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Resumo

Atualmente, devido ao massivo uso comum de plasticos com diferentes formas e tamanhos,
€ inevitavel a entrada no organismo de nanoplasticos (NPs) e aditivos tal como plasticizantes
como Bisfenol A (BPA), de forma independente ou em misturas. Existe evidéncia cientifica da
exposicao via oral e de absor¢ao em tecidos gastricos destes poluentes. Isto, em conjuncéo
com a capacidade de NPs de atuar como vetor de outros, leva a que o potencial téxico seja
bastante elevado. Como tal, é necessario avaliar o impacto a nivel celular e sub-celular,

prevendo as consequéncias a nivel de tecido, 6rgao e organismo a longo prazo.

O objetivo desse estudo in vitro, foi investigar os efeitos citotdxicos, e genotdxicos, da
exposicao individual e combinada de BPA e nanoparticulas de polistireno (PS-NPs), na linha
celular gastrica GP202. Foram selecionadas concentragdes ambientais relevantes e
previamente testadas em literatura, para as PS-NPs - 20, 100 e 200 ug/mL e para o BPA -
0,04, 0,1 e 1 ng/mL, sendo que 0,04 ng/mL, é o valor de referéncia proposta pela EFSA. A
citotoxicidade foi avaliada através do ensaio de Cell Titer- Blue® e a genotoxicidade,
nomeadamente danos no DNA, foi investigada através do ensaio de micronucleo por bloqueio
de citocineses (CBMN), de acordo com a Guideline 487 da OCDE.

Os resultados apontam que a citotoxicidade nao é afetada pelas exposicdes individuais ou
combinadas de PS-NPs e BPA. Relativamente a genotoxicidade, verificou-se um aumento
estatisticamente significativo de todos os parametros investigados: micronucleos (MN), pontes
nucleoplasmaticas (NBPs) e protusdes nucleares (NBUDs), nas exposi¢cdes combinadas nas
concentragdes mais elevadas (200 pg/mL de PS-NPs + 1 ng/mL de BPA) em comparagéo com
o controlo negativo. Os resultados desta investigagao justificam a necessidade de realizar
mais estudos com exposicdes combinadas de NPs e BPA, de forma a desenvolver, realizar e

avaliar os riscos de misturas quimicas.

Palavra-Chave: Nanoparticulas de poliestireno, Bisfenol A, células gastricas GP202

citotoxicidade, genotoxicidade, in vitro, exposigcdo combinada.
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Abstract

Nowadays, due to the massive use of plastics with different shapes and sizes, it is inevitable
that nanoplastics (NPs) and its additives such as plasticizers as Bisphenol A (BPA), enter the
body as single substances or mostly as a mixture. There is scientific evidence of oral exposure
and absorption of these substances in gastric tissues. This, in conjunction with the NPs ability
to act as a vector for other pollutants, results in a quite high toxic potential. As such, there is
the need to assess the impact at cellular and sub-cellular level, predicting the consequences

on tissue, organ and organism level in the long-term.

The aim of this in vitro study was to investigate the cytotoxic and genotoxic effects of the
individual and combined exposure of BPA and polystyrene (PS)-NPs in the GP202 gastric cell
line. Environmental relevant concentrations previously tested in literature were selected, for
PS-NPs — 20, 100 and 200 ug/mL and for BPA — 0,04, 0,1 e 1 ng/mL, and 0,04 ng/mL, is the
reference value proposed by EFSA. Cytotoxicity was assessed by Cell Titer- Blue® assay and

genotoxicity by cytokinesis-block micronucleus assay, following OECD Guideline 487.

The results indicate that cytotoxicity is not affected by individual or combined exposures of PS-
NPs and BPA. Regarding genotoxicity it was observed that all the endpoints — micronucleus,
nucleoplasmic bridges and nuclear buds — were statistically significant increased in the worst
case-scenario of combined exposure (200 pg/mL PS NPs + 1 ng/mL BPA) compared with the
negative control. These results justify the need for further studies with combined exposures of

NPs and BPA in order to develop, carry out and evaluate the safety risks of chemical mixtures.

Key words: Polystyrene nanoparticles, bisphenol A, gastric cell GP202, citotoxicity,

genotoxicity, in vitro, combined exposures
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Introducao

1.1.Producao e libertagao de plasticos para o ambiente

Nas ultimas décadas, tem havido um aumento exponencial na producdo e uso global de
plasticos, resultando num aumento na libertacdo e acumulacido de plasticos e substancias
utilizadas na sua produ¢do no meio ambiente (Shi et al., 2021). Em mais detalhe, a produgéo
passou de 1,5 milhdes de toneladas em 1990 para 367 milhdes de toneladas em 2020, sendo
que na Europa foi gerada 17% da producédo mundial de plasticos. Deste total, apenas 9% séo
reciclados e os restantes ficam acumulados em aterros sanitarios ou dispersos pelos diversos

ambientes (Campanale et al., 2020).

Atualmente, devido a acumulacado de plasticos de diferentes tipos, formas, tamanhos em
diferentes ambientes (agua, solo, ar) (Campanale et al., 2020; Li et al., 2020; Prata et al.,
2020), existe o alerta para a necessidade de verificar a segurancga destes materiais. Ha mais
de uma década que os microplasticos (MPs, com tamanho < 5 mm) no meio aquatico tém sido
o foco de varios estudos, tendo mais recentemente surgido a preocupagado com 0s riscos e
seguranga de MPs e nanoplasticos (NPs, com tamanho até 100 nm), para a saude humana,
apos a detegcédo de MPs em ar, frutos do mar, mel, leite, cerveja, sal de mesa, saquetes de cha

e café e inclusive em agua potavel (Cox et al., 2019).

Entre os diferentes tipos de plastico comercializados, o poliestireno (PS) é dos mais usados,
representando 6.1% dos plasticos distribuidos na Europa em 2020, (Plastics - the Facts, 2021)
e um dos mais comuns presente no ambiente, além de polipropileno (PP), polietileno (PE),
polietileno tereftalato (PET) (Wang et al., 2021).

1.2- Libertagdo e Presenca de Bisfenol A no ambiente

Os plasticos comumente utilizados contém aditivos (mondmeros ou oligébmeros) utilizados
para melhorar o desempenho dos polimeros (Campanale et al., 2020). No entanto, muitos
deles sdo toxicos uma vez libertados por diferentes mecanismos, durante seu uso ou
descarte, incluindo a libertagao, para ambientes como o ar, agua e solo, acabando por atingir
alimentos e tecidos humanos (Andrady & Neal, 2009; Fries et al., 2013). Entre os diferentes

adjuvantes apresentam-se o Bisfenol A (BPA) (Campanale et al., 2020).

O BPA é um plastificante comum que é usado na industria, usados em alguns recipientes de
alimentos e bebidas (Pivonello et al., 2020) ou resinas e retardadores de chama, como
também em tratamentos dentarios (Vandenberg et al., 2007, 2010). Devido a sua extensa
aplicabilidade e diversas vias e fontes de exposi¢do, a par de diversos fatores, como a luz

ultravioleta, calor, durabilidade de plastico e condi¢des muito acidas ou basicas que favorecem



a sua dispersao (Gajowik et al., 2013), existe uma preocupagao quanto aos riscos do BPA na
saude humana (Vandenberg et al., 2007, 2010).

1.3- Vias de exposicao oral

Sabe se que a via oral € uma das principais vias de exposi¢cao para MPs e NPs nos humanos.
O sistema gastrointestinal (Gl), por ter uma grande area superficial de ca. 200 m?, é
considerado o primeiro local para absorcdo de NPs (van Pomeren et al., 2017). Estes ultimos
podem superar a barreira Gl e translocar-se para o tecido subjacente. Inclusivamente, alguns
estudos in vivo, com animais aquaticos sugerem que NPs e MPs de tamanho (<5 um) podem
passar pela parede do trato gastrointestinal e ser bioacumulados (Roch et al.,, 2020),
resultando em biomagnificacdo em cadeias troficas, sugerindo provaveis exposicdes a

humanos através de consumo de organismos marinhos (Lehner et al., 2019).

Estima se que o consumo anual de MPs varia de 39-52 mil a 74-121 mil particulas, conforme
a idade e sexo (Prata, 2018). Literatura adicional refere que a estimativa de consumo anual

de MPs via oral foi calculada de 15 a 287g/pessoa (Senathirajah et al., 2021).

Em paralelo, estima-se que a exposi¢cdo de BPA, por contaminacéo via dieta corresponde a
90%, principalmente através da ingestdo de alimentos e agua potavel, armazenados em
recipientes de plastico, ou por contaminacdo direta com os alimentos (Rudel et al., 2011).
Além da ingestdo oral, uma outra via de exposicao do BPA é via dérmica através de papel
térmico nas caixas registadoras, como também, através da via inalatéria, principalmente em
lugares com altas emissdes de poeira ou em ambientes ocupacionais (Ribeiro et al., 2017;

Yanagisawa et al., 2019).
1.4- Impacto das nanoparticulas de poliestireno na saude humana

Dado a sua relevancia, alguns estudos foram levados a cabo com PS em forma de NPs
(Zhang et al., 2022). Devido ao seu tamanho pequeno, maior area de superficie especifica e
maior permeabilidade biolégica (de Souza Machado et al., 2018), PS-NPs sao capazes de
atravessar diferentes barreiras bioldgicas, incluindo o epitélio Gl, a barreira hematoencefalica
e placenta (Florance et al., 2022; Hesler et al., 2019; Ragusa et al., 2021; Rubio et al., 2020).
Num nivel sub-celular, sdo capazes de penetrar facilmente em membranas de bicamadas
lipidicas, atravessar a membrana celular, alterar a estrutura da membrana, reduzir a difusdo
molecular, induzir a destruicdo de organelos, interferir na homeostase celular provocando

disfuncao celular e lesao tecidular (Campanale et al., 2020; de Souza Machado et al., 2018).

Em paralelo, estudos de exposic¢ao in vivo de PS-MPs provocaram desequilibrio intestinal (Liu

et al., 2022) diminuigdo na producdo de muco intestinal, alteracdo na funcao de barreira



intestinal, alteracao no sistema metabdlico (Jin et al., 2019), inflamacao no intestino delgado

e disbiose na flora microbiana no intestino nos ratos, (Li et al., 2020).

Portanto, tanto os estudos in vitro como os estudos in vivos, relevaram que a exposi¢cao a
MPs e NPs através da via oral pode provocar alteragado na proliferacao e inflamagao celular,
havendo necessidade de entender o grau de gravidade na Saude humana (Sangkham et al.,
2022b).

Além disso, até ao presente, ndo existe uma estimativa da média de concentracdo ambiental
de PS-NPs, portanto compreender os riscos dos PS-NPs na saude humana é de extrema

importancia (Vecchiotti et al., 2021).
1.5- Impacto do Bisfenol A na saude humana

O sistema Gastrointestinal (Gl), por ser a fonte primordial da exposicao oral do BPA, é

considerado, vulneravel a intoxicagcao do BPA, (Qu et al., 2018).

A maioria de estudos sobre os efeitos do BPA no sistema Gl foi realizada em organismos
aquaticos, existindo uma amostra pequena de estudos sobre o efeito de BPA em humanos.
Varios estudos demonstraram o efeito de altas concentracdes de BPA, sendo que o efeito de

pequenas concentragcdes em diferentes 6rgaos ainda nao esta clara (Ismail & EI-Meligy, 2022).

Sabe-se, que no sistema Gl, a camada mucosa é a primeira a ser afetada apos a exposicao
do BPA, provocando uma alteragdo na microflora intestinal. Ha também registo de indugéo
de stress oxidativo, indugao da apoptose e destruicdo da funcao de barreira das células
epiteliais intestinais (Javurek et al., 2016), resultante em inibigcdo da secregao de mucina (Ola-
Davies & Olukole, 2018). Além disso, o BPAtambém pode alterar a permeabilidade da barreira

e provocar disfungdo de células epiteliais intestinais (Braniste et al., 2010).
1.6- Importancia de estudos com células gastricas e misturas quimicas

Foi demonstrado em modelos in vivo, que o no sistema Gl dos peixes € a zona em que 0s
MNPs sao maioritariamente acumulados. Sendo a ingestao considerada a principal via de
exposicao para humanos dos NPs e BPA, as células gastricas sdao uma da rota de absorcao
preferida dos NPs. Além disso, estudo in vivo demonstrou que o estdbmago e os intestinos séao
os primeiros 6rgaos onde os MNPs podem ser absorvidos (Vecchiotti et al., 2021), portanto,
estudos in vitro com linha celulares Gl humanas sao essenciais para fornecer informagdes

sobre a toxicidade os MNPs e seu impacto na saude humana.

A par disso, o numero de estudos de misturas de substancias toxicas in vitro é ainda limitado,
nomeadamente estudos de exposi¢cdo combinada de NPs e plastificantes (Clérigo et al. 2022),

tendo em conta o papel de MNPs como vetores de poluentes quimicos e micro-organismos
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(Blackburn 2022; Campanale et al. 2020; Sangkham et al. 2022). Portanto, avaliar os efeitos
toxicoldgicos e os mecanismos subjacentes da exposicdo do PS-NPs e BPA, nas linhas
celulares humanas, enfocando em sistemas de exposicdo combinadas é fundamental para a
avaliar de risco dos NPs e plastificante na saude humana (Abo-Elsoud et al., 2022), incluindo,

a sua interagdo com células gastricas.

De acordo com o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avalia a toxicidade no
sistema de exposi¢cao combinada de PS-NPs e BPA, na linha celular gastrica humana GP202
(RRID: CVCL_S967), usamos uma abordagem que cobriu parametros de proliferagao celular

(citotoxicidade) e danos de DNA (genotoxicidade).

1.6- Questao de partida/investigagao

Segundo a bibliografia, varios estudos demostram os efeitos de PS-NPs e BPA na
proliferacao e desregulacao celular, assim como também, os efeitos citotdxicos e genotdxicos

do BPA, desta forma foi delineada a seguinte pergunta de partida:

e Sera que a exposicao individual e combinada de PS-NPs e BPA provoca desregulagao
celular a nivel da citotoxidade celular e instabilidade gendmica, na linha celular gastrica
humana GP202?

e Sera que a exposicdo combinada as maiores concentracées de PS-NPs e BPA irdo ter
maiores efeitos relativamente a viabilidade celular e a danos de DNA em comparagcido com

a exposicao individual?

1.7- Hipotese

o A exposicao individual a PS-NPs e a BPA em concentragbes diferentes vai provocar
desregulacao celular a nivel da viabilidade celular e instabilidade gendmica na linha celular
gastrica humana GP202;

o Aexposi¢do de PS-NPs nas concentragdes mais elevada (200ugmL) vai induzir alteragao
na citotoxicidade e genotoxicidade na linha celular gastrica humana GP202;

e A exposicdo de BPA, inclusivamente nas concentra¢cdes mais baixa (0,04ng/mL), vai
provocar instabilidade gendmica;

e A exposicdo combinada de PS-NPs e BPA nas concentracdes mais elevadas vai
potencializar os efeitos da proliferagéo celular a nivel da viabilidade celular e danos no
DNA.



2- Objetivos

2.1- Objetivos gerais

e Auvaliar os efeitos citotoxicos e genotdxicos da exposicao individual e combinada de PS-
NPs e BPA na linha celular gastrica humana GP202:
e Averiguar se a exposicdo combinada de PS-NPs e BPA nas maiores concentragdes

potencializa os efeitos citotoxico e genotoxicos, na linha celular gastrica humana GP202.

2.3- Objetivos especificos

Para as exposicoes individuais e combinadas de PS-NPs e BPA, foram estabelecidos os

seguintes objetivos especificos:

¢ Avaliar a citotoxicidade (viabilidade celular) na exposic¢ao individual nas concentragdes de
PS-NPs (200 pg/mL, 100ug/mL, 20ug/mL) e de BPA (1 ng/mL, 0,1 ng/mL e 0,04 ng/mL), e
na exposi¢cao combinada nas concentra¢des de PS-NPs/BPA, (200 ug/mL/0,1 ng/mL e 200
Mg/mL/0,04 ng/mL) e de BPA/PS-NPs (1 ng/mL /200 pg/mL/, 1 ng/mL/ 100 ug/mL/, 1
ng/mL/ 20 ug/mL), durante 24 horas.

e Avaliar a instabilidade gendmica através do ensaio dos micronucleos por bloqueio da
citocinese nas exposigcdes combinadas nas concentragdes mais elevadas (200 pg/mL de
PS-NPs + 1 ng/mL de BPA), durante 24 horas.



3- Enquadramento teérico

3.1-  Plastico- Producao e libertagcado no meio ambiente

A palavra plastico vem da palavra grega plastikés devido, sua facilidade em moldar em
diferentes formas. Plastico € um nome genérico e comum dado para designar material
polimérico sintético e semissintético, derivado de petréleo, e que exibe alta massa molecular
e plasticidade (da Costa et al., 2016). O plastico é obtido, através dos processos de
polimerizagéo, ou seja, processos de sintese de longas cadeias de atomos de carbono, que
dao origem a uma substancia organica maleavel a quente e resistente ao frio. Entretanto
existem também plasticos que nao sao derivados do petréleo, como os plasticos derivados do

amido, da celulose e de certas bactérias (da Costa, 2018).

A producgao global dos polimeros plastico aumentou de forma exponencial, desde meados do
século XX, de 1,5 milh&do de toneladas em 1990 para 367,7 milhdes de toneladas métricas em
2020 e espera-se o0 aumento de 33 bilhdes de toneladas em 2050 (Yee et al., 2021). A China
€ um dos maiores produtores com 32 % e a Europa com 15 % correspondente a 55 milhdes
de tonelada (Fig. 3.1), sendo que, Portugal ocupa 2,1 % a nivel europeu. Os plasticos devido
a producao barata e caracteristicas quimicas favoraveis, como leveza e estrutura forte, a
producdo de embalagem plastica na Europa corresponde a 40,5%, 20,4% é usado na
construcao e edificacdes e 8,8% na industria de mdveis, segundo site de Plastics Europe
(Plastics - the Facts, 2021). Contudo, apenas umas pequenas quantidades de residuos de
embalagens plasticas sdo colhidas e usada para reciclagem, recuperacao de energia ou
aterro, os restantes sao libertados para o ambiente natural, resultante na polui¢cao global. Em
2020, foram colhidos cerca de 29 milhdes de toneladas de residuos plasticos pds-consumo,
sendo que 34% foi enviada para reciclagem, 23,4% para os aterros e mais de 42% foi enviado
para operagdes de valorizagdo energética (Plastics - the Facts, 2021). Portanto, € notavel que
0s numeros de coleta de residuos plasticos pdés-consumo sao muito menores relativamente
aos numeros de demanda ou consumo de plastico. Além disso, os produtos de plastico tém
uma vida util alongada. Dependendo do tipo de polimero, a sua degradac&o pode variar de 1
a 50 anos, dada a sua resisténcia a biodegradacgao e fatores ambientais, tais como, radiagao

UV, mudancas termodinamicas, vento, as aguas do mar (Kik et al., 2020).
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Figura 3.1: Producdo de plastico: A: Producdo mundial de plastico. B: Produgcdo de plastico na Europa.
Fonte:(Plastics - the Facts, 2021).

3.2- Classificagao de particulas plasticas

Os polimeros plasticos devido aos fatores bioldgicos, fisicos e quimicos e com base no
tamanho, estrutura quimica, degradam lentamente em fragmentos menores tais como;
macroplasticos (MAPs), mesoplasticos (MSPs), microplasticos (MPs) e nanoplasticos (NPs)
(Tabela 3.1) (Wu et al., 2019). MAPs s&o objetos cuja uma das dimensdes é superior a 25
mm, MSPs s&o objetos com dimensdes entre 5-25 mm, MPs sdo particulas de plastico com
didmetro inferior a 5 mm (Lehner et al., 2019), enquanto NPs foi definida por (Gigault et al.,
2018) tendo a maior das suas dimensdes inferior a 1000 nm, contudo recentemente foi
definida pelo comité cientifico dos riscos a saude, como uma particula com uma dimenséao de
1 a 100 nm de tamanho (EFSA,2016).

Os MPs e NPs dependo da sua fonte sao classificados como primarios e secundarios. Os
MNPs primarios, incluindo as particulas de PS, sdo aquelas que sao produzidos
propositadamente com formas e tamanhos especificos (Anderson et al., 2016; Blackburn,
2022), sdo amplamente usados em produtos cosméticos (produtos de limpeza facial, agentes
esfoliantes para lavagem das maos e féormulas de peeling) (Andrady, 2011), fabricas
produtoras de embalagens plasticas (De Falco et al.,, 2018), dispositivos médicos e
eletrbnicos, medicamentos, diagndsticos, tintas, (Efimova et al., 2018). Além disso os NPs
sdo amplamente utilizados na industria cosmética, e sao liberados em processos de
engenharia de alta temperatura (Snopczynski et al., 2009). Enquanto os MNPs secundarias
sdo particulas plasticas resultantes da decomposig¢édo processos fisicos e quimicos (da luz
ultravioleta, oxidacao, desgaste mecénico, vento, onda (Jin et al., 2018). Segundo a literatura,
a grande maioria da polui¢ao plastica, deriva de fontes secundarias, especialmente a partir de

fibras sintéticas e liberadas como resultado do manejo inadequado de residuos plasticos,
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como também através da industria de embalagem, uso excessivo e ma gestao de descartes
dos produtos plasticos, (Kik et al., 2020). Portanto tanto as fontes primarias como
secundarias, gera um ciclo de poluigéo plastica, conforme mostra a Fig. 3.2 (Yee et al., 2021).

Tabela 3.1: Classificagéo dos detritos plasticos com base em seu tamanho e forma. Fonte: Adaptagéo (Sangkham
et al. 2022; EFSA,2016 ).

Classificagio Diametro Formas
Nanoparticulas (NPs) 1-100 nm Fragmentos, granulos, nurdles, microesferas, esferas
. i esféricas, esferas irregulares, granulos, espuma, fibras,
Microparticulas (MPs) 1-5mm
filme e fragmentos comerciais (aparéncia de plastico
Mesoparticulas (MSPs) 5-25mm
Macroparticulas (MAPs) > 25 mm

Relativamente aos NPs, existe ainda a probabilidade de haver uma sub-estimacéo da sua
quantificacdo e o seu impacto, dado que existem ainda limitagdes das técnicas usadas para
quantificacdo de particulas deste tamanho (Wang et al.,, 2021). Por exemplo através de
espectroscopia de infravermelhos transformada de Fourier (FTIR) apenas se consegue
detetar particulas como tamanho igual ou superior a 3 um (Jenner et al., 2022) enquanto que
por microscopia eletrénica, apenas se consegue detetar particulas com aproximadamente
50 pm (Shi et al., 2021).
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Figura 3.2:Fonte e destino de Micro e nanoparticulas primaria e secundaria no meio ambiente. Fonte: Adaptagao
(Yee et al., 2021).
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3.3- Caracteristicas e tipos de plastico

Tendo em conta as caracteristicas fisica, os polimeros plasticos sao agrupados em dois
grupos: os termoplasticos e termofixos (Reddy et al., 2015). Os termoplasticos, dependem da
temperatura para serem deformadas, sdo mais reversiveis, versateis, podem ter qualquer
forma e podem ser fundidos varias vezes. Enquanto termofixos as suas modificacbes sao
permanentes (Hurley et al., 2015; Reddy et al., 2015). A resina plastica incluindo polietileno
(PE), polipropileno (PP), policloreto de vinil (PVC), polietileno tereftalato (PET), poliestireno
(PS) e o politetrafluoretileno (PFTE) sao exemplos de termoplastico (Reddy et al., 2015).

Relativamente as estruturas quimicas dos polimeros plasticos, podem ter espinha dorsal
carbono-carbono (PE, PP, PS e PVC) ou sintéticos (incluindo PE, PS, PP, PET, PVC e PTFE)
ou pode tem uma espinha dorsal carbono-oxigénio, como é o caso de PET (Singh & Sharma,
2008). Portanto, dependo da sua estrutura quimica, nomeadamente, a capacidade do formar
ligacbes covalentes, isto €, a capacidade do carbono em compartilhar quatro elétrons com
outros atomos (Gewert et al., 2015). O PE é caraterizado por apresentar uma longa cadeia de
ligacdo de moléculas de carbono — hidrogénio, além disso é considerado o mais simples do
grupo metil (Wypych, Handbook of Polymers, 2012). Enquanto o PP, PS e PVC possuem um
grupo funcional em todas as outras moléculas de carbono da cadeia da espinha dorsal,
comparadas ao PE. Relativamente ao PTFE, possui uma cadeia carbdnica, com ligagdes
covalente com o fluor. O PS devido a adigdo de um anel benzénico (aromatico) € fenil, o PVC

é clorado, o PP é metil (Wypych, Handbook of Polymers, 2012), conforme ilustra a Fig. 3.3.

Entretanto, existem mais de 45 tipos de plasticos comercializados, todavia os mais utilizados
sdo os polimeros sintéticos: PS, polietileno de baixa densidade (PEBD), polietileno de alta
densidade (PEAD), PP, PVC e PET (J. Li et al., 2016).

Polimeros Estrutura Modificagoes Espinha dorsal Figura3.3:Estrutura,
Polietileno (PE) E;H;ﬂ - Carbono-carbono modificacdo e caracteristicas
; o da espinha dorsal de resinas
Polipropileno (PP) [~CH,CH— Misturado Carbono-carbono
CHs |, comuns: polietileno  (PE),
polipropileno (PP), poliestireno
Poliestireno (PS) i Fenil Carbono-carbono (PS), politetrafluoretileno
: (PTFE), policloreto de vinil
Politetrafluoretileno . CF,CF; } = Fluor Carbono-carbono (PVC), politereftalato  de
(PrFe) vl CH,CH] | etileno. (PET). Fonte:
Policloreto de vinil Cl _|n Cloro Carbono-carbono Adaptacao (Schroter &
(PV) Ventura, 2022).
politereftatalato de 0 0 Fenil Carbono-oxigénio
etileno (PET) HO-C—{( ))—C—OH



3.4- Plastificantes

Os polimeros plasticos, descartados nos aterros sanitarios e nos ambientes naturais séo
compostos por dois tipos de produtos quimicos, os aditivos e matérias-primas poliméricas,
que sao produtos quimicos adicionados propositadamente durante o fabrico para melhorar as
qualidades de plasticos (Campanale et al., 2020), incluindo os plastificantes, cargas inertes
ou de reforgo, antioxidantes, estabilizadores de UV, lubrificantes, corante e retardador de
chamas (Hahladakis et al., 2018). O grande problemas é que muitos deles sdo considerados
téxicos, para a saude humana (Andrady & Neal, 2009; Fries et al., 2013), um dos aditivos que
sao usados diariamente par dar qualidade ao plastico é o Bisfenol A (BPA) (Campanale et al.,
2020).

3.5- Rotas de plasticos no ambiente

O aumento exponencial da producdo e uso, a baixa eficacia no tratamento e alta resisténcia
de particulas plasticas, resulta numa poluicdo global de plastico (Prata et al., 2020). Este
encontra-se presente em diferentes formas, polimeros, tamanhos e concentragdes e em
diferentes ambientes, aquatico, terrestre (RIillig et al., 2017) e na atmosfera (Prata, 2018),
resultante na bioacumulacao nos alimentos e nos organismos (Rezania et al., 2018). Bank &
Hansson, sugerem que a poluigcéo plastica, tal como a poluicdo por carbono segue um ciclo
biogeoquimico (ciclo plastico). Em mais detalhe, as particulas plasticas podem ser
transportados da terra para o oceano, do oceano para atmosfera, da atmosfera para a terra,
estando depositados na terra sao transportados para os lagos e rios, que os leva de volta ao
oceano formando o ciclo de plastico (Fig. 3.4) (Bank & Hansson, 2019). Além disso, os MNPs
acumulados nos oceanos por serem tao pequenas, podem ser transportados para a
atmosfera, estando nas nuvens passam pelo processo de precipitacdo conseguem ser
transportadas para varios ambientes naturais incluindo oceanos, ambientes terrestre remotos
(Bank & Hansson, 2019; Rochman, 2018). Estima-se que a cada ano, sao transportados 1,21
tonelada de MPs atmosféricos em suspensao proveniente da terra para o ambiente marinho
(K. Liu et al., 2019). Estudos anteriores relataram que os MPs atmosféricos podem atingir a
uma distancia de até 95 km (Allen et al., 2020). Um estudo feito em Franca (Paris), relatou
que encontrou 29-280 particulas m?/ dia de MPs em precipitagdo atmosférica (Dris et al.,
2015).
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Figura 3.4:Ciclo de plastico, Fonte: (Bank & Hansson, 2019; Rochman, 2018).

3.6- Exposicao de humanos a plasticos

Uma das principais fontes de exposicao dos MPs e NPs é através das microfibras téxteis,
assim como também os escapes de automodveis (pneus e motores) e Incéndios florestais
(Nusair et al., 2019). Um estudo, feito nos MPs atmosféricos suspensos detetaram 4,18 m?
itens de MPs (K. Liu, Wang, et al., 2019), sendo que a maioria eram microfibras. Além disso,
estimularam uma inalagdo de cerca de 21 particulas MPs por dia ao ar livre em Xangai na
China (K. Liu, Wang, et al., 2019). Um estudo analisou os tipos de MPs presentes na
precipitagao atmosférica na cidade de Dongguan, relatou que a maioria dos MPs encontrados
eram fibras (Cai et al., 2017). Assim como também, outro estudo notou que 60% de MPs
suspensas no ar marinho no Oceano Pacifico Ocidental eram microfibras (K. Liu et al., 2019).
Devido ao seu tamanho pequeno, os PS-MNPs atmosférico, podem ser inalados diretamente,
e dada a sua capacidade de atravessar barreiras bioldgicas, podem se bioacumularem nas
vias respiratorias resultante nos efeitos no sistema respiratério e consequentemente na saude
humana. Sabe-se, que o tamanho de PS-NPs, incluindo a concentragcao de exposicéo e
duracao da exposicao, sao fatores chaves que favorecem a sua toxicidade através da via
inalatéria (M. Xu et al., 2019). Além disso, estudos anteriores relataram que a exposicao de
PS-MNPs através de via inalatéria, induziu, alteracdo na viabilidade celular, respostas
inflamatérias, resultante em efeitos citotdxicos e genotdxicos (Dong et al., 2020; Paget et al.,
2015). Paralelo a esses estudos, Shi et al, demostrou que a exposi¢ao individual e combinada
de PS-NPs e PAEs, nas células epiteliais pulmonar humanas A549 provocou alteracdes na

viabilidade celular, estresse oxidativo e reagao inflamatdria (Shi et al., 2021).
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A par com a exposigao por inalagao, outra principal fonte de MNPs sera através da dieta. Até
hoje, foi verificada a bioacumulacdo de MPs nas ostras, detetando MPs em todos os tecidos
da ostra (Zhu et al., 2020). Assim como também, outro estudo relatou efeitos imunotédxicos
devido a exposicao de MPs e POPs (Tang et al., 2020). Desse modo, nao se pode negligenciar
o possivel risco que as particulas plasticas representam para a saude humana, caso esses

contaminantes fossem ingeridos (Zhu et al., 2020).

Um estudo sobre a acumulacao tecidual de poliestireno em peixe-zebra detetou MPs de 5 um
de didmetro nas branquias, figado e intestino e MPs menor que 20 ym de didmetro apenas
nas branquias e no intestino e relataram que a exposicdo a MPs provocou inflamacao,
alteragdes nos perfis metabdlicos no figado e disturbios no metabolismo lipidico e energético
(Y. Lu et al., 2016). Em outro estudo com peixe-zebra foi relatado que houve acumulacao de
MPs no intestino e foram observados danos na mucosa, aumento da permeabilidade,
inflamacao, alteracdo do metabolismo e disbiose intestinal, apds a exposicao a trés formatos
de MPs, incluindo em formas de fibras, (Qiao et al., 2019). Semelhante a estudos anteriores,
Pannetier, et al., fez a exposicdo de MPs simulando a contaminagao tréfica, em concentracoes
ambientais em Larvas e juvenis de peixes Medaka, durante 30 dias, demostraram que houve
reducédo no crescimento, redugdo de locomoc¢do, aumento da mortalidade, alteracbes nas
caracteristicas fisicas das lavas, nomeadamente diminuicdo da proporgao cabeca/corpo e
alteragdes no DNA, sugerindo que MPs podem provocar efeitos toxicos em concentragdes

ambientais (Pannetier et al., 2020).

Devido a ubiquidade de MPs, em varios ambientes, atualmente tem havido um aumento
crescente de estudos que detetam as particulas de plasticos nos alimentos, (Grote et al.,
2023). Os MPs ja foram detetados em varios alimentos de uso diario, incluindo foi encontrado
concentragdes médias de 1,48/g de MPs em frutos do mar, 0,44/g em agucar, 0,10/g mel,
0,11/g em sal, 32,27/L em alcool, 94,37 /L em agua engarrafada e 4,23/L em agua da torneira
(Cox et al., 2019). E recentemente foi encontrado MPs de 2 a 12 ym no leite materno (Ragusa
et al., 2022).

3.7- Poliestireno

O poliestireno (PS) é um dos variados tipos de plasticos comercializados, para além de, PP,
PE, PET, é um dos mais comuns presente no ambiente e representa 6.1% dos plasticos
distribuidos na Europa (Plastics - the Facts, 2021) (Wang et al., 2021).

PS é um polimero aromatico resultante da desidrogenacao catalitica do etilbenzeno que leva
a formagéo de monémeros de estireno (Wusch, 2000). O estireno (vinilbenzeno) por sua vez

€ produzido a partir de etileno e benzeno (etilenobenzeno) (Kik et al., 2020).
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E caracterizado por um polimero termoplastico, devido as suas propriedades fisicas-quimicas
como sua leveza, rigidez, isolamento térmico e acustico, alta translucidez, durabilidade, pode
ser facilmente processada. E utilizadas em inimeras areas de aplicagdo em uma ampla gama
de industrias inclusive na producao de embalagens de alimentos (laticinios, pesca),
recipientes de alimentos (como bandejas, pratos, copos), na producdo de brinquedos,
isolamento de edificios, equipamentos elétricos e eletrdnicos, escovas de dentes, clipes e
material de escritério, forro interno para geladeiras, armag¢des de oculos (Wusch, 2000)
(Domininghaus, 1992) . Contudo, segundo a agéncia federal do departamento de Saude e
Servigcos Humanos dos Estados Unidos- FDA, a ingest&o diaria admissivel (DDA) de estireno

deve ser 90.000/p/ dia microgramas por pessoa por dia (Kik et al., 2020).

Atualmente uma das principais tendéncias no mercado de PS é o uso de poliestireno

expandido (EPS) reciclado, resultante do descarte do mesmo, (Mordor intelligent, 2022).
3.7.1. Classificagao Toxicologica do poliestireno

Atualmente, devido a uso de PS, em varios tipos de aplicacbes e processamentos nos
diferentes setores, existem varias agéncias internacionais que fazem a supervisdo quanto a
sua segurancga e a toxicidade, na saude, particularmente quanto ao risco da libertagcdo de
mondmeros de estireno no meio ambiente durante processos de fusdo ou polimerizagcao
(Gurman et al., 1987).

No entanto, ndo existem estudos que indiquem um potencial carcinogénico das PS-NPs. Por
outro lado, a Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancro (IARC), classificou 0 monémero
PS — o estireno e o os metabolitos de estireno, como substincias potencialmente
carcinogénicas da classe de carcinogenicidade B2 e provavelmente carcinogénico para os

seres humanos grupo 2A respetivamente (Kik et al., 2020).

De acordo com a FDA, a ingestéo diaria admissivel (DDA) de estireno estimada, € de 90.000
Mg/pessoal/dia (FDA, 2002). A Agéncia de Protegdo Ambiental (EPA), relatou que a exposigéo
cronica de estireno ndo pode ultrapassar a 300 pppm (1000 pg/m?®) (Mutti et al., 1992). e a
sua utilizagdo na industria néo passar acima de 20 ppm ((WHO), 2000). Entretanto, segundo
a literatura, a estimativa diaria da exposigéo de estireno de PS é de e 9 pg/pessoaldia (Lickly
et al.,, 1995). Além disso, consideram que existe uma baixa toxicidade, relativamente a
quantidades de produtos resultante da degradagdo de uma embalagem de PS (estireno)
(Gurman et al., 1987).

3.7.2. Efeito de PS-NPs na saude humana e sistema gastrointestinal

Devido as limitagdes das técnicas, falta de metodologias robustas e confiaveis que permitam

a sua extracdo, detegdo, quantificagdo e caracterizagdo poucas informagdes estao
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disponiveis sobre os efeitos de PS- NPs no meio ambiente e organismos vivos (Wahl et al.,
2021). Sabe-se que os NPs possuem maior superficie de reatividade, sdo mais facilmente
absorvidos do que os MPs (Richards & Endres, 2017), resultante em maior predisposicdo em

absorver outros contaminantes toxicos ambientais (Pathan et al., 2020).

Relativamente a saude humana, ndo existem dados disponiveis que evidéncia os efeitos
téxicos de PS-MNPs (Blackburn, 2022; Sangkham et al., 2022) (Fig. 3.5), embora, se
especule que a ingestdao de MP/NPs possam ser um risco para a saude humana (Verla et al.,
2019). Estudos em modelos in vivo e in vitro (Blackburn, 2022; Sangkham et al., 2022) sobre
os efeitos dos Ps-NPs e seus plastificantes suportam com evidéncia. Sabe- se que a via oral
€ uma das principais vias de exposi¢cao por PS-NPs, e seus aditivos, através de alimentos e
bebidas contaminados, como também através de creme dental, produtos médicos utilizados
por dentistas, como também através de encapsulamento de medicamentos incluindo sistemas

de entregas de farmacos baseados em particulas (Cox et al., 2019; Elkalla et al., 2023).

Segundo a literatura, os efeitos da toxicidade dos MNPs depende do tamanho, forma,
composicao quimica, carga superficial, hidrofobicidade, do ambiente e do préprio organismo
afetado. Sabe-se que particulas menores, incluido os PS-NPs, sdo mais facilmente
internalizadas, resultante em maior toxicidade do que particulas MPs (Banerjee & Shelver,
2021). Em conformidade, com esses achados, um estudo investigou a exposi¢cdo de PS-NPs
40 e 100 nm de tamanho, nas células epiteliais de adenocarcinoma gastrico humano,
observaram que PS-NPs de menor tamanho (40 nm), induziu a diminuigdo da viabilidade

celular e expressao génica da respostas inflamatéria (Forte et al., 2016).

A exposicao de PS-NPs de 40 nm de tamanho nas células epiteliais pulmonares humanas,
provocou diminuicdo da viabilidade celular, indugdo da apoptose, alteracdo da expressao
génica e da fungao da barreira epitelial alveolar (S. Yang et al., 2021). Além disso, Xu et al.,
analisou a exposigao cronica de 10 mg/mL, de PS-NPs (100 nm), através da via oral, relatou
que houve inducido de apoptose celular, inflamagao e disturbios estruturais, associado a

bioacumulagao de PS-NPs, nos ratos. (Xu et al., 2021).

Portanto, os PS-NPs, estando internalizada, quer por vias oral, inalatéria ou dérmica, sao
capazes de atravessar barreiras bioldgicas, como membranas celulares, incluindo barreiras
Gl, a barreira hematoencefalica e placenta (Florance et al., 2022; Hesler et al., 2019; Ragusa
et al., 2021; Rubio et al., 2020). A nivel sub-celular, sdo capazes de penetrar facilmente em
membranas de bicamadas lipidicas, atravessar a membrana celular, alterar a estrutura da
membrana, reduzir a difusdo molecular, induzir a destruicdo de organelos, interferir na

homeostase celular resultante na alteragao da fungao celulares e lesao tecidual (Campanale
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et al., 2020; de Souza Machado et al., 2018). Portanto o efeito dos PS-NPs ¢é sistémico,

desencadeado atraveés do sistema Gl, respiratério, imunoldgico (Grote et al., 2023).

Tanto nos estudos in vitro como in vivo, relataram que a exposicao PS-MNPs, induziram
efeitos toxicos nas ceélulas, tecidos e organismo, nomeadamente alteracdo na viabilidade
celular, estresse oxidativo, diminuigao da resposta imune, inflamacao, citotoxicidade, dano no
DNA, alteracdo metabdlica, alteracdo na reproducdo, efeitos neurotdéxicos e induzem
respostas imunes a carcinogénese em animais e células humanas (Fig. 3.5) (Kumar et al.,
2022; Sangkham et al., 2022). Contudo, estudos sobre os efeitos da exposigdo combinada de

MNPs e plastificantes no sistema Gl, s&o insuficientes.
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Figura 3.5: Efeitos de PS-MPs e SP-NPs no organismo. Fonte: Adaptagao (Sangkham et al., 2022).

Estima se que 90% da exposigao por MNPs é por via oral (van Pomeren et al., 2017), através
de ingestao de alimentos contaminagao (cadeia tréficas e alimentos contaminados), bebidas
(adgua, engarrafada e da torneira, cervejas) e produtos de higiene pessoal (creme dental),
produtos médicos (implantes ortopédicos cirurgicos, implantes dentarios) (Cox et al., 2019;
Elkalla et al., 2023). Portanto o sistema GI é uma das principais vias de exposi¢ao de MNP e
sendo o estbmago e o intestino os primeiros érgdos onde da se a absor¢cdo de MNPs
(Vecchiotti et al., 2021), portanto, estudos in vitro com linha celulares Gl humanas s&o

plausiveis para testar os efeitos de MNPs na saude humana.
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Segundo a literatura, a exposi¢ao de MNPs no sistema Gl induziu diminuigdo na producao de
muco intestinal, alteracdo metabdlicas (Jin et al., 2019; Lu et al., 2018) alteragao no intestino
delgado (B. Li et al., 2020) desequilibrio imunolégico intestinal, resultante na falha da barreira
intestinal e disbiose microbiana no intestino nos modelos in vivo. (Liu et al., 2022). A nivel sub-
celular esses processos de reducio, desencadeia diferentes mecanismos de acdo, como
libertacdo de diferentes radicais livres, especificamente espécies reativas de oxigénio (ROS)
(X. H. Zhang et al., 2011). Sabe-se que a produgcao excessiva de ROS pode desencadear
estresse oxidativo que pode levar a desregulagéo da expressdo génica, incluindo Fatores de
Necrose Tumoral Alfa, Interleucina Beta e Interferdo-gama (TNF-q, IL-1 3, € IFN-y) (Liu et al.,
2022) diferentes estados redox celulares e danos ao DNA e nas proteinas (Fig. 3.6). Além
disso, especula-se que os mecanismos de acéo sub-celular desencadeados pela exposicéo
de MNPs, sdo parecidos com os processo carcinogenese (Nickens et al., 2010; Vecchiotti et
al., 2021).

Além disso, existem estudos in vifro em que se investigaram os efeitos de PS-NPs.
Inkielewicz-Stepniak et, al., investigou a exposicdo de PS-NPs modificados e ndo modificado,
nas concentragdes de (20, 50, 100 yg mL™") em 3 linhas celulares epiteliais intestinais
humanas (LS174T, HT-29 e Caco-2), observando indugao na alteragdes na viabilidade celular,
inducao de apoptose e relatou que os PS-NPs ndo modificados e carboxilados (PS-COOH)
tiveram menor alteracdo em comparando com os PS-NPs aminadas (PS-NH2) (Inkielewicz-
Stepniak et al., 2018). Outro estudo avaliou a exposi¢gdo de PS-NPs (40 e 100 nm de
tamanho), nas células epiteliais de adenocarcinoma gastricos humanas relatando alteragéo
na viabilidade celular, alteragdo na expressao de genes inflamatérios interleucina 6 e 8 (IL-6

e IL-8) e na morfologia celular (Forte et al., 2016).

Em corroboragao com os resultados anteriores, Wu, et al., avaliou a exposicdo de PS-NPs
(0,1 ym e 5 ym) na linha celular Caco-2 de adenocarcinoma de célon humano, relatando que
se observaram efeitos significativos na viabilidade celular, enquanto a exposicao de PS-NPs
(0,1 um) nas concentragbes maior ou igual a 20 pg/mL e PS-MPs (5 um) nas concentragdes
maior ou igual a 80 ug/mL provocaram danos na membrana mitocondrial, inibicao da atividade
do transportador de ATP na membrana plasmatica, e a exposi¢ao combinada de PS-NPs com

arsénio provocou um aumento da toxicidade do arsénio (Wu et al., 2019).

Estudos com modelos de cultura tripla e monoculturas em trés linhas celulares (Caco-2/HT29,
MTX-E12 e THP-1), investigaram os efeitos genotdxicos da exposigcdo PS-NPs (tamanho 50
nm) e PVC (<50 um), em intestinos humanos saudaveis e inflamados, durante 4 h. Ndo foram
observados efeitos genotdxicos no intestino saudavel, enquanto que a exposigéo de particulas

de PVC na concentragdo de 50 ug cm™ induziu liberagao de IL-1B e provocou a perda de
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células epiteliais e dano ao DNA no intestino com processos inflamatdrios ativos (Busch et al.,
2021).

Para avaliar a exposi¢ao cronica no sistema Gl, outro estudo in vitro investigou as possiveis
alteracbes da exposicdo PS-NPs de 50 nm, nas concentragdes sub-toxicas e imitando
exposicao oral de 7 ug de equivalente ao consume de 225 g de mexilhdes (0,0006, 0,26, 1,3
e 6,5 pg/cm), na linha celular Caco-2, durante 8 semanas. Como resultado, 20% das células,
tiveram a bioacumulagcao de PS-NPs e alteragido de expresséo genica, incluindo relacionados
ao estresse oxidativo, mas n&o teve nenhum efeito associado ao dano no DNA (Domenech et
al., 2021).

Portanto, tanto nos estudos in vitro como in vivo, relataram toxicidade, relativamente aos
efeitos na citotoxicidade e genotoxicidade no Gl, além disso, a maioria dos resultados houve
concordancia, quanto a translocacao de particulas de MNPs da barreira intestinal através do
sistema circulatério para outros érgaos, como também, a inflamacéo celular resultante da
exposicao de MNPs no Gl (Sangkham et al., 2022). No entanto, informacao sobre os efeitos
de MPs e NPs na saude humana continua limitada (Sangkham et al., 2022), portanto estudos
com linhas celulares sao imprescindiveis.
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Figura 3.6: Via de exposicdo MNPs oral e seus potenciais efeitos toxicos no sistema gastrointestinal. Fonte:
Adaptacao (Sangkham et al., 2022).

3.8. Bisfenol A

O Bisfenol A (4,4'-isopropylidenediphenol- BPA) é um sdlido cristalino, incolor, pertence a
familia dos compostos organicos. A sua féormula quimica é Cis His 02 ,, € um composto
organico formado pela unido dois grupos fendis, com uma acetona (Fig. 3.7) (Coupar et al.,

1997). E predominante usado como mondmero sintético, utilizado amplamente na produgéo
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de plasticos de policarbonato (70%) e resina epoxi, mas também é utilizado na produgéo de
polissulfona ou poliacrilato (Vandenberg et al., 2009), (Geens et al., 2011). Estima-se que a
nivel global sdo produzidos trés milhées de toneladas de BPA por ano (Erler & Novak, 2010).
Além disso prevé-se um aumento maior que 6% de taxa de crescimento anual composta de
BPA (CAGR), nos proximos 5 anos (de 2022 a 2027), sendo que a regido Asia-Pacifico
apresenta a maior taxa de crescimento no mercado de BPA. E considerado uma substancia
omnipresente encontrada em quase todos os tipos de ambiente na agua, solo, ar, lodo de
esgoto (Rubin, 2011). Estima-se que a concentragdo do BPA em solos europeus de cerca de
140 ug/kg de peso seco (pd) (Kwak et al., 2018). Um estudo em Egito (Alexandria) detetou
BPA na agua potavel nas concentra¢des de 2230 ng/L de BPA (Bi et al., 2010; Radwan et al.,
2020). E na China detetaram uma media de 1.1 x 108 pg/m?* de BPA no ar (Gao et al., 2023).

E utilizado para uma grande variedade de produtos de consumo, incluindo para revestir a
parte internas das latas, de recipientes de bebidas e tampas de garrafas, produtos cosméticos,
brinquedos, materiais odontolégicos (selantes dental), equipamentos médicos (maquinas de
coragao-pulmao, incubadora, maquinas de hemodialise), agente de revelacdo de cores em
papel térmico, incluindo, recibos de caixa registradora, cartdo de crédito, bilhetes de
transporte publico e estacionamento, etiquetas autoadesivas, recibos térmicos, na construgao
civil, incluindo tubos de canalizacdo de agua, eletrodomésticos(Klemes et al., 2020; Kyrila et
al., 2021; Vandenberg et al., 2007). Também & utilizado na produgdo de

plastificantes, retardador de chama, antioxidantes, pesticidas (Huang et al., 2012).

Sabe-se que a exposicao ao BPA ocorre sob condicbes em que o mondémero residual no
polimero € libertado para os alimentos e bebidas, ou onde o préprio polimero se hidrolisa,
libertando assim o BPA (Preethi et al., 2014). Além disso, no processo de esterilizagédo dos
enlatados, estima-se que 80% a 100% do total de concentrado de BPA nos enlatados, passa
para os alimentos (Goodson et al., 2004). Portanto acredita-se que o BPA pode passar dos
enlatados para alimentos, dos selantes dentaria para a saliva, de garrafas plasticas para agua
(Noureddine El Moussawi et al., 2018; Vandenberg et al., 2007).

Estima-se, que 90% da exposi¢cao geral do BPA, é através dos alimentos, portanto a via oral
€ considerada uma das principais vias de contaminagao do BPA nos humanos (Christensen
et al., 2012; Rudel et al., 2011).

Um estudo avaliou a exposicéo global de BPA, em 30 paises, incluindo 6 paises de unido
Europeia (EU), estimou uma ingestao diaria global de 30,76 ng/kg pc/dia para adultos e 60,08
ng/kg pc/dia para criangas (R. ping Huang et al., 2017). Recentemente, um outro estudo usou
modelo farmacocinético de base fisiolégica para calcular a exposigéo diaria do BPA total em

criangas em diferentes paises da Europa, estimou o uso diario medio de 0.0723 ug/kg Pc/dia
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(Deepika et al., 2022). Além disso relataram que que a exposi¢cao de criangas ao BPA € 1500
vezes maior que arecente aingestao diaria toleravel (TDI) proposta pela Autoridade Europeia
para a Segurancga dos Alimentos (EFSA), de 0,04 nanogramas (ng) por quilograma de peso
corporal (PC) (Deepika et al., 2022). Além disso, segundo um estudo feito com alimentos do
supermercado nos EUA (Texas), foi detetado BPA nas concentragdes de 0,24 ng/g p.c. em
péssego fresco, a 149,0 ng/g P.C em feijao verde enlatado, 121,0 ng/g P.C em milho enlatado
e 80,6 ng/g P.C. em vegetais mistos enlatados e 0,41 0 ng/g P.C no sumo de frutas (Lorber et
al., 2015). Recentemente, alguns paises de Europa, incluindo Portugal, foi detetado BPA em
carne enlatada (enchidos, patés) num valor maximo de 202 ug kg™'. Frutos do mar incluindo
camardo, caranguejo, berbigdo, améijoa branca, lula e peixe foi detetado BPA na

concentracao de 13,3 a 213,1 ug/kg (Hanafi et al., 2019).

o)

Figura 3.7: Estrutura quimica do Bisfenol A (4,4 -(propano-2,2-diil) difenol). Fonte: (Sarria-Villa et al., 2019).
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3.8.1. Presenca de Bisfenol A em humanos

Segundos estudos de biomonitorizagdo em humanos o BPA ja foi detetado em fluidos
biolégicos, incluindo sangue, liquido amniético, leite materno, tecido adiposo, cabelo e urina,
inclusive foi detetados BPA em baixas concentracdes nos tecidos e fluidos em mais de 90%

da populagao humana na Europa (Covaci et al., 2015) e EUA (Calafat et al., 2008).

Um estudo, recentemente publicado, avaliou BPA na urina em 2741 adultos em 11 paises
europeus, incluindo Portugal, foi detetado uma média de 1.3 ug/g creatinina (CRT) de BPA
(Govarts et al., 2023). Além disso, estudos nos modelos in vivo, confirmaram a capacidade de
BPA, em atravessar a barreira placentaria, em ratos, que foi também confirmado nos estudos
de biomonitorizagao humana, onde foi detetado a presenga de BPA no soro materno e fetal e
no tecido placentario humano (Schénfelder et al., 2002; Takeda et al., 2009). No entanto,
segundo estudos, essas baixas concentragdes encontradas nos estudos de biomonitorizagao
humana, induziu efeitos adverso nos modelos in vivo, incluindo alteragdes no sistema
enddcrinos, na reproducao, no metabolismo e alteragdes epigénicas (Mendonca et al., 2014;
Vandenberg et al., 2010).

19


https://www.britannica.com/dictionary/serum
https://www.britannica.com/science/placenta-human-and-animal

Desse modo, a Unido Europeia (UE) proibiu a aplicagcao de BPA como aditivo e auxiliar de
producdo de polimeros na producdo de plasticos de contato com alimentos sob o
Regulamento (CE) n°® de outubro de 2011 (CE, 2018). No entanto, em Dezembro de 2021, a
Autoridade Europeia para a Segurancga dos Alimentos (EFSA) emitiu um parecer e propds
redugdo da ingestédo diaria toleravel de BPA de 4 ug kg de peso corporal (pc)™'dia ™",
estabelecida em 2015 para 0,04 ng kg de peso corporal (pc) ~' dia ™' (Stecca et al., 2022).
Portanto, dada a inevitavel contaminacdo de PS-NPs e BPA no ambiente natural, incluindo na
contaminacé&o dos alimentos de uso diario e uso na nanotecnologias, particularmente na
entregas de medicamentos, os potencias riscos e impacto do BPA e PS-NPs nas células

gastricas, a nivel celular e sub-celular, precisam ser esclarecidos (Tang et al., 2022).

Entretanto, mesmo que os extensos estudos experimentais com varias evidéncias e cada vez
mais consistentes dos efeitos da exposi¢cdo do BPA na populagdo humana, nao encontraram
causalidade associados os efeitos na populacdo humana. Alidas um dos aspetos que nao
favorecem a avaliacao dos efeitos do BPA, quer em estudos de toxidade experimental, quanto
em humanos € a sua relagcdo dose-respostas ndo monétona, que sao caracteristicas tipicas
de horménios endégenos. Uma vez que estudos confirmaram que o efeito foi observado em
concentracoes menores do que as consideradas seguras pela EFSA, em 2015 (Vandenberg
et al., 2019). Portanto, ha uma crescente preocupacao publica sobre seu efeito nocivo, uma

vez que os seres humanos estdo constantemente expostos a tais poluentes (Kim et al., 2021).

Existe varios estudos nos modelos in vivo, que evidenciaram os efeitos negativos do BPA no
sistema reprodutor como a reducdo da producido e a qualidade de espermatozoides em
machos, diminuicdo de numero de ovécitos maduros e aumento da indugdo da infertilidade
em fémeas (Ehrlich et al., 2012; Greca et al., 2020). Além disso, BPA € bem conhecido como
desregulador enddcrino (EDC's) (Kim et al., 2021), mas também esta associagao a diabetes
tipo 2, disturbios cardiovasculares, doencas neurocomportamentais e varios tipos de cancro
(Rezg et al., 2014). Além disso, estudos relataram efeitos adversos do BPA
nomeadamente alteragdes epigenéticas especificas do sexo no cérebro, resultante da
exposi¢cao em baixas doses (ou concentragdes ambientais) nos modelos in vivos, incluindo
em rato, que foram encontrados nos fluidos bioldgicos humanos. (Kundakovic et al., 2013).
Todavia, a maioria dos estudos com o BPA est&o dirigidas para o sistema reprodutor e a sua
atividade antiestrogénios (Kim et al., 2021). Entretanto, poucos estudos estdo disponiveis

sobre os efeitos do BPA no sistema gastrointestinal (Abo-Elsoud et al., 2022).
3.8.2. Classificagao Toxicolégica de BPA

Tendo em conta, as evidencias confirmados em estudos nos modelos in vivo e in vitro, as

autoridades competentes e reguladores adotaram algumas normas sobre 0 consumo de BPA,
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em alguns produtos (Kim et al., 2021). Em 2010 o Canada proibiu a fabricagao, importacao,
propaganda ou venda de biberdes de policarbonato contendo BPA com base em desfechos
de saude comportamental e de neurodesenvolvimento! (Mendonca et al., 2014). E um ano
mais tarde a UE proibiu o BPA em biberdes e estabeleceu um limite para a quantidade de BPA
que pode ser transferido para os brinquedos de criangas até aos trés anos, incluindo os

brinquedos levados & boca das criangas (ASAE, 2011).

Em 2011, a Unido Europeia (UE) proibiu o uso de BPA como aditivo e em producéo de
polimeros na producgéao de plasticos em contacto com os alimentos ao abrigo do Regulamento
(CE) n.° de outubro de 2011, que atualizado em 2018, segundo o regulamento n.° 213, de 12
de fevereiro de 2018, sobre o uso de BPA (CE, 2018).

Em 2017 a agéncia de produtos quimicos Europeia (ECHA) classificou o BPA, como téxico
reprodutivo (ECHA, 2017). Além disso propds a identificacdo e rotulagem em todos os
produtos fabricados com o sem BPA. Ja em 2022, a ECHA, identificou o BPA, como uma
substancia de grande preocupacgao (SVHCs) e propbs também a identificagcdo como SVHC,
ou entdo a classificagédo e rotulagem para outos bisfendis, ja que estudos recentes associam
os bisfendis substituto de BPA, como EDC’s (ECHA, 2022).

Existe um regulamento (UE) n.° 10/2011/UE que autoriza o uso de BPA como mondmero em
materiais de plastico que entra contacto com os produtos alimentares, entretanto, segundo o
site de Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA), em fevereiro de 2018,
a UE reduziu o limites na quantidade de BPA nos artigos que entram em contacto com os
alimentos de 0,6 mg/kg proposta em 2002 para 0,05 mg/kg na sequéncia do parecer de 2015
da EFSA (EFSA CEF Panel, 2015).

Em Dezembro de 2021, a EFSA publicou uma consulta publica sobre o parecer
cientifico sobre a reavaliagdo dos riscos para a saude publica e a redug¢ao da TDI de 4 ug/kg
PC/dia (TDI temporario) em 2015 para 0,04 ng/kg PC/dia, tendo em conta os efeitos adversos
do BPA no sistema imunitario, segundo Projeto de parecer da EFSA (Deepika et al., 2022).
Recentemente, em abril de 2023, a EFSA, langou uma reavaliagdo da seguranca do BPA, de
forma a diminuir a dose diaria admissivel (DDA) para 0,2 ng (por quilograma de peso corporal
por dia, substituindo o nivel temporario anterior de 4 microgramas (4 milésimos de grama) por

quilograma de peso corporal por dia, (Lambré et al., 2023).
3.8.3. Efeito de BPA na saude humana e sistema gastrointestinal

A metabolizacdo do BPA dentro do corpo € considerada um processo rapido, mas néo
completo, portanto, ndo é eliminado todo o conteudo de BPA ingerido ou absorvido, ou seja,

pode se acumular no organismo. Apés a ingestdo via dieta, o BPA é absorvido imediatamente
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pelo trato gastrointestinal, € metabolizado no figado e intestino (Bernardo et al., 2015). A
maioria das metabolizagdes do corpo, ocorre no figado, quer seja para absorver, guardar ou

fornecer os nutrientes para o organismo.

O Mecanismo de metabolizagdo do BPA pelo organismo, é possivel através de reacdes
enzimaticas, as quais s&o divididas em duas fases: fase | e fase Il. Na fase | aparecem na
maioria, reacdes de oxidagado catalisadas pelo citocromo P450 (Ramadori et al., 2008). Na
fase Il sdo reacdes de conjugagao onde o metabolito € conjugado com outra molécula através
de enzimas (Ramadori et al., 2008). Portanto na fase 1, praticamente ndo sofre muitas
transformacgoes, isto €, consistem em reacdes redox ou de hidréolise que degradam parte das
moléculas absorvidas formando diversos tipos de metabdlitos (Bernardo et al., 2015). No
figado, o BPA nao é extensamente metabolizado nas reacoes de fase | mas sim nas reagbes
de conjugacao de fase Il. Assim os subprodutos formados pelo figado sdo o BPA- glucuronido
(BPAG) em grande maioria e o BPA-sulfato (BPAS) que se encontra numa quantidade menor
(Bernardo et al., 2015; Vandenberg et al., 2013). O BPAG ¢ controlado pela UGT2B15, uma
enzima uridina difosfato glucuroniltransferases (UGTs), e o BPAS é regulado pela SULT1A1,
que é uma enzima sulfotransferase (SULT) (Deepika et al., 2022). O analogo BPA-G ¢é
convertido em monoglucuronido (BPA-MG) e em BPA diglucuronide (BPA-DG) e o BPA-S em
monossulfato (BPA-MS) e dissulfato (BPA-DS) (Dahl et al., 2008; Ginsberg & Rice, 2009).

Quando o BPA-G e BPA-S sado formados no trato gastrointestinal e no figado séo
transportados para o sangue através do sistema endécrino, e excretado através dos rins na
urina, podendo ainda ser excretado até no leite materno (Encarnac¢ao, 2007; Ola-Davies &
Olukole, 2018).

Segundo estudos anteriores, o BPA, pode ser completamente excretado depois de 24 h apos
ingestao oral em glucuronido ou sulfato conjugados na urina (Volkel et al., 2002). E estimaram
que 84-97% do BPA absorvido sao excretados nas primeiras 5-7 horas (Thayer et al., 2015).
Contudo, em estudos atuais sugere-se que a excregdo pode ser mais lenta e longa
apos exposicao da pele (Sasso et al., 2020). O BPA livre ou ndo conjugado é considerado a
forma quimica toxicologicamente mais relevante, uma vez que pode interagir com o recetor
de estrogénio (RE). No entanto, segundo estudos anteriores as concentragdes sanguineas e

urinarias de BPA livre s&o geralmente muito menores do que as de BPA conjugado.

O BPA, por ser um xenoestrogénio pode imitar horménios, incluindo o estrogénio, portanto,
pode se ligar a varios tipos de recetores de estrogénio, de forma a desencadear multiplas
respostas, resultante em diversos efeitos adversos no organismo. Além dos efeitos enddcrinos
(EDCs), estudos associam a exposi¢éo do BPA a altera¢des no neurodesenvolvimento (Roen

et al.,, 2015), obesidade, disturbios metabdlicos (Deepika et al., 2022) e alteragdo na
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reproducéo, incluindo a diminui¢cdo da viabilidade de células especificas que pode levar a
formacao anormal de espermatozoides, menor contagem de espermatozoides e motilidade
relatados nos estudos in vivo em ratos (Harnett et al., 2021) e em humanos segundo estudos

em ambientes ocupacionais (Ribeiro et al., 2017).

A nivel celular o BPA, induz efeitos citotoxicos através da producio de estresse oxidativo,
resultante do aumento da producao de ROS, alteracdo na atividade antioxidante, ou acumulo
de produtos de oxidacao de biomacromoléculas e efeitos genotdxicos ou danos de DNA (Kaur
et al., 2014; SG et al., 2019).

Além disso, o BPA, por ser um EDC’s tém uma curvas de resposta de dose ndo monoténica
(NMDR), que é definida segunda EFSA como uma fungéo da dose na qual a inclinagdo da
curva dose-resposta muda de sinal (Beausoleil et al., 2017). As curvas NMDR apresentam

uma formas em U, U invertidas ou complexas com mais de um ponto de virada (NRC, 2014).

Portanto, € uma dificuldade adicional para caraterizacdo do seu risco, uma vez que nao
encaixar nos classicos métodos de avaliagdes de risco toxicolégico (dose resposta
monaotona). (Vandenberg, 2014; Welshons et al., 2006). Uma outra dificuldade que resulta
resposta divergentes é o efeito de “baixa dose”, que foi definido segundo a Agéncia de
Protecao Ambiental (USEPA) como efeitos relatados em concentragdes abaixo dos niveis
usados para avaliagdes toxicoldgicas classicas (Oliveira, 2017). Segundo a literatura,
concentragdes muito baixas s&o capazes de estimular a regulacdo positiva do recetor,

resultante em efeitos adversos, (Myers et al., 2009).

Contudo, o foco desse estudo centra se nos efeitos toxicolégicos, nomeadamente efeitos
citotéxicos e genotdxicos no sistema gastrointestinal in vitro. Escolhemos concentracbes
baixas, consideradas ambientais, utilizados nos estudos anteriores (Ramos et al., 2019) e
concentragdes encontradas nos fluidos biolégicos nos estudos de biomonitorizagdo humana,
nomeadamente, 0,04, 0,1 e 1 ng/mL, sendo que a concentragdo 0,04 ng/ mL é o valor de
referéncia de TDI proposta recentemente pela EFSA (Deepika et al., 2022). Além disso,
segundo estudos em modelos animais, o sistema Gl, incluindo o estomago e intestino sdo os
primeiros a serem afetados apds a exposicao do BPA através da alteragao na flora intestinal,
alteragdo na glandula gastrica, destruicdo da fungao de barreira das células epiteliais
intestinais (Javurek et al., 2016), lesbes na mucosa intestinal, inibicdo da secregao de mucina
(Ola-Davies & Olukole, 2018) mediada através de biomarcadores de stress oxidativo,

biomarcadores de apoptose e biomarcadores inflamatérios (Abo-Elsoud et al., 2022).

Segundo a literatura os efeitos toxicolégicos do BPA no tecido gastrico, sdo gerados através
da inducao do stress oxidativo, inibicdo da atividade das enzimas antioxidantes, redugao da

expressdo génica das enzimas antioxidantes, resultante na alteracdo da funcdo das
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mitocéndrias (Kaur et al., 2014; SG et al., 2019) e indugao de expressao proteica de citocinas
pré-inflamatérias e biomarcadores pré-apoptéticos, que estdo associados a patologias
gastricas (Abo-Elsoud et al., 2022).

Contudo, dados sobre os riscos do BPA, no sistema gastrointestinal, ainda estdo

insuficientemente (Abo-Elsoud et al., 2022).

Um estudo simulou um ecossistema microbiano do intestino humano (SHIME), relatando que
a exposi¢cao ao BPA, induziu alteragées na microflora do célon (ascendente, transverso e
descendente) e aumentou a proliferacdo de bactérias patogénicas degradaveis por BPA
(Microbacterium e Alcaligenes) (Wang et al., 2018). Outro estudo investigou a exposicao de
BPA em células gastricas -HGC-27 com concentragdes abaixo do TDI de referencia de EFSA
de 2015 diferentes linhas de tempo (24, 48 e 72 horas), demostrando alteragao na viabilidade
celular, resultante na alteracao de fator actina (F-actina) (Hanafi et al., 2019), que tem a fungao
de gerar energia para processos bioquimicos e determinar a forma de célula e a sua

desregulacao induz atraso no ciclo celular em odcitos durante a meiose (Can et al., 2005).

A grande maioria dos dados na literatura dos efeitos de BPA, no sistema gastrointestinal é nos
modelos in vivo. Neste caso, Abo-Elsoud et al., 2022, investigou os efeitos do BPA, no ratos,
relatou alteragcbes gastricas através de respostas antioxidante, anti-apoptética e anti-
inflamatéria, que esta associada a Ulcera gastrica e cancro (Abo-Elsoud et al., 2022). Outro
estudo, avaliou a exposicao oral de BPA, na concentragao de 0,5 ug/kg de P.C durante 1 més,
o BPA induziu danos na glandulas gastricas, danos no DNA, (Ismail & El-Meligy, 2022). Em
peixes de agua doce (Ictalurus punctatus), foram relatadas alteragdes hepatolégicas e
disbiose da microbiota intestinal através de estresse oxidativo, mediadas através de
atividades enzimaticas antioxidantes do intestino e respostas inflamatérias imunes, medidas

através de genes associados a imunidade (Zheng et al., 2023).

A nivel in vitro , usando concentragdes de BPA ambientais (parecidos do nosso estudo), para
investigar os efeitos citotdxicos e genotdxicos de BPA e a interagcdo com agentes
quimioterapicos - doxorrubicina (DOX) em duas linhas celulares - epiteliais humanas tipo 2
(Hep-2) e os fibroblastos pulmonares (MRC-5) observaram que o BPA induziu um aumento

de micronucleos (MN) nas duas linhas celulares (Ramos et al., 2019).
3.9- O efeito toxicologico da exposi¢cao combina de NPs e BPA

Os seres humanos estao inevitavelmente expostos a varios produtos quimicos em simultaneo,
través da alimentagdo, ar, produtos domeésticos, equipamentos medicos e eletronicos e
produtos cosméticas (Evans et al., 2016). Em prol disso, atualmente, tem havido um interesse

exponencial, em estudos sobre os efeitos de riscos de misturas quimicas (Tsatsakis et al.,
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2017). A Avaliagdo do Risco de Mistura (MRA), foi definida como uma avaliagcdo de risco
cumulativo para a organismo e para o meio ambiente devido a exposicdées combinadas de

produtos quimicas através de varias fontes de exposicao (Evans et al., 2016).

Segundo a EFSA, substancias com mesmo efeitos no mesmo 6rgéo, sdo considerados efeitos
aditivas (quando o efeito dos dois produtos quimicos em exposi¢cdes combinas é igual a soma
do efeito da exposi¢do individual), mesmo com estruturas quimicas e mecanismos
moleculares diferentes (Mantovani, 2015). Contudo, os efeitos aditivos ndo s&o os unicos
mecanismos de toxicidade de misturas (Ribeiro et al., 2017). Tendo em conta a classificagcdes
toxicoldgicos das exposigdes combinas de misturas quimicas, além de aditivas, podem ser:
sinérgico — quando o efeito da exposicdo combinada é superior que a soma de seus efeitos
individuais; e antagdnicos —quando o efeito da exposi¢gdo combinada ¢é inferior do que seus
efeitos individuas (Yeh et al., 2009). Os PS-NPs devido as suas propriedades inclusive sua
area superficial, permite a adsor¢do de poluentes, resultando em modificagcbes nas suas
propriedades fisico-quimicas induzindo efeitos na toxicidade (Gallo et al., 2020; Serensen et
al., 2020).

Em consonancia com isso, existe evidencias que o BPA, assim como as NPs podem
desencadear efeitos, aditivas em exposi¢ao individuais no mesmo organismo, como também
pode desencadear efeitos antagénico no mesmo organismo, em exposigdo combinadas
segundo estudos nos modelos in vivo e in vitro (Bolli et al., 2010; Jordan et al., 2012; Wilson
et al., 2016). Entretanto, ndo existem ainda dados suficientes sobre a exposi¢cdo combinada
de PS-NPs com outros poluentes ambientais, especialmente o BPA. Um estudo investigou a
exposicao combinada de BPA e E2 na linha celular de cancro de célon DLD-1, relataram teve
efeito antagonista na agéo pro- apoptoética, através da inibicdo da atividade de cascatas (Bolli
et al., 2010).

Outro estudo investigou a toxicidade de PS-MPs em tamanho micro e nano antes e depois da
absorcdo de BPA, na linha celular caco-2 de cancro de colén humana, demostraram que
houve um aumento da citotoxicidade, associados a aumento do estresse oxidativo celular,
resultante da produgéo de espécies reativas de oxigénio e da despolarizagao de mitocondrias
(Q. Wang et al., 2020). Além disso, relataram que os PS-MPs em nanoescala, tiveram maior
taxa de absorgdo de BPA, devido a sua grande superficie especifica de absorcdo de BPA,

resultando uma maior taxa de citotoxicidade (Q. Wang et al., 2020).

Um outro estudo, avaliou a exposigdo combinadas de BPA em concentragbes ambientais com
doxorrubicina (DOX), nas linhas celulares epiteliais humanas tipo 2 (Hep-2) e nos fibroblastos

pulmonares (MRC-5), sugeriu que o BPA teve efeito antagonista nos efeitos da DOX, que é
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um quimioterapico, além disso, relatou que a exposi¢gdo combinada na linha celular MRC-5

desencadeou uma curva de resposta ndo monotonica (Ramos et al., 2019).

Estudo nos modelos in vivo avaliou a exposigéo individual e combinada de BPA (2000 mg/kg),
com NPs (600 mg/kg), invertebrado Folsomia candida, demonstraram que a exposigao
individual de NPs em concentragdes ambientais (0,015 mg/kg) provocou aumento dos niveis
de peroxidagao lipidica (Barreto et al., 2023). Contudo a exposi¢gdo combinada com as
mesmas concentracées de NPs (0,015 mg/kg) e de BPA (2000 mg/kg) ndo obteve nenhum
efeito (Barreto et al.,, 2023). Portanto o efeito nas exposicbes combinadas teve o efeito
antagonico (Barreto et al., 2023). Outro estudo recente no modelo in vivo com peixe de agua
doce (Ictalurus punctatus), investigou a exposi¢ao individual e combinada BPA e PS-NPs,
observaram que a exposi¢cdo combinada de BPA e PS-NPs desencadeou toxicidade sinérgica

comparada a exposi¢ao individual do PS-NPs e BPA (Q. Wang et al., 2020).

Por outro lado, Cheng et al. 2023, avaliou a exposi¢ao individual e combinadas de BPA e MPs
(1 ym) observaram efeitos sinérgicos, através de um aumento da hepatotoxicidade nas

células-tronco pluripotentes humanas (Cheng et al., 2023).

Além disso, estudo de misturas de substancias toxicas in vitro é ainda limitado (Clérigo et al.
2022), principalmente estudos de exposi¢cdo combinada de NPs com plastificantes, dado o
papel de MPs e NPs como vetores de poluentes quimicos e micro-organismo para células e
organismos (Blackburn 2022; Campanale et al. 2020; Sangkham et al. 2022). E importante,

necessario e imediato avaliar os efeitos PS-NPs e plastificantes na saide humana.

3.10- Avaliacao da citotoxicidade e genotoxicidade de substancias quimicas e

misturas
3.10.1. Ensaio de Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade sdo usualmente utilizados para avaliacdo dos efeitos sobre a

viabilidade ou proliferagao celular causada pelas exposi¢cdes dos tratamentos testados.

Ha varios tipos de ensaios utilizados para investigar a citotoxicidade, uns baseiam-se nas
alteragdes da permeabilidade celular, como o uso de corantes vitais, (azul de tripano, preto
de naftaleno, eosina, etc.), outros nas fungdes mitocondriais (ex. ensaio do MTT, XTT, etc.).
Todavia, no presente estudo a avaliagdo de citotoxicidade, baseou-se na avaliacdo da

capacidade metabdlica celular, através do ensaio CellTiter-Blue® (Promega).
3.10.1.1. CellTiter-Blue®

Neste ensaio é monitorizada a viabilidade celular, utilizando um método homogénico e

fluorescente. A base desse ensaio é a capacidade das células viaveis em converter um
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corante redox (resazurina) em um produto final com fluorescéncia (resorufina) (Promega,
2019). A resazurina € um corante indicador permeavel a células, de cor azul-escuro com
pouca fluorescéncia intrinseca. Neste ensaio usa resazurina para medir a viabilidade celular,
dada que s6 as células viaveis com metabolismo ativo podem reduzir a resazurina em
resorufina, que é rosa e fluorescente. E método homogénico, porque durante o ensaio é
adicionado diretamente as células cultivadas, apds os tratamentos quimicos, um unico
reagente. Apds 1 a4 horas de incubacgéo, o sinal é quantificado usando um espectrofotémetro

de microplacas ou fluorometro (Fig. 3.8).

E um método barato, facil, sensivel e altamente rentavel (pode ser feito tanto em placa de
96, como também para 384 pocos). O reagente nao é téxico para as células, por isso nao
precisa de cuidados nos descartes de solventes, comparadas com o ensaio de MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2-5-difeniltetrazdlio).
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Figura 3.8: Ensaio CellTiter-Blue®. A: Protocolo: envolve a adigdo de um Unico reagente (CellTiter-Blue® Reagent)
diretamente as células cultivadas em meio suplementado com soro. Apés uma etapa de incubagao, os dados sdo
registados utilizando um fluorémetro ou espectrofotdometro B: A converséo da resazurina em resorufina por células
metabolicamente ativas resulta na geracdo de um produto fluorescente. C e D: Propriedades espectrais da
resazurina e resorufina em RPMI + 10% de soro fetal bovino: C (Absorvéncia espectros para resazurina e

resorufina); D: (Espectros de excitagdo e emisséo de fluorescéncia para resorufina). Fonte: (Promega, 2019).
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3.10.2. Genotoxicidade

O ensaio de genotoxicidade, in vitro, € uma das ferramentas essenciais para a detecao da
genotoxicidade e carcinogenicidade dos agentes quimicos ou fisicos (Eisenbrand et al., 2002;
MacGregor et al., 2000). Neste estudo avaliamos a genotoxicidade, através do ensaio de

micronucleo por bloqueio de citocinese (CBMN).
3.10.2.1. Ensaio de micronucleo por bloqueio de citocinese (CBMN)

O ensaio de micronucleos por bloqueio de citocinese (CBMN) é considerado um teste
citogenético padrao para testes toxicolégicos genéticos em células humanas e mamiferos
(Fenech et al., 2011).

E um ensaio confidvel e com bastante reprodutibilidade, adequado para diversos tipos de
células e com alternativa para outros ensaios de genotoxicidade mais complexos, como o

ensaio de aberra¢des cromossomicas.(Fenech et al., 2011).

O ensaio de CBMN, baseia- se na inducido de micronucleos, nas células que completaram a
mitose. Pode ser utilizado com protocolo com a adicdo de citocalasina B (cytoB) ou sem
adicdo de cytoB. A cytoB é um inibidor de polimerizagdo de actina citocalasina, que caso
adicionado antes da mitose origina células binucleadas, por isso, os MNPs devem ser apenas
analisadas nas células que completaram a mitose (células binucleadas) (Fenech & Morley,
1985; Kirsch-Volders et al., 2003).

Este ensaio, além de avaliar os efeitos citostaticos - através de células mononucleadas (um
nucleo), binucleadas (dois nucleos) e multinucleadas (mais de 3 nucleos). Além da
identificagdo de MN (Fig. 3.9A), o ensaio de CBMN é amplamente utilizada para avaliar
biomarcadores de eventos genotoxicos e instabilidade cromossémica incluindo,
biomarcadores de quebra ou perda cromossdmica- micronucleos (MN); biomarcador de
rearranjos cromossoémicos - pontes nucleoplasmaticas (NPBs) (Fig. 3.9B), biomarcador de
eliminacdo de DNA amplificado - Protusdes nucleares (NBUDs) (Fig. 3.9C). Como também
pode avaliar a citotoxicidade através de quantidade de células necréticas e/ou apoptéticas
(Fig. 3.9) (Fenech et al., 2011). Os NPB s&o formados quando as células estao na mitose, em
que a membrana nuclear envolve os nucleos filhos e a ponte da anafase Enquanto, os NBUDs
sdo equiparados ao MN, relativamente a morfologia, contudo o NBUD, esta ligada ao nucleo

por uma haste de material nucleoplasmatico (Fenech et al., 2011).

Os MN representam danos que foram transmitidos as células-filhas, enquanto as aberragdes

cromossOmicas os danos podem nao ser transmitidas (Kirsch-Volders et al., 1997).
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Este ensaio permite identificar dois tipos de eventos associados ao dano cromossémico in

vitro, os efeitos aneugénicos (niumero anormal de cromossomas) e clastogénicos (quebra

cromossomica (Sierra & Gaivao, 2014). Além disso, podem ser identificados em células que

que ja tiveram divisao celular durante ou apés a exposi¢cao das misturas quimicas (Parry &

Sors, 1993).

O ensaio in vitro de micronucleos (MNvit), baseia-se na identificagdo de micronucleos (MN)

no citoplasma de células interfasicas, resultante da fragmentacao de cromossomos acéntricas

(sem centrdmero) e ou por fragmentagao da cromatina, (devido as quebras nao reparadas do

DNA ou reparo incorreto) ou por perda de cromossomas inteiros que nao foram capazes de

se ligaram ao fuso mitético, ndo foram levados para polos opostos durante a anafase (Fig.

3.10) (Fenech et al., 2011).
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Figura 3.9: Biomarcadores do dano de DNA, através do ensaio de micronucleo por bloqueio de citocinese (CBMN)

Formagao do micronucleo. A: Microntcleo (MN); B: Ponte nucleoplasmatico (NPB); C: Protusdo nucleares (NBUD).

Fonte: Adaptagao (Fenech et al., 2011).
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Figura 3.10: Formagéao de micronucleo. Fonte: Adaptagao (Fenech et al., 2011).
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3.10.3- Células Gastricas GP202

O cancro gastrico € o quinto cancro mais frequente em 2020 no mundo, em Portugal e a quinta
causa mais prevalente de morte a nivel mundial, segundo o ultimo relatério da Agéncia

Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 2023).

As células gastricas GP202, sdo considerados um excelentes modelos para estudar os
efeitos celular e sub-celular da patologia gastrica, por serem imortalizadas, particularmente a
proliferacdo celular e a instabilidade gendmica, que sao considerados os mecanismos
moleculares subjacentes associados a carcinogénese gastrica (Gartner et al., 1996). Além

disso, nos modelos in vivo, a maioria dos NPs sdo encontrados no Gl (Vecchiotti et al., 2021).

As células gastricas humana GP202, pertencem a linhagem celular de carcinoma gastrico
difuso humano, que s&o conhecidas como células cancerigenas que se originam do
revestimento do estdbmago (Gartner et al., 1996). Sao caracterizada por terem estruturas das
jungdes intercelulares pouco abundantes a nivel ultraestrutural e por crescem em cultura
como uma monocamada fina compactada (Gartner et al., 1996). S&o células epiteliais com
morfologia hexagonal ou em forma de sinete e no citoplasma das células possui pequenos

vacuolos de mucina (Gartner et al., 1996) (Fig.4.12).

4- Metodologia

Tendo em conta os nossos objetivos, delineamos o seguinte desenho de estudo, que esta

ilustrado na Fig. 4.11:
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Figura 4.11: Desenho do estudo experimental in vitro.
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4.1- Tipo de Estudo

O presente estudo caracteriza-se por ter um método de estudo experimental, segundo Fortin
estudo experimental é caraterizada pela relacdo de causalidade, em que se faz uma

intervencao e presume produzir um efeito (Fortin, 1999).
4.2- Local de estudo

Este estudo foi realizado nos laboratérios do Centro de Investigacdo em Saude e Tecnologia
(H&TRC) da Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa (ESTeSL).

4.3- Variaveis

Neste estudo as variaveis dependentes séo os efeitos celulares quantificados através da
avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade e as variaveis independente sdo as

concentracdes de PS-NPs e BPA (individuais e combinadas) conforme ilustra a Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Variaveis dependentes e independentes.

Avaliagdo da citotoxicidade (CellTiter -Blue® Cell Viability Assay)
Variaveis dependentes

Avaliagdo da instabilidade gendémica (CBMN),

As concentragdes individuais de BPA de 1 ng/mL, 0,1 ng/mL e 0,04 ng/mL

As concentragdes individuais de PS-NPs de 200 pg/mL, 100 yg/mL e 20 pg/mL
Variaveis independentes
As concentragbes combinadas de BPA/PS-NPs de 1 ng/mL/200 pgmL/;

0,1ng/mL/200 pg/mL; 0,04 ng/mL/200 pug/mL; e PS-NPs/BPA 100 pyg/mL/1 ng/mL,
200 pg/mL/1 ng/mL

4.4- Procedimentos laboratoriais

4.4.1- Cultura celular

A cultura celular € um processo pelo qual sao retiradas células de animais ou de plantas e
cultivadas em condi¢cdes ambientais artificias adequadas (Hartung et al., 2002). Para esse
estudo experimental foi utilizada a linha celular tumoral gastrica GP202 (RRID: CVCL_S967),

adquiridas do Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto
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(Ipatimup). A linha mae foi obtida de carcinoma gastrico primario difuso de um homem de
origem europeu de 53 anos. Esta linha celular € composta por células epiteliais aderentes
com uma morfologia hexagonal ou em forma de sinete (Gartner et al. 1996), conforme mostra
a Fig. 4.12 e a Tabela 4.3. Os reagentes para o cultivo foram todos adquiridos da Sigma-
Aldrich-Merck®. As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 com L-glutamina,
suplementado com 10% soro fetal bovino (FBS), e 1% de estreptomicina e penicilina, usando

frascos T25 (volume de 5 mL).

Antes do estudo as células estavam congeladas (-80°C). Para a sua utilizagdo, as células
foram descongeladas numa estufa a 37°C, com 5% de CO.. Para minimizar o risco de
contaminacéo, todas os procedimentos foram realizados em uma camara de fluxo laminar
previamente submetidos a radiagdes ultravioleta por 30 minutos antes e depois o uso e todos
0s objetos utilizados para a manipulagdo foram previamente limpos com alcool 70% (Fig.
4.13).

Em seguida, foram passadas as células lentamente (gota a gota), pipetadas de um criotubo
para um tubo de 15 mL, em condicdes de esterilidade, numa camara de fluxo laminar. Depois
foram centrifugadas durante 5 minutos a 1500 rpm e apds a centrifugagao foi mantido o pellet,
descartando o sobrenadante. Ao pellet foram adicionados 5 mL do meio de cultura no tubo,
fazendo up and down cuidadosamente. Apos isso, as células foram cultivadas, em frascos
T25, com 3 mL de meio e 2 mL de células do tubo previamente preparado e foi colocado na
estufaa 37° C e 5% de CO.. Acada 2 dias foi realizada a troca do meio de cultura, descartando
0 meio usado com pipeta graduada estéril e foi adicionado 5 mL de meio novo (previamente

aquecido).

Uma vez atingida a confluéncia das células foi realizada a passagem das mesmas, em
ambiente estéril sobre a camara de fluxo laminar, para isso, 0 meio de cultura usado foi
descartado, as células foram lavadas duas vezes com PBS (livre de calcio/magnésio), de
seguida foi adicionada 1 mL de tripsina e incubadas cerca de 5 minutos a 37°C ou até que as
células desagregaram das paredes do frasco de cultura. Para confirmar se as células estavam
desagregadas das paredes, os frascos foram observados ao microscépio 6tico invertido. Apds
a desagregacao por digestdo enzimatica da tripsina, foi adicionado de cerca do dobro de meio

de cultura novo (2mL), com FBS presente no meio para inativagao da tripsina.
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Figura 4.12: Células GP202 24h apds descongelamento (10x), com a morfologia hexagonal das células epiteliais.

Fonte: (https://www.ipatimup.pt/FileMgr/DownloadFile.aspx?SelectedNodeld=2327),cessado no dia 27 de

fevereiro de 2023.

Tabela 4.3: Caracteristicas da linha celular GP202 (RRID: CVCL_S967). Fonte:(Gartner et al. 1996).

Categoria de produto

Células humanas

Linha celular

Espécie de origem

idade
categoria
adeséo
Género

Doenga

Morfologia

Propriedades de crescimento

GP202 / GP-202

Homo  sapiens humano  (Humano)
(Taxonomia NCBI: 9606

53 anos

Linhagem da célula cancerigenas
CVXL_S967

Macho

Adenocarcinoma gastrica de células em anel
de sinete (NCIt: C5250)

Célula epitelial com morfologia hexagonal
(ou em forma de sinete)

Aderente (monocamada fina compacta)
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Figura 4.13: Matérias e reagentes. A: Camara de fluxo laminar. B: Matérias e reagentes utilizados para a cultivo
de célula GP 202, sobre a cdmara de fluxo laminar. Foto Inédita

4.4.2- Tratamento/ Exposi¢cao quimica

Bisfenol A (BPA, numero CAS: 80-05-7) e os PS-NPs foram adquirido da Sigma-Aldrich. Foram
usadas solucdes de suspensao recem-preparadas. Os PS-NPs foram dissolvidas em agua
estéril e o etanol absoluto foi utilizado como veiculo dispersante do BPA. As solucbes de
trabalho foram realizadas com RPMI 1640 e as concentragdes finais de BPA foram 1 ng/mL
BPA+), 0,1 ng/mL (BPA?) e 0,04 ng/mL (BPAs) e para PS-NPs foram 200 pug/mL (NP+1), 100 ug/
mL (NP2) e 20 uyg/mL (NPs) (Fig. 4.14).

4.4.3- Preparagao da Solugao quimica
4431. BPA

A solugéo stock de 100 ug/mL (ou 1x10° ng/mL) de BPA foi preparada por dissolugdo de 1mg
de BPAem 10 mL de etanol, como o seu veiculo dispersante. A partir desta foi preparada uma
solugao trabalho (ST) de concentragdo de 1x10° ng/mL, usando 10 uL de solugéo stock de
BPA em 990 L de etanol, que serviu de base para a preparacéo das condicdes de exposi¢ao,

como explicado abaixo.

Para a preparagao de concentragdes em meio completo e das solugdes diluidas seguiu-se o
seguinte esquema: para o BPA:.colocou-se 10 L em 9990 uL meio, para o BPA;: colocou-se

1 mL BPA; em 9 mL meio e para o BPAs. foi 4 ml BPA2 em 6 mL meio.
BPA: (1 ng/mL)
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ST (1000 ng/mL) x V1= BPA+ (1 ng/mL) X 10mL < V1= 10 pL.
Desse modo, foi usado 10 yL de ST e 9990 L de meio.

BPA: (0,1 ng/mL)

BPA; (1 ng/ml) x V2= BPA2 (0,1 ng/mL) x 10mL & V2= 1ml.
Ou seja, 1 mL de BPA1 e 9 mL de meio.

BPA; (0,04 ng/mL)

BPA:2 (0,1 ng/ml) x V3= BPA3 (0,04 ng/mL) x 10mL < Vo= 4ml.

4 mL de BPA; + 6 mL de meio, conforme representado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4:Concentragdes de BPA utilizadas para ensaio de Cell Titer e MN.

BPA

Cell Titer ' MN

24 h
BPA1 (1ng/mL) BPA1 (1ng/mL)
BPA2 (0,1ng/mL)

BPAs (0,04ng/mL)

443.2. PS-NPs

As Nanoparticulas de Poliestireno (PS-NPs) foram adquiridas com uma concentragéo nominal
de 100 mg/mL. Desta solugao comercial foi preparada uma solugao de trabalho (ST) com uma
diluicao de 100x (1 mg/mL ou 1000 pg/mL), ao adicionar 100 pL da solugédo comercial a 9900
pL de agua destilada esterilizada (H20).

De modo a preparar o volume final de 10 mL (PS-NPs e meio de cultura) para cada condigéo
de exposicao, realizaram-se diluicdes sucessivas, a partir da solugdo de 1000 ug/ml, tal como

explicado abaixo, conforme representado na Tabela 4.5.
PS-NPs; (concentracao final 200 pg/mL):

ST (1000ug/ml) x V1 = PS-NP; (200ug/mL) X 10mL <> V1= 2mL
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Como tal, o volume da ST de PS-NPs a adicionar foi de 2 mL e completado com 8 mL de meio.
O volume de PS-NPS:; foi obtido a partir da solugdo de PS-NPS; e assim sucessivamente

como apresentado:

PS-NPS:; (concentracao final 100 ug/mL).

PS-NPS+(200ug/ml) x V2= PS-NPs; (100ug/mL) x 10mL < V2= 5ml.

Ou seja, 5 mL de PS-NPs+ 5 mL de meio.

PS-NPS;- PS-NPS; (100ug/ml) x V3 = PS-NPS3 (20ug/ml) x 10ml & V3= 2ml.
2 mL de PS-NPSz + 8 mL meio.

Um volume adicional de 5 mL (PS-NPs + meio) foi preparados para PS-NPs;, para os estudos

de micronucleos (MNs), seguindo a mesma férmula acima.

Tabela 4.5:Concentragdes de PS-NPs utilizadas para ensaio de Cell Titer e MN.

Cell Titer MN

24 h
PS-NPs1 (200 pg/mL) PS-NPs+ (200 pg/mL)
PS-NPs> (100 pg/mL)

PS-NPs3 (20 ug/mL)

4.4.3.3. Exposi¢coes combinadas

Para as exposi¢cdes combinadas, a preparacdo das condigdes seguiu a mesma logica de

diluicbes a partir da ST respetiva para PS-NPs e BPA.
BPA: (1 ng/mL) + PS-NPs; (200 pg/mL)

Nas exposi¢cdes combinada, para o BPA1 + PS-NPs4 colocou-se 10 uL (DT BPA) + 2mL ST
de PS-NPs + 7990 uL meio de cultura. Para BPA; + PS-NPs, colocou-se 0,5 mL BPA; + 1mL
ST-PS-NPs + 3,5 mL meio; Para BPA3 + PS-NP4 colocou-se 2 ml BPA; + 1ml ST de PS-NPs
+ 2 mL meio. Para PS-NPs , + BPA4 colocou-se 5 uL DT de BPA + 2,5ml PS-NP1 + 2495 mL
meio. Para PS-NPs3 + BPA, + colocar 5 uyL DT de BPA + 1ml NP2 + 3995 mL meio, conforme

representado na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6:Concentragdes combinadas de BPA/PS-NPs utilizadas para ensaio de Cell Titer e MN.

BPA/PS-NPs

Cell Titer MN
24 h
BPA1/PS-NPs1 BPA1/NPs 1
(1ng/mL /200 pg/mL) (1ng/mL/200pg/mL)

BPA2/PS-NPs1
(0,17ng/mL/200 pg/mL)
BPA3/PS-NPs
(0,04ng/mL/200 pg/mL)
BPA41/ PS-NPs:
(1ng/mL /100 pg/mL)
BPA1/ PS-NPs3
(1ng/mL /20 pg/mL)

4.4.3.4- \Veiculo

Como referéncia de veiculo usamos o etanol, sendo colocado 10ul de etanol em 990ul meio

(1mL), dessa solugéo retirou-se 10ul para 9990 ul de meio.
4.4.4- Avaliagao de Efeitos

Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram cultivadas em placas de 96 pogos (100
uL/pogo), com uma densidade de 3x 10%células/pogo, e para avaliagéo de efeitos genotoxicos
foram cultivadas em placas de 24 pogos (1,5 mL/pogo), com uma densidade de 5,0x10 *

células/poco.

Como controlos negativos, as células foram cultivadas em meio de cultura padrao e em meio
de cultura suplementado com 50 ng/mL de etanol, que corresponde a concentragdo mais
elevada da solugao veiculo correspondente a concentragcdo presente na exposicao de

concentragcdo mais elevada de BPA.

As células expostas e os controlos foram incubados em estufas a 37 °C com de 5% de CO.,
durante 24 horas. Foram realizadas trés réplicas biologicas para cada composto e

concentracdo.
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Figura 4.14: Preparacgdo da solugdo quimica e exposic¢ao individual e combinada de PS-NPs e BPA. A:PS-NPSe
BPA dissolvidas em concentragdes finais de PS-NPs e BPA. B: As exposigdes individuais e combinadas de PS-

NPs e BPA, em placa de 96 pogo. Fonte: Fotos inéditas

Entretanto, antes da exposicao individual e combinada de PS-NPs e BPA, foi estabelecida o
numero ideal de 3,2x 10* em cada pogo da placa de 96 pogo, para o ensaio de citotoxicidade.
Para isso, quando 90 % de confluéncia das células foram atingidas, foi feito uma pré-contagem
de células em um hemocitémetro (camara de Newbauer), apds a coloragdo com azul tripano
a 0,4% (fator de diluicao = 2). O método de exclusédo de Azul de tripano, baseia-se no principio
em que as células vivas sao vistas como células brilhantes, sem tonalidade e com membrana
intacta (excluem corante, como azul de tripano) e células nao viaveis (tom azulado). Portanto,
€ usado para a estimar o numero de células viaveis presentes em uma suspensao celular(A.
P. Wilson, 2000). Para a contagem, as células foram manipuladas de acordo com o processo
de ftripsinizacao descrito anteriormente, de seguida foram retiradas 10 ul da suspensao
contendo 10 ul de azul de tripano, e incubadas durante 3 minutos maximo e procedeu-se a
contagem em uma camara de Newbauer (Fig. 4.15B), previamente limpo com alcool 70 %,
no microscépio invertido (Fig. 4.15A) com ampliagdo de 20x. Foram contadas as células
viaveis (sem tonalidade), nos quadrantes de 1-4, incluindo as células que se encontraram sob
os limites superiores e nas extremas-esquerda dos quadrantes (linha verde), ndo sendo
contadas células nos limites inferiores e as extremas direita destes (linha vermelha) como
mostra na Fig. 4.15C. Com isso, determinou-se a média de células viaveis, que foi calculada

através da seguinte equacao:
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node células viaveis em cada quadrante

Contagem das células=(Cell/mL)= - X fator de diluigio
n? de quadrante onde encontratam as células

(2=100 L de células + 100 de azul de tripano)

'O'C)

b51 i1 15181 128

Figura 4.15: Contagem de células viaveis na cdmara de Newbauer, no microscopio invertido. A: Microscopio
Invertido; B: Visualizagédo das células na Camara de Newbauer; C: Regras de contagem de células, na cAmara de

Newbauer. Fonte: Foto inédita.

Apods estimar o numero de células em 1 mL, foi calculado o volume de células a serem
colocados cada pogo da placa de 96 de forma que cada poco tenha 3000 células em volume
de 100 pL.

4.441- Ensaio de citotoxicidade

Os efeitos da exposicao individual e combinadas de PS-NPs e BPA na viabilidade celular na
linha celular gastrica humana GP 202, foi avaliado através de Cell Titer- Blue® Cell Viability
Assay (Promega), de acordo com as instrugdes do fabricante (descrita abaixo). Segundo
Helbig Speit (1997) é recomendavel, avaliar a viabilidade celular, quando as células tém uma

confluéncia acima de 90% (Hartmann & Speit, 1997).

Para o presente estudo usamos a placa de 96 pogos de acordo com a distribuicao descrita na
Fig. 4.16. O meio de cultura padrdao e os reagentes foram usados como “meio branco”

(controlo).

Ap6s a exposigao individual e combinada de BPA e PS-NPs nas concentragbes ja referidas,
foi adicionado a solugao de reagente CellTiter-Blue a cada pogo de acordo com as instrugdes
do fabricante, sendo as células incubadas por 4 horas e a viabilidade foi determinada através
da medicao da emisséo fluorescente a 590 nm usando um leitor de placas Synergy HT Bio-

Tek, conforme mostra a Fig. 4.17.

39



b

J

N
C\ﬂ

3 ||o
=l

'
"

olls

D
0
D

f
~

C'\

(=
k >

C

QOO |

O
O

BPA1/PSY [PPA2/PS

\Z 13/
G

D
@,

BPA1/PS|| {2/ PS-

BPA1/PS

0000000

90000000]:
00000000]
00000000]

OOOOO
@)
O

D
OGDE
OGEEO

()
“;; >‘
CoIG)

O
O

(00000
O

-
\

Figura 4.16: Mapeamento em placa de 96 pogos da exposi¢ao individual de BPA:de 1ng/mL (BPA+), 0,1ng/mL
(BPA2) e 0,04ng/mL (BPA3), e de PS-NPs: 200 pg/mL (PS-NPs1), 100ug/mL (PS-NPs2), 20pug/mL (PS-NPss3),e
exposigao combinadas de BPA/PS-NPs: 1ug/mL/200ug/mL (BPA1/PS-NPs+), 0,1ng/mL/200pg/mL (BPA2/PS-NPs1),
0,04 ng/mL/200ug/mL (BPA3/PS-NPs1) e PS-NPs/BPA: 100 ug/mL/1ng/mL (PS-NPs2/BPA1) e 200 pug/mL/1 ng/m

(PS-NPs1/BPA1), durante 24 horas para o ensaio da avaliacdo da viabilidade na linha celular gastricas GP202.

Figura 4.17: Placa 96 pocos apds a exposi¢do individual de BPA: 1ng/mL (BPA+1), 0,1ng/mL (BPA2) e 0,04ng/mL
(BPAs), e PS-NPs: 200 pg/mL (PS-NPs+1), 100ug/mL (PS-NPs2), 20ug/mL PS-(NPs3),e exposigdo combinadas de
BPA/PS-NPs:1ng/mL/200ug/mL (BPA1/PS-NPs1), 0,1ng/mL/200ug/mL (BPA2/PS-NPs1), 0,04 ng/mL/200ug/mL
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(BPA3/PS-NPs1), 100 pyg/mL/1ng/mL (NPs2/PS-BPA+) e 200 ug/mL/1 ng/m (NPs1/BPA+1), durante 24 horas para o

ensaio da avaliacdo da viabilidade na linha celular gastricas GP202. Fonte: Foto inédita
4.4.4.2- Avaliagao da genotoxicidade

A avaliagdo da genotoxicidade foi realizada através do Ensaio dos Micronucleos por Bloqueio
de Citocinese (CBMN), segundo Guideline 487  Organizagdo para Cooperagdo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE) (Aardema et al. 2011) com pequenas modifica¢cdes do
protocolo de (Fenech et al., 2011). O Ensaio dos Micronucleos por Bloqueio de Citocinese
(CBMN), baseia-se no facto do inibidor da polimerizagdo, a citocalasina B (citoB), que ao
serem adicionadas antes da mitose resulta em células binucleadas, para tal permite a
identificagdo e analise de micronucleos apenas nas células que completaram a mitose
(Fenech & Morley, 1985b; Kirsch-Volders et al., 2000). Para este estudo as células gastricas
GP202, foram semeadas a uma densidade 4,0x10 “ células/pogo, numa placa de 24 pogos
(Fig. 4.18), com meio completo (FBS 10% e antibidticos) e incubadas na estufa 37°C, CO2
5% durante 24 horas. Apos a incubacéo de 24 horas, foram feitas as exposi¢cdes combinadas
nas concentragcdes mais elevadas (200 ug/mL de PS- NPs + 1 ng/mL de BPA), juntamente
com o controle negativo em triplicado e foram incubadas na estufa a 37°C, CO2 5% durante
24 horas.

Foi utilizada como controle positivo, 5 ug/mL de colchicina, de acordo com a OECD Guideline
487 numa incubagao entre 3 a 6h (Aardema et al. 2011). Segundo a OECD Guideline 487, as
células devem ser expostas ao controlo positivo (colchicina 5ug/mL) numa duragao entre 3 a
6h. Desta forma, foi calculado o horario de exposicao deste composto de acordo com o
término da exposicao ao tratamento. Apds as 24 horas de exposicao, foi removido 0 meio com
o tratamento de todos o0s pogos com pipeta serolégica e as células foram lavadas com 1,5 mL
(P24) de PBS 2X. De seguida foi adicionado meio novo em cada pogo. De seguida foi
adicionado em cada pogo 6ug/mL de Citocalasina-b, incluindo controlos negativo e positivo, e
foram incubadas na estufa 37°C, CO; 5% durante 44 horas. Apos isso, foi removido o meio
de cada poco e foi feito uma lavagem com PBS. Em seguida foi removido o PBS e foi
adicionado 350 pL de Tripsina (0,05%) a cada pogo e foram incubadas na estufa durante 2
minutos, de seguida foi observado ao microscopio invertido para confirmar se as células ja se
soltaram. Para as células se soltarem bateu-se cuidadosamente na caixa (ou se for necessario
voltar a incubar na estufa por mais 1 minuto). Apds as células estarem soltas, foi adicionado
igual volume de meio com FBS, de forma a inativar a tripsina. Em seguida foram preparadas
previamente as laminas, e depois foram montadas em citofunil com adigao de filtro. Apds isso,
foi aplicado a totalidade da suspensao celular num citofunil e foi centrifugado a 2000 rpm,
durante 5 minutos. De seguida foi desmontado o citofunil e foram retiradas as laminas. Em

seguida foi descartado o filtro e foram deixadas as laminas a secarem ao ar. Finalmente as
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laminas foram coloradas com a solugao Giemsa durante 90 segundos. Depois foram deixados
3 min em ddH-0, de seguida as laminas foram deixados a secar completamente antes de
montar com recurso a lamela e meio de montagem Entellan®, para serem analisadas no
microscoépico (Fig. 4.19). As analises as células foram processadas e analisadas de acordo
com as Guideline 487 OCDE (Aardema et al. 2011) e identificadas de acordo com a presenca
de MN, NPB ou NBUD, calculando a sua frequéncia relativa ao niumero de células total. Foram

repetidos trés vezes com pelo menos trés repeticdes por tratamento.

Para cada condigdo experimental, foi calculado o indice de proliferagdo de bloqueio de
citocinese (CBPl) com base na frequéncia de células mononucleares, binucleadas e

multinucleadas, usando a seguinte formula:

(n? total de células mononucleadas) + (2 x n? de células binucleadas) + (3 X n? de células multinucleadas)

CBPI=

n? totais de células

SO0
00a0s
C - OC))C)
1000000

Figura 4.18: placa 24 pogo com a exposigdo combinada de 1 ng/mL de BPA e 200 pg/mL de PS-NPs1 nas gastricas

humanas GP202 para ensaio de micronucleo por bloqueio de citocinese (CBMN).

Figura 4.19: laminas coloradas com a solugdo Giemsa para ensaio de micronucleo por bloqueio de citocinese
(CBMN). Fonte: Foto Inédita.
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4.5- Tratamento estatistico

Os valores obtidos nos diferentes ensaios de exposi¢ao foram de acordo com a condigdo em
grupos de réplicas, calculando assim a média e o erro-padrao para realizar analise estatistica.
No caso dos ensaios de citotoxicidade, diferencas significativas (p<0,05) entre o tratamento
controlo e a condicao de veiculo para BPA (etanol) foram avaliadas através da utilizacdo de
um teste T de Student. Posteriormente os conjuntos de tratamentos por BPA ou PS-NPs foram
avaliados através de um estudo de normalidade e uma analise de variancia unilateral ou de
duas vias no caso de exposigcdes combinadas para avaliar se existiam diferencas

significativas.

Para o estudo de genotoxicidade, avaliaram-se diferengas significativas em cada um dos
parametros (frequéncia de MN, NPBs e NBUDs e o CBPI) relativamente ao controlo negativo
(sem qualquer tratamento) e ao controlo positivo com colchicina através de um estudo de

normalidade e uma analise de variancia unilateral.

E os dados foram correlacionados com os efeitos citotdxicos observados através da avaliagao

da viabilidade.
4.6- Consideragoes éticas e legais

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica da ESTeSL e tem a
seguinte referéncia interna IDI&CA-IPL_CE-ESTeSL-N°.09-2021.
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5- Resultados

5.1- Citotoxicidade

Os potenciais efeitos citotoxicos da exposic¢ao individual e combinada das PS-NPs e do BPA,
na linha celular gastrica GP202 foram avaliados analisando a viabilidade celular, através do
ensaio CellTiter-Blue. Foram testadas as trés concentracbes de BPA ambientalmente
relevantes e baseada na literatura: 1, 0,1 e 0,04 ng/mL, e as 3 concentragbes de PS-NPs: 20,

100 e 200 pug/mL separadamente e combinadas, como apresentadas as Tabela 4.4, 4.5 e 4.6.

5.1.1- BPA

Relativamente ao BPA, os nossos resultados mostraram que a exposic¢ao individual BPA, nao
afetou a viabilidade celular. Nao se observaram diferengas significativas entre os valores de

viabilidade nas condi¢des controlo e veiculo.

No caso de combinacdo de exposicdo de diferentes concentragdes de BPA com uma
concentracdo de PS-NPs (200 upg/mL) também ndo se verificaram diferencas
comparativamente ao controle nem relativamente a correspondente concentracdo de

exposicao individual (Fig. 5. 20).
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Figura 5.20: Avaliagédo dos efeitos da viabilidade celular na linha celular GP202, apés 24 h de exposi¢édo
individual a BPA nas concentragdes de 0,04, 0,1 e 1ng/mL e combinadas com 200 pg/mL de PS-NPs. Os
resultados foram apresentados como percentagem do nimero de células viaveis na condigado controlo, sem
adi¢éo de BPA ou veiculo. Foram feitas 3 réplicas biolégicas e os resultados apresentados como média e o erro

padrao das 3 replicas.
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5.1.2- PS-NPs

Quanto as PS-NPS, os nossos resultados mostraram que n&o foi possivel observar nenhuma
diferenca significativa, inclusivamente nas concentragbes mais elevadas de PS-NPs

(200pg/mL). O mesmo se observou nas exposi¢cdes combinadas (Fig. 5.21)
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Figura 5.21: Avaliagéo dos efeitos da viabilidade celular na linha celular GP202, ap6s 24 h de exposigédo individual
de PS-NPs nas concentragbes 20,100 e 200 pg/mL e combinadas com 1ng/mL de BPA. Os resultados foram
apresentados como percentagem do numero de células viaveis na condi¢gdo controlo, sem adicdo de PS-NPs.
Foram feitas 3 réplicas bioldgicas e os resultados apresentados como média e o desvio padrao das 3 replicas.

5.2- Genotoxicidade
5.2.1- Exposicao combinada de PS-NPs e BPA

O efeito da exposigdo combinadas nas concentragdes mais elevadas (200 ug/mL de PS-NPs
e 1 ng/mL de BPA), durante 24 horas, nas células gastricas, esta ilustrada na Fig. 5.22 e Fig.
5.23. Para cada ensaio foi calculado, o indice de proliferagdo de bloqueio de citocinese (CBPI)
para determinar a frequéncia de células mononucleares, binucleadas e multinucleadas e para
cada experimento avaliamos as células totais e os biomarcadores de danos de DNA,
nomeadamente os MN, NPBs e NBUDs. Observamos uma tendéncia de aumento em todos
0s parametros avaliados (22.9+6.19, 8.812.69 e 12.41+3.56) em comparagdo com o controlo
negativo (13.244.81, 3.7+1.12 e 1.5£0.42), aproximando-se dos valores do controlo positivo
no caso de MN e NBUD (20.2+7.29 e 10,1+4.78) (Fig. 5.22 A). Relativamente ao indice de
proliferagédo de bloqueio de citocinese (CBPI), teve uma diminuicdo comparada ao nosso

controle negativo (Fig. 5.22 B).
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Figura 5.22: Avaliagao dos efeitos da genotoxicidade na linha celular GP202, através do ensaio de micronucleo
por bloqueio de citocinese (CBMN), apds 24 h de exposigdo combinada de 200 ug/mL de PS-NPs e 1 ng/mL de
BPA (p<0,05). A: Avaliagdo do MN, MN, NPBs e NBUDs em 500 células binucleadas observadas; B: indice de
Proliferagdo de Blocos de Citocinese (CBPI). Foram feitas 3 réplicas biolégicas e os resultados obtidos

apresentados como a média e o erro padréao.

Na Fig. 5.23, podemos ver os biomarcadores da genotoxicidade, nomeadamente danos no
DNA na linha celular GP202, apds 24 h de exposigdo combinada de 200 ug/mL de PS-NPs e
1 ng/mL de BPA, mais concretamente a ocorréncia de MN (setas vermelhas), NPB (setas
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azuis) e NBUD (seta verde) e células mononucleares (quadrado vermelho), binucleares

(quadrado laranja) e multinucleares (retangulo azul).

Legenda

—s MN

— NPB

— NBUD

Figura 5.23: Danos no DNA na linha celular GP202, avaliada através do ensaio de micronucleo por bloqueio de
citocinese (CBMN), apds 24 h de exposigdo combinada de 200 pg/mL de PS-NPs e 1 ng/mL de BPA; A: Controle
negativo (-), Células mono e binucleada; B: Células expostas a PS-NPs + BPA, Células Binucleada com
Micronucleo (MN) e Pontes Nucleoplasmaticos (NPB); e C Células expostas a PS-NPs + BPA, células binucleadas
com MN e células multinucleada com MN; D: controle positivo (+), Células multinucleada com protusdes nucleares
(NBUD) e MN. Fotos Inéditas
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6- Discussao

Devido as diversas vias e fontes de exposicao dos PS-NPs e BPA, existe o alerta quanto aos
riscos para a saude humana (Vandenberg et al. 2007, 2010). Embora nos ultimos anos as
PS-NPs e o BPA foram focos de varios estudos, inclusive o BPA foi testado em tecidos e
células cancerigenas responsivas ao estrogénio (Ramos et al., 2019), entretanto, dados sobre
os potencias efeitos da exposicdo combinada de NPs e BPA sao insuficientes (Zheng et al.,
2023), além disso, os efeitos téxicos de NPS em humanos ainda sao desconhecidos (Duis &
Coors, 2016; Sangkham et al., 2022).

Portanto, este estudo experimental pretendeu avaliar os possiveis efeitos citotoxicos e
genotoxicos da exposigao individual e combinada de PS-NPs e BPA, nas células gastricas
humanas GP202, em concentragdes ambientais, semelhantes a concentragdes testadas em
estudos anteriores (Ramos et al.,, 2019). Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a
investigar a exposigéo individual e combinada de PS-NPs e BPA, in vitro com células gastricas
humanas GP202.

As concentracgdes de BPA usadas foram encontradas em fluidos bioldgicos, segundo estudos
de biomonitorizacdo, usando o valor de referéncia proposta recentemente pela EFESA 2021
(Deepika et al., 2022). Quanto as concentragdes de PS-NPs, segundo estudos anteriores
concentragcoes menor que 100 ug/mL de PS-NPs nao afetaram a viabilidade celular (Shi et al.,
2021), desse modo assegurando uma diversidade de respostas, tanto a concentragdes baixas

(20 pg/mL) como mais altas.

Relativamente aos resultados obtidos apds a exposicdo durante 24 horas era esperado que
houvesse uma alteracao significativa da viabilidade celular, na concentragdo mais elevada de
PS-NPs, tal como na exposicdo combinada de PS-NPs e BPA, Dada que estudos recentes
sugerem que, a exposicdo de Ps-NPs e BPA, nas concentragbes mais elevadas provocam
aumento de ROS, estresse oxidativo, resultante em danos nas células e morte celular. (E. H.
Kim et al., 2022)

6.1. Viabilidade celular apés exposicdo a PS-NPs

Ainda que no presente estudo, se tenha observado um aumento nas concentragdes de 200
pMg/mL de PS-NPs e um uma pequena alteragdo na exposigao combinada de 200 pug/mL de
PS-NPs e 0,04 ng/mL de BPA, essas alteragdes na viabilidade celular ndo foram significativas,
comparadas ao controle. Assim, tanto a exposigéo individual como a combinada de PS-NPs

e BPA ndo afetou a viabilidade na linha celular gastrica humana GP202.
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Semelhante aos nossos resultados, Domenech, et al., fez a exposi¢cao de PS-NPs (tamanho
40-90 nm) durante 24 horas usando concentragcbes até 200 ug/mL, nas células intestinais
diferenciadas Caco-2/HT29 e células Caco-2/HT29 + Raji-B, simulando a barreira intestinal
humana e seu sistema linféide associado, ndo tendo observado efeitos citotoxicos
significativos em nenhum dos sistemas analisados (Domenech et al. 2020). Também
Vecchiote, et al, avaliou a exposicao de a PS-NPs nas células de carcinoma colorretal humano
- HCT116, s6 observou alteracao significativas em concentra¢cdes de PS-NPs superiores as
usadas neste estudo (800 ug/mL e 1200 pg/mL) (Vecchiotti et al., 2021).

Os resultados obtidos foram também de encontro ao trabalho por Banerjee e Shelver, que
investigaram a viabilidade celular na linha celular gastricas humanas, com diferente tamanhos
de PS, nao observando nenhuma alteracao significativa na exposicao de PS-NPs (tamanho
110nm) (Banerjee, Billey, and Shelver 2021).

No entanto, Q. Wang et al., investigou a toxicidade de PS-MPs em tamanho micro e nano
antes e depois da absorgao de BPA, na linha celular caco-2 de cancro de colén humana,
relatando que microplasticos em nanoescala (tamanho 300 nm, 500 nm) devido a sua grande
area superficial especifica de adsorcdo de BPA, provocou maior efeitos de citotoxicidade
comparada ao microplasticos em microescala (1 ym, 3 ym, 6 um), associado a alteragdo na
espécies reativas de oxigénio, aumento do estresse oxidativo resultante na disfuncao

mitocondrias e (Q. Wang et al., 2020).
6.2. Viabilidade celular apés exposi¢cdao a BPA

Em consonancia com os resultados obtidos, ha alguns estudos disponiveis em que se
demostraram que baixas concentragdes de BPA (Pfeifer et al., 2015; Welshons et al., 2006)
nado afetam a viabilidade celular. Em consonancia com esses achados, Ramos et al. utilizou
concentracoes de BPA semelhantes as usadas neste estudo para avaliar a resposta em
células epiteliais- Hep-2 e fibroblastos pulmonares - MRC-5, demostrou que a exposi¢ao
individual do BPA, nao afetou a viabilidade em nenhumas das células expostas. Por outro
lado, foi demostrado que exposi¢do de BPA, nas concentragées ambientais (1-10 pyM), nas
células-tronco derivadas do tecido adiposo de ratos adultas (rASCs) e células-tronco
mesenquimais humanas (hMSCs), induziu efeitos citotoxicos nas concentracdes de (1 e 10
MM) (Harnett et al., 2021). Assim como também, a exposigdo de BPA nas concentragdes de
50-300 pM nas células caliciformes intestinais humanas - LS174T, provocou alteragéo na
viabilidade celular, disfungao mitocondrial, associado ao aumento de ROS , estresse oxidativo

e induziu apoptose intestinal (Zhao et al., 2019).
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6.3. Viabilidade celular apos exposicdo combinada

Relativamente alteracao na viabilidade nas exposicbes combinadas, sabe-se que as PS-NPs,
devido ao seu tamanho pequeno e a sua grande &rea superficial, tem a capacidade de
adsorver e modificar as propriedades fisico-quimicas dos poluentes absorvidos (Gallo et al.,
2020; Serensen et al., 2020). Por outro lado, temos o BPA com seus diferentes mecanismo
de acdes e a sua capacidade em ligar a diversos recetores hormonais (Ribeiro et al., 2017),
seria expectavel que a sua combinagcdo provocasse um efeito significativamente maior,
especialmente na maior concentracdo de PS-NPs e BPA. Tendo em conta, que escolhemos a
maior concentragdo de PS-NPs (200 ug/mL), baseados nos estudos da Shi, et al, que relatou
maior alteragao na viabilidade celular, resultante na exposicéo individual e combinada de PS-
NPs e PAEs nas células epiteliais pulmonares — A549 nas concentracées mais elevadas
concertagoes ( 200 ug/mL) (Shi et al., 2021). Contraria os resultados da Shi, et al, nos nossos
resultados, ndo foram observadas alteragbes na viabilidade celular resultante da exposicao
combinadas de PS-NPs e BPA. Portanto, os efeitos da exposicdo combinada de PS-NPs e
BPA na viabilidade celular pode ser dependente do tipo de células, do tipo de contaminantes

usado para a exposi¢cdo combinada (Gao et al., 2023).

Cheng et al., que utilizou concentragbes, superiores aos nossos estudos, simulando as
concentragoes internas de BPA e PS-MPs (1 um), nas concentragdes de 1000, 100, 10 e O
ng/mL de BPA e 500, 250 e 50 ng/mL de PS-NPs, para avaliar as fungbes hepaticas e
metabdlicas, nos organoides hepaticos humanos, demostrando alteragdo na viabilidade
celular, resultante nos efeitos hepatdxicos (Cheng et al., 2023). Corroborando com estudos
anteriores que sugeriram que concentragdes elevadas de PS-NPs e BPA, provocam maior
efeitos na citotoxicidade (Pfeifer et al., 2015; Vecchiotti et al., 2021; Welshons et al., 2006).

Em outros estudos de combinagéo destas substancias, Ramos, et, al., investigou os efeitos
de BPA e sua interagao com quimioterapicos (DOX) em MRC-5, observando que a exposi¢cao
individual de BPA, nao afetou a viabilidade, mas na exposicdo combinada de BPA e DOX

afetou a viabilidade (Ramos et al., 2019).

A par disso, existe um deficit de estudos sobre a exposigao combinada de PS-NPs com outros

poluentes ambientais, especialmente o BPA, em modelos in vitro.
6.4. Genotoxicidade apés exposicdo combinada

Relativamente a genotoxicidade, escolhemos apenas a exposicdo combinada nas
concentragdes mais elevadas de 200 pg/mL de PS-NPs e 1 ng/mL de BPA, para avaliarmos
os danos de DNA nas células gastricas, durante 24 horas, de modo a assegurar algum tipo

de resposta ainda que sub-letal. O ensaio de genotoxicidade in vitro, &€ considerada uma da
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ferramenta essencial para a avaliar a instabilidade gendmica, dos agentes quimicos (Fenech
et al.,, 2011). Sabe-se, que as NPs por serem tdo pequenas conseguem atravessar a
membrana plasmatica, entrar no ndcleo da célula, desencadeando inumeras respostas
celulares como a producdo de espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo, acbes
inflamatérios, sinalizacao celular incorreta (Hesler et al., 2019), resultante em danos no DNA,
(Nickens et al., 2010; Vecchiotti et al., 2021). Tal como esperavamos, observou-se que a
exposicao combinada de 200 ug/mL de PS-NPs e 1 ng/mL de BPA, induziu danos no DNA,
em todos os parémetros investigados, nomeadamente MN, NPB, NBUD, comparada ao
controlo. Apesar de existir um défice de estudos sobre os efeitos na genotoxicidade e na
exposicao combinadas de poluentes(da Costa Araujo et al., 2022), nossos resultados sdo
semelhantes a alguns estudos. Ramos et al, usou concentragcées de BPA para investigar a
sua interagao com DOX ambientas, semelhantes a este estudo, demostrou, danos de DNA na
exposicao combinada de BPA e DOX nas células Hep-2 nas concentra¢des de 1 ug/mL e 0,1
ng e nas células MRC-5 nas concentragdes de 1 pg/mL 0,1 ng/mL (Ramos et al., 2019). Um
estudo recente, investigou a a exposicdo de PE-MPs em uma mistura de poluente,
observaram um aumento da inducdo de MN, em peixes zebrafish (da Costa Araujo et al.,
2022).

Entretanto, existe varios estudos, que evidenciaram efeitos genotoxicos individuais de Ps-
NPs e BPA (Poma et al., 2019; X. Shi et al., 2022; Vecchiotti et al., 2021; Y. Wang et al., 2018),
todavia, informagdes na literatura disponiveis dos efeitos genotdxicos da exposicao
combinada de PS-NPs e BPA, s&o escassos (Gao et al., 2023) e dos poucos que existem sao
nos modelos in vivo, associados aos efeitos histopatolégicas nos organismos (Yu et al., 2023;
Zheng et al., 2023). Por outro lado, PS-NPs (tamanho 100 nm), induziu aumento de frequéncia
de MN, nas concentragdes de 25 e 75 pg/mL e aumento da formagdo NBUD nas
concentracoes de 5 e 75 ug/mL (Poma et al., 2019). Em corroboragao com esses resultados,
a exposicao de PS-NPs (80 nm), nas concentragdo mais elevadas (100 ug/mL), teve maior
aumento de frequéncia de MN, nas células epiteliais pulmonar humanas A549 (X. Shi et al.,
2022).

6.5. Mecanismos de Toxicidade

Correlacionando os efeitos da citotoxicidade dos efeitos da genotoxicidade, relativamente ao
BPA, observamos que em concentragdes ambientais de PS-NPs e BPA, nas células gastricas
GP 202, néo afetou a viabilidade celular, mas induziu danos no DNA. Em corroboragao com
esses dados, estudos anteriores, sugeriram que alta concentragdo de BPA podem induzir

efeitos citotdxicos aguda, e concentragdes baixas (ambientais) de BPA, podem n&o induziram
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efeitos na viabilidade celular, mas pode ser o suficiente para provocar danos no DNA (Ramos
et al., 2019) . Em consonéncia com isso, estudos anteriores também demostraram que baixas
concentracoes de BPA nao afetam a citotoxicidade, contudo, o BPA devido aos seus varios
mecanismo de acgio, consegue interagiram com DNA celular e induzir danos no DNA (Pfeifer
et al., 2015; Welshons et al., 2006). Quanto as NPs, podem influenciar diretamente o material
genético, dada a sua capacidade de entrar no nucleo da célula e interagiram com o DNA,
resultante na indugdo de danos no DNA (N. Singh et al., 2009). Portanto, os danos na
genotoxicidade podem ser desencadeados por diversos mecanismos, como por exemplo a
formacgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), estresse oxidativo, acéo inflamatdria e
sinalizagdo incorreta (Hesler et al., 2019). Além disso, existem evidencias, que formas,
tamanho, superficie, concentracdes e tempo de exposi¢cao podem influenciar a produgao de
ROS (Jeong et al., 2017; Paul-Pont et al., 2016). Em corroboragdo com isso, Vecchiotti, et al.,
investigou a cito-genotoxicidade, através da exposi¢cdo de PS-NPs (tamanho 100 nm) nas
concentracdoes de 400, 800 e 1200 ug/mL, nas células de carcinoma colorretal humano
(HCT116), ndo relataram alteragdo na viabilidade celular nas concentragdes inferior a 800
Mg/mL, no entanto observou alteragdes significativas nas concentragcbées 800 e 1200 ug/mL,
na viabilidade celular e danos no DNA, especificamente um aumento significativo na
frequéncia de MN e NBUD, relativamente ao controle, (Vecchiotti et al., 2021). Sugerindo que,
altas concentracdes de PS-NPs, contribuiram para alteragcado na viabilidade (Vecchiotti et al.,
2021). Contudo, existe evidencias da alteragéo de viabilidade celular nas concentragées mais
baixas de PS-NPs. Poma, et al, observou alteracdo na viabilidade celular, nas células Hs27
nas concentragdes de 75 pug/mL de PS-NPs (Poma et al., 2019). Assim, como, Shi et al usou
concentracdo semelhantes ao nossos e observou alteracdo na viabilidade celular e na
genotoxicidade nas células A549, tanto na exposigdo individual como combinada de 200
pg/mL de PS-NPs e PAEs (Shi et al.,, 2021). Portanto, o efeito ndo observados na
citotoxicidade, nesse estudo pode nao estar associados as concentragcdes, dada que usamos
concentracoes e tamanhos de PS-NPs (100 nm) e BPA, que ja foram observadas alteragdes
em estudos anteriores (Poma et al., 2019; Ramos et al., 2019; Q. Shi et al., 2021). Mas sim,
sugerimos que seja, as proprias células gastricas, que podem ter diferentes fendtipos que
secretam diferentes tipos de moléculas e enzimas que podem interagir com os as PS-NPs e
BPA, influenciado a viabilidade celular. Segundo a literatura as células, tém diversos
mecanismos de defesa para escapar dos efeitos do ROS, através de ativacdo de moléculas
e sistemas antioxidante enzimatico com fun¢des desintoxicadores como (cobre-zinco (SOD1)
e manganés (SOD2) superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (GPx) (Vecchiotti
et al., 2021). Além disso, as células gastricas GP 202, por serem imortais podem ter

proliferacdo mais ativa, logo nao serao tao responsivas ao estimulo (Gartner et al., 1996).
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Relativamente os efeitos da genotoxicidade da exposicdo combinada de PS-NPs, com BPA,
ainda é muito limitado e os poucos disponiveis sdo nos modelos in vivo. Estudos recentes,
sugeriram que os mecanismos associados aos danos no DNA, nomeadamente aumento na
frequéncia de MN, esta associado a formacéao de radicais livres que interferem na integridade
do DNA, nos mecanismos de reparo resultante e bloqueio da citocinese (da Costa Araujo et
al., 2020, 2022). Além disso, os biomarcadores genotdxicos, nomeadamente MN, NPB, e
NBUD, estao associados a quebra, ou pedra de cromossomas, mau reparo ou fusao final de
telomeros, sugerindo que por poluentes podem induzir falhas no reparo do DNA ou inativacao
de mecanismos essenciais necessarios para a remogao de complexos de reparo incorreto e
eliminagdo de complexos DNA-proteina na reparacdao de DNA (de Campos Ventura et al.,
2008)

Limitagoes

Todavia, neste estudo experimental, tivemos algumas limitagbes, devido as dificuldades na
manutencao e propagacgao das culturas celulares que atrasou e limitou bastante este estudo
principalmente no numero de células disponiveis para avaliar genotoxicidade, que nos
levaram a consideram 500 células binucleadas em vez de 1000 células binucleadas, segundo
Guideline 487 da OCDE (Aardema et al. 2011). Além disso, seria importante testar, tanta a
exposicdo combinada, como individual de forma a comparar se os potencias efeitos

genotoxicos foi dependente das concentragdes de PS-NPs, ou néo.

Mais de que estudos futuros é preciso otimizar esse método e investigar a genotoxicidade
na exposicao individual com esses poluentes de forma a correlacionar os efeitos da exposicao
individual e combinada de PS-NPs e BPA, na genotoxicidade. De forma a estimar uma média
para a concentracdo ambiental com efeitos na saude humana, dada que até ao momento nao
existe controle de limite de concentracbes ambientais de NPs (Vecchiotti et al., 2021),

principalmente em cenarios de misturas (Ribeiro et al., 2017).

Além disso, as células gastricas por ter um ambiente natural especifico, sugerimos estudos
futuros com essa células envolvidas com os sucos gastricos, de forma a imitar o seu ambiente

natural.
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7- Conclusao

A contaminacido de PS-NPs e do BPA, é global afeta todos as fontes da cadeia alimentar
humana, através dos produtos alimentares de uso diario, incluindo, aguas, frutas, legumes,
produtos de supermercado ou por cadeia tréficas. Além disso, estudos de biomonitorizacao
confirmaram a presenca de PS-NPs e BPA, nos fluidos bioldgicos incluindo, sangue, urina,
saliva, leite materno, placenta e liquido amniético, dando por isso razéo para levar a cabos

diversos estudos in vivos e in vitro como apresentados ao longo deste trabalho.

Nesse estudo, procuraram estudar-se os efeitos citotéxicos e genotoxicos de PS-NPs e BPA,
na linha celular gastrica humana GP202. Ao contrario do expectavel, ndo se observou efeitos
a nivel da viabilidade celular em qualquer condigdo de exposi¢cao. No entanto, observaram-se
respostas a nivel de biomarcadores de dano de na exposi¢cao combinada de 200 ug/mL de
PS-NPs + 1 ng/mL de BPA, sugerindo a ocorréncia de efeitos sub-letais que poderao a largo
prazo acumular e causar morte celular. Realgamos a necessidade de estudar os mecanismos
de combinagao de substancias para entender de que forma estas exposi¢cdes combinadas

geram danos no sistema bioldgico.

Este estudo demonstra o risco da exposicdo combinada de PS-NPs e BPA na saude humana,
nomeadamente no sistema gastrico, e, portanto, justificando um maior rigor a nivel da
seguranga alimentar. Para tal, é importante desenvolver mais estudos enfocados em
exposi¢cdes combinadas de NPs e plastificantes de forma a compreender melhor os seus
efeitos. Isto permitira a construgcado de bancos de dados que permitam desenvolver, realizar e
avaliar a seguranga dos riscos de misturas quimicas, dando também as entidades
competentes suporte cientifico para controlar e regular a produgao desses produtos quimicos,

especialmente em produtos de consumo diario.
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