXICITY
TESTS. ENV/JM/MONO(2010)20. Paris: OECD, 2010. Disponivel em: <
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/feddocs/oecd/oecd-gd129.pdf>


https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/acutetox_docs/brd_tmer/at-tmer-complete.pdf
http://dx.doi.org/10.1007/s11356-014-3764-0
http://dx.doi.org/10.1016/j.chemosphere.2018.06.146
http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2017.11.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.yrtph.2019.03.016
http://dx.doi.org/10.1016/j.envres.2019.108575
http://dx.doi.org/10.1016/j.etap.2014.02.003
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/feddocs/oecd/oecd-gd129.pdf

35

OECD - Test Guidelines for the  Chemicals. Disponivel  em:<
https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.ht
m>

PAMIES, David et al. Advanced Good Cell Culture Practice for human primary, stem
cell-derived and organoid models as well as microphysiological systems. Altex, [S.L.],
p. 353-378, 2018. ALTEX Edition. http://dx.doi.org/10.14573/altex.1710081

PTAK, Anna et al. Bisphenol A induce ovarian cancer cell migration via the MAPK and
PI3K/Akt signalling pathways. Toxicology Letters, [S.L.], v. 229, n. 2, p. 357-365, set.
2014. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.toxlet.2014.07.001..

REDDY, P. Venkata Laxma et al. Photocatalytic degradation of bisphenol A in
aqueous media: a review. Journal Of Environmental Management, [S.L.], v. 213, p.
189-205, maio 2018. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.jenvman.2018.02.059.

SHELBY, Michael D. NTP-CERHR monograph on the potential human reproductive
and developmental effects of bisphenol A. NTP CERHR MON. 1-64 passim (22):v, Vii-
iX, Sep 2008 .PMID: 19407859.

VANDENBERG, Laura N. et al. Human exposure to bisphenol A (BPA). Reproductive
Toxicology, [S.L.], v. 24, n. 2, p. 139-177, ago. 2007. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.reprotox.2007.07.010.

WELSHONS, Wade V.; NAGEL, Susan C.; SAAL, Frederick S. Vom. Large Effects
from Small Exposures. Ill. Endocrine Mechanisms Mediating Effects of Bisphenol A at
Levels of Human Exposure. Endocrinology, [S.L.], v. 147, n. 6, p. 56-69, 1 jun. 2006.
The Endocrine Society. http://dx.doi.org/10.1210/en.2005-1159.

WETHERILL, Yelena B.et al. In vitro molecular mechanisms of bisphenol A
action. Reproductive Toxicology, [S.L.], v. 24, n. 2, p. 178-198, ago. 2007. Elsevier
BV.

http://dx.doi.org/10.1016/].reprotox.2007.05.010.

YAO, Tatsuma; ASAYAMA, Yuta. Animal-cell culture media: history, characteristics,
and current issues. Reproductive Medicine And Biology, [S.L.], v. 16, n. 2, p. 99-
117, 21 mar. 2017. Wiley. http://dx.doi.org/10.1002/rmb2.12024.


https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.htm
https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.htm
http://dx.doi.org/10.14573/altex.1710081
http://dx.doi.org/10.1016/j.jenvman.2018.02.059
http://dx.doi.org/10.1016/j.reprotox.2007.07.010

