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Objetivos

Ensaios  celulares  apresentam  grande
relevancia para a identificagdo de substancias
com novos mecanismos de agao ou na
confirmagdo de um mecanismo ja em teste’.
Neste estudo, o bisfenol A, seus derivados e
produtos de degradacgido? foram testados em
duas linhagens de céncer de mama:
responsivas ao hormodnio feminino estradiol
(MCF7) e independente de hormbnio
(MDA-MB-231), com o objetivo de caracterizar
a bioatividade de poluentes aquaticos
estrogénicos processados por reagdes de
fotocatalise. As substancias foram estudadas
com a finalidade de compreender como ocorre
a sua atuagdo nas diferentes linhagens de
células de cancer de mama; como isso afeta o
seu crescimento.

Métodos e Procedimentos

As células foram cultivadas em frascos de
cultura com os respectivos meios a 37°C, 90%
de umidade e 5% de CO,. Apds atingirem 80%
de confluéncia, as mesmas foram contadas na
camara de Neubauer, a concentracédo ajustada
e adicionadas em placas de 96 pogos.
Inicialmente, trés condigbes diferentes foram
testadas: um meio tratado, controle negativo e
um controle positivo com estradiol. Para o meio
de cultura tratado, o soro de feto bovino (FBS)
foi submetido a um processo de purificagao
com carvado ativado e dextran para remover

horménios enddgenos. Além disso, ndo foi
adicionado vermelho fenol. Os controles
consistiram em: negativo (meio de cultura sem
tratamento com 0,5% de 4&lcool) e positivo
(meio de cultura tratado com 0,5% de alcool e
10 nM de estradiol). Os ensaios utilizaram o
método colorimétrico de MTT na concentragao
celular de 1.10% células.mL™. Inicialmente, foi
avaliado o crescimento celular avaliando os
meios com e sem seus fatores hormonais e
submetidos a leitura a cada 48h. Esse
procedimento foi repetido a cada 48 horas,
fazendo troca do meio de cultura, ao longo de
10 dias. Outro experimento conduzido,
consistiu em avaliar seis compostos
estrogénicos: BPA e mais cinco resultantes de
sua degradacdo. Para a linhagem MCF7
utilizou-se meio RPMI com FBS tratado sem
vermelho fenol, para a linhagem MDA-MB-231
utilizou-se meio DMEM com FBS e vermelho
fenol. Os controles (positivo e negativo)
utiizados foram idénticos aos ensaios
anteriores. As leituras foram realizadas a cada
48 horas, com subsequente troca de meio, por
um periodo total de 10 dias. Os dados foram
analisados com o auxilio do Excel e do
software GraphPad Prism v. 8.

Resultados

Primeiramente, o estudo focou na substancia
estradiol e sua atividade estrogénica em ambas
as linhagens (Figura 1).
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Figura 1: Ensaio das células da linhagem MCF7
utilizando estradiol. Na escala estdo: RPMI tratado
(cinza claro), RPMI tratado com estradiol (cinza
escuro) e RPMI sem tratamento (preto).

Os ensaios com estradiol mostraram que as
células MCF7, que sdo horménio dependentes,
apresentaram maior crescimento na presenca
de estradiol, enquanto as células
MDA-MB-231, que sao triplo-negativas, nao
foram afetadas. As amostras ndo téxicas para
as células MDA-MB-231 foram observadas nos
ensaios seguintes, e a analise estatistica nao
mostrou alterac¢des significativas em relagdo ao
controle negativo. O estradiol estimulou as
células MCF7 a se replicarem, mas as
amostras testadas ndo apresentaram atividade
estrogénica significativa, exceto para o BPA1
na concentragdo de 1000 ng.L™" apds 6 dias de
incubagao (Figura 2). As concentracdes de 50
ng.L™' de BPA2 e TBBPA2 nio mostraram efeito
inibitorio.
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Figura 2: Ensaio de estrogenicidade do BPA1 na
concentragdo de 1000 ng.L™" usando a linhagem
MCF7 realizado durante 8 dias, com analise da
replicagdo celular a cada 2 dias pelo método MTT.
Foi realizada a analise two-way ANOVA com
pos-teste de Dunnett (P < 0,05) para multiplas

comparagdes usando o controle negativo como
referéncia.

Conclusoes

No experimento inicial, o estradiol apresentou
atividade agonista em diferentes condigdes de
tempo e tratamento em ambas as linhagens.
MCF7 respondeu ao hormdnio, aumentando a
replicagdo celular, enquanto MDA-MB-231 nao
respondeu ao horménio, mantendo sua
replicagéao inalterada. Resultados
subsequentes indicaram que as amostras nao
foram citotoxicas e ndo estimularam a linhagem
estrogeno-independente (MDA-MB-231). Esses
resultados sugerem que as amostras néao
apresentam atividade celular distinta da
inicialmente identificada como agonista parcial
do receptor de estrogénio. Nos ensaios com a
linhagem  estrogeno-dependente  (MCF7),
observou-se que as apenas o tratamento com
BPA1 a 1000 ng.L™" apos 6 dias de incubagao,
apresentou alteragcdo significativa em relagéo
as demais, fato decorrente possivelmente da
baixa concentracdo de BPA no experimento.
Além disso, as amostras ndo foram citotoxicas
nem inibiram a replicacdo celular, mantendo
valores de absorbancia semelhantes ao
controle negativo.
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