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RESUMO 
 
 

IMPACTO TOXICOGENÔMICO DO BISFENOL A EM DIFERENTES MODELOS 
EXPERIMENTAIS E POTENCIAL REVERSOR DE UM MULTISSUPLEMENTO 

ALIMENTAR 
 
 

AUTORA: Bárbara Osmarin Turra 
ORIENTADORA: Profa. Dra. Ivana Beatrice Mânica da Cruz 

COORIENTADORA: Profa. Dra. Fernanda Barbisan 
 

Introdução: O Bisfenol A (BPA) é um monômero sintético amplamente utilizado na 
indústria de plásticos. Considerado um poluente ambiental, atua como um disrruptor 
endócrino. Suas formas livres no organismo estão associadas ao desenvolvimento de 
doenças crônicas não transmissíveis (DCNTs). Entretanto, resultados relacionados 
aos mecanismos biológicos pelo qual o BPA age, ainda são conflitantes. É possível 
que, o BPA cause desbalanço oxidativo e/ou inflamatório independentemente do tipo 
de organismo ou célula. Assim, como tentativa de atenuar esses efeitos, muitos 
estudos se concentram nas propriedades de frutos e compostos naturais, associados 
ou isolados. Objetivo: avaliar o impacto toxicogenômico do BPA em marcadores 
oxidativos, genotóxicos e inflamatórios utilizando um modelo in vivo de minhocas 
californianas vermelhas (Eisenia fetida) e, um modelo in vitro de cultura de células do 
epitélio pigmentar da retina humana (ARPE-19) e caracterizar o potencial reversor de 
um multissuplemento a base de Guaraná (Gua), Selênio (Se) e L- Carnitina (LC) 
(GSC®). Metodologia: O trabalho está dividido em dois artigos. No artigo 1 foi 
avaliado in vivo o impacto do BPA sob os marcadores geno-oxi-inflamatórios: a) o 
efeito da exposição aguda (24 h e 72h) de minhocas adultas a diferentes 
concentrações de BPA (0,1, 0,3, 1, 10 e 30 µM); b) A citoxicidade do BPA e a 
modulação da proliferação de celomócitos foram determinadas por citometria de fluxo; 
c) Os seguintes marcadores oxidativos foram quantificados por espectrofotometria: 
ânion superóxido (O2

-), óxido nítrico (ON), lipoperoxidação (TBARS) e carbonilação 
de proteínas (PCarb); d) O impacto do BPA no dano de DNA de celomócitos foi 
determinado via ensaio do micronúcleo (MN); e) Alterações do BPA na eficiência 
imune das minhocas foram testadas através do ensaio de exposição de celomócitos 
a leveduras mortas no qual foi avaliada a formação de redes extracelulares de DNA e 
de corpos marrons através de análises cito-histológicas; f) Efeito genômico do BPA 
na modulação da expressão dos genes receptor tool-like (eaTLR) e lumbricina 1, via 
quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR). No artigo 2, 
células da linhagem ARPE-19 foram expostas ao BPA (0,001, 0,01, 0,1, 1, 3 e 10 µM) 
para determinar a concentração mínima a induzir citogenotoxicidade. b) As células 
ARPE-19 foram então expostas concomitantemente à concentração selecionada de 
BPA, GSC e seus componentes isolados (Gua, 1,07 mg/mL; Se, 0,178 µg/mL; e LC, 
1,43 mg/mL); c) Citometria de fluxo, ensaios bioquímicos, qRT-PCR, genotoxicidade, 
apoptose e proliferação celular foram avaliados. Resultados: A execução do 
protocolo 1 mostrou que baixas concentrações de BPA induziram aumento na taxa de 
proliferação de celomócitos, desbalanço na razão entre O2

-/ON, frequência elevada 
de MN e apoptose. O BPA também induziu aumento da expressão do gene AMP1, 
mas menor eficiência na captura de leveduras mortas. Já, o trabalho executado pelo 
protocolo 2 os resultados sugerem que 10 µM de BPA é suficiente para induzir 
alterações citogenotóxicas. O BPA não alterou a razão de expressão de Bcl-2/BAX, 

   



 

mas induziu a superexpressão de Casp3 e Casp8, sugerindo que a apoptose foi 
induzida principalmente pela via extrínseca. O GSC reverteu parcialmente as 
alterações desencadeadas pelo BPA nas células ARPE-19. No entanto, o Se teve 
efeitos negativos inesperados nas células ARPE-19. Conclusão: Estes resultados 
sugeriram que o BPA induz alterações relevantes, independentemente do modelo 
estudado podendo estar associadas ao risco aumentado de DCNTs. Já o GSC® pode 
atenuar alterações nos marcadores oxidativos e genotóxicos relacionados à 
exposição das células ARPE-19, no entanto, suas propriedades antioxidantes, 
antiapoptóticas e genoprotetoras não foram universalmente compartilhadas, uma vez 
que o Se não apresentou impacto positivo. 
 
 
Palavras-chave: Disrruptor Endócrino. Doenças Crônicas não Transmissíveis. 
Estresse oxidativo. Inflamação. Multissuplemento. Compostos Naturais. 

 
 
 
 
 
 

 
 

  



 

ABSTRACT 
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MODELS AND REVERSAL POTENTIAL OF A FOOD MULTISUPLEMENT 

 

AUTHOR: Bárbara Osmarin Turra 

ADVISOR: Profa. Dra. Ivana Beatrice Mânica da Cruz 
CO-ADVISOR: Profa. Dra. Fernanda Barbisan 

 
 

Introduction: Bisphenol A (BPA) is a synthetic monomer widely used in the plastics 

industry. Considered an environmental pollutant, it acts as an endocrine disruptor. Its 

free forms in the body are associated with the development of chronic non-

communicable diseases (NCDs). However, results related to the biological 

mechanisms through which BPA acts are still conflicting. It is possible that BPA causes 

oxidative and/or inflammatory imbalance regardless of the type of organism or cell. 

Therefore, to mitigate these effects, many studies focus on the properties of fruits and 

natural compounds, associated or isolated. Objective: to evaluate the toxicogenomic 

impact of BPA on oxidative, genotoxic, and inflammatory markers using an in vivo 

model of Californian red earthworms (Eisenia fetida) and an in vitro culture model of 

human retinal pigment epithelium cells (ARPE-19) and characterize the reversing 

potential of a multi-supplement based on Guarana (Gua), Selenium (Se) and L-

Carnitine (LC) (GSC®). Methodology: The work is divided into two articles. In article 

1, the impact of BPA on geno-oxy-inflammatory markers was evaluated in vivo: a) the 

effect of acute exposure (24 h and 72 h) of adult earthworms to different concentrations 

of BPA (0.1, 0.3, 1 , 10 and 30 µM); b) BPA cytotoxicity and modulation of coelomocyte 

proliferation were determined by flow cytometry; c) The following oxidative markers 

were quantified by spectrophotometry: superoxide anion (O2-), nitric oxide (NO), 

lipoperoxidation (TBARS) and protein carbonylation (PCarb); d) The impact of BPA on 

coelomocyte DNA damage was determined via micronucleus (MN) assay; e) BPA 

changes in the immune efficiency of earthworms were tested through the coelomocyte 

exposure assay to dead yeast in which the formation of extracellular DNA networks 

and brown bodies was evaluated through cytohistological analyses; f) Genomic effect 

of BPA in modulating the expression of the tool-like receptor (eaTLR) and lumbricin 1 

genes, via quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR). In 

article 2, cells of the ARPE-19 lineage were exposed to BPA (0.001, 0.01, 0.1, 1, 3 and 

10 µM) to determine the minimum concentration to induce cytogenotoxicity. b) ARPE-

19 cells were then concomitantly exposed to the selected concentration of BPA, GSC 

and their isolated components (Gua, 1.07 mg/mL; Se, 0.178 µg/mL; and LC, 1.43 

mg/mL); c) Flow cytometry, biochemical assays, qRT-PCR, genotoxicity, apoptosis 

and cell proliferation were evaluated. Results: The execution of protocol 1 showed 

that low concentrations of BPA induced an increase in the rate of coelomocyte 

proliferation, imbalance in the O2-/ON ratio, high frequency of MN and apoptosis. BPA 

also induced increased expression of the AMP1 gene, but lower efficiency in capturing 

 



 

dead yeast. Already, the work carried out by protocol 2 results suggest that 10 µM of 

BPA is sufficient to induce cytogenotoxic changes. BPA did not change the expression 

ratio of Bcl-2/BAX, but induced overexpression of Casp3 and Casp8, suggesting that 

apoptosis was mainly induced by the extrinsic pathway. GSC partially reversed the 

changes triggered by BPA in ARPE-19 cells. However, Se had unexpected negative 

effects on ARPE-19 cells. Conclusion: These results suggested that BPA induces 

relevant changes, regardless of the model studied, which may be associated with an 

increased risk of NCDs. GSC® can attenuate changes in oxidative and genotoxic 

markers related to exposure of ARPE-19 cells, however, its antioxidant, antiapoptotic 

and genoprotective properties were not universally shared, since Se did not have a 

positive impact. 
 

 

Keywords: Endocrine Disruptor. Chronic non-communicable diseases. Oxidative 

stress. Inflammation. Multisupplement. Natural Compounds 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese de doutorado segue as recomendações do Manual de Dissertações 

e Teses (MDT), da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), do ano de 2021. O 

presente estudo buscou avaliar o impacto toxicogenômico do BPA em marcadores 

oxidativos, genotóxicos e inflamatórios utilizando um modelo animal in vivo de 

minhocas californianas vermelhas (Eisenia fetida) que está apresentado na forma de 

um artigo (referido nesta tese como artigo 1), que foi publicado na Revista Contexto & 

Saúde classificada no Qualis Capes - Ciências Biológicas II como A4. A segunda parte 

do trabalho refere-se a um modelo in vitro de cultura de células do epitélio pigmentar 

da retina humana (ARPE-19) e o potencial reversor de um multissuplemento a base 

de Guaraná, L- carnitina e Selênio (GSC®) que está apresentado na forma de um 

artigo (referido nesta tese como artigo 2), aceito para a publicação à revista Brazilian 

Journal of Biology classificada no Qualis Capes - Ciências Biológicas II como A3. As 

seções “introdução”, “revisão bibliográfica”, “metodologia” e “resultados” encontram-

se no início deste documento; na sequência, são apresentados, na íntegra, os dois 

artigos vinculados a esta tese, que seguem as regras de formatação das revistas em 

que foram publicado/submetido; as seções “discussão” e “considerações finais” 

encontram-se logo após os artigos. As referências listadas no final da tese incluem 

todas as citações referidas no decorrer deste documento, com exceção das 

referências utilizadas nos dois artigos, as quais estão listadas no final de cada um.  

 

  

https://www.revistas.unijui.edu.br/index.php/contextoesaude/index
https://www.revistas.unijui.edu.br/index.php/contextoesaude/index
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O Bisfenol A (BPA) (4,4-isopropilidenodifenol; 2,2-bis (4-hidroxifenil) - 

propano) é um monômero de ordem molecular sintética, envolvido na constituição de 

polímeros de revestimento, tais como: plásticos e resinas epóxi, além de materiais 

médico-hospitalares e, recentemente em composições têxteis. Estudos de 

biomonitoramento humano têm indicado exposição generalizada e diária ao BPA. Um 

estudo americano determinou a concentração de BPA na urina da população em 

geral. Embora as percentagens encontradas mostraram-se diferentes em relação às 

etnias e grupos sociais, mais da metade das pessoas analisadas possuíam BPA 

residual na urina, sendo maiores em crianças em relação aos adultos e maiores em 

mulheres em relação aos homens (CALAFAT et al., 2008). 

  Esta exposição dá-se por ordem ambiental, ocupacional e alimentar 

(TARAFDAR et al., 2022). O potencial impacto do BPA e seus análogos ocorrem por 

estas moléculas serem disruptores endócrinos suspeitos de contribuir para desfechos 

adversos à saúde, como alterações no sucesso reprodutivo e no 

neurodesenvolvimento. Além disto, o BPA pode aumentar o risco de desenvolvimento 

de doenças crônicas não transmissíveis (DCNTs), como é o caso dos cânceres, 

obesidade e outros distúrbios metabólicos (MUSTIELES et al., 2020).  

Nesse contexto, as agências reguladoras de saúde de todo o mundo 

desenvolveram normativas a fim de diminuir o uso e, até restringir produtos que 

possuem na sua estrutura química o BPA. No Brasil, atualmente a tolerância diária do 

composto preconizada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 

Ministério da Saúde) é de 0,6 mg/Kg. Entretanto, o uso do BPA é restrito em produtos 

voltados para lactentes (BRASIL, 2008).  

Embora os efeitos do BPA já tenham sido relatados, ainda existe a necessidade 

de se compreender melhor os mecanismos e vias de atuação desta molécula e seus 

análogos, no organismo humano e animal. Isto porque, muitos resultados são 

conflitantes. Com base em estudos prévios publicados na literatura e compilados na 

revisão de MICHAŁOWICZ (2014) é possível inferir que o BPA tenha um efeito 

toxicogênômico indutor de alterações no metabolismo oxidativo e imune. Esta atuação 

ocorreria via uma cascata de eventos envolvendo modificações na concentração e no 

balanço de moléculas oxidativas e indução de genotoxicidade. Tais alterações 

contribuiriam assim, para o aumento de resíduos metabólicos indutores e 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub%20-%20b0160#!
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mantenedores de estados de inflamação crônica de baixo grau e de menor eficiência 

na resposta imune, por sua vez, estas condições contribuiriam para o estabelecimento 

de DCNTs. Acredita-se que, esta sequência de eventos citoteciduais desencadeados 

pelo BPA poderia ocorrer de modo similar em diferentes espécies animais ou mesmo 

de células humanas. 

 Os efeitos tóxicos já conhecidos da molécula levam ao desenvolvimento 

de pesquisas que utilizam de compostos naturais e\ ou associações entre eles como 

forma de reverter os danos, ou atenuar os mesmos. Considerando esta hipótese e 

estudos prévios do grupo, neste trabalho foram escolhidos o guaraná (Paullinia 

cupana) (Gua), o Selênio (Se) e a L-carnitina (L- car), dando origem ao 

multissuplemento GSC®. 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

  

 Avaliar o impacto toxicogenômico do BPA em marcadores oxidativos, 

genotóxicos e inflamatórios utilizando um modelo animal in vivo (E. fetida) e um 

modelo in vitro (ARPE-19) e o potencial reversor de um multissuplemento à base de 

Gua, Se e L-car e isolados 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

1.1.2.1 Ensaio in vivo (Artigo 1 - publicado) 

  

 Avaliar os efeitos da exposição aguda ao BPA em minhocas vermelhas (E. 

fetida) através da análise da: 

- citotoxicidade de celomócitos;  

- modulação dos marcadores oxidativos Superóxido (O2
-), óxido nítrico (ON), 

Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) e a Carbonilação de Proteínas 

(PCarb) no fluido celômico; 

- indução de dano de DNA via identificação de alterações mutagênicas e 

clastrogênicas nos dois principais tipos de celomócitos (eleócitos e amebócitos); 
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- eficiência da resposta imunológica de celomócitos expostos a leveduras mortas por 

formação de redes extracelulares de DNA e de corpos marrons e, através da 

modulação na expressão dos genes toll-like receptor (eaTLR) e lumbricina (AMP1). 

 

1.1.2.2 Ensaio in vitro (Artigo 2 – aceito para a publicação) 

 

Avaliar os efeitos da exposição do BPA em células ARPE-19 através da 

análise da:  

- viabilidade celular e de alterações citomorfológicas; 

- modulação dos marcadores oxidativos O2
-, ON, TBARS e PCarb; 

- indução de dano de DNA via identificação de alterações mutagênicas e 

clastrogênicas; 

- modulação da expressão de genes relacionados ao dano de DNA e apoptose (Bax, 

Bcl-2, Caspases 3 e 8). 

 

 Avaliar o potencial efeito reversor do multissuplemento GSC® e seus 

componentes isolados através da análise do: 

- ciclo celular e taxa de apoptose; 

- genotoxicidade e expressão gênica relacionada à a apoptose; 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ASPECTOS QUÍMICOS – FARMACOLÓGICOS DO BISFENOL A  

 
 Sintetizado pela primeira vez em 1891, pelo químico russo Alexander Pavlovich 

Dianin, o BPA é um composto químico com peso molecular de 228,29 g/cm3, sua 

forma sólida possui coloração clara e cristalina, com ponto de fusão de 156◦C e 

ebulição de 220◦C. Seu coeficiente de água-octanol é expresso na forma logarítmica 

3,32 (log P = 3,32), que mostra sua boa solubilidade em gorduras e baixa solubilidade 

em água. O BPA pertence a um grupo de fenóis que possuem resíduo de hidroxila 

diretamente ligado a dois anéis aromáticos (Figura 1) (FLINT et al., 2012). 

 

 

Figura1 – Estrutura química do Bisfenol A (BPA) 

 

 

 

 

 

Fonte: MICHAŁOWICZ, 2014. 
 

Legenda: Estrutura química do Bisfenol A. A cadeia da molécula é representada por 
um centro quiral ligado a dois anéis aromáticos do grupo dos fenóis. 
 

 Por se tratar de um monômero é amplamente utilizado na produção de plásticos 

de policarbonato e resinas epóxi. Estas matérias-primas são largamente utilizadas na 

produção industrial de recipientes de armazenamento, brinquedos, equipamentos 

médicos, entre outros (CALAFAT et al., 2009; CAO;  CORRIVEAU; POPOVIC, 

2009; FLEISCH et al., 2010; IRIBARNE-DURÁN et al., 2019;  MOLINA-MOLINA et al., 

2019 VANDENBERG et al., 2007). Recentemente, um estudo identificou a presença 

do BPA em materiais têxteis (FREIRE et al., 2019). Estima-se que a utilização do BPA 

cresça entre 6 e 10% ao ano (BERNARDO et al., 2015). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668914000313#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0155
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0155
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0155
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0155
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0325
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0450
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0730
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0730
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b1090
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 Por estar presente em produtos amplamente utilizados pela população a 

exposição humana ocorre, sobretudo por via ocupacional, vertical, ambiental e 

alimentar, sendo a alimentar de maior impacto e preocupação. A dieta é uma das 

fontes predominantes de exposição ao BPA devido à lixiviação dos materiais 

(BUCKLEY et al., 2019;  VANDENBERG et al., 2010) e a capacidade migratória dos 

recipientes para os alimentos (EU, 2003), outras fontes e rotas também contribuem 

para a exposição humana como por exemplo: cutâneas e inalatórias, possuindo 

relevância toxicológica igual ou ainda maior do que fontes dietéticas (FREIRE et al., 

2019; LIU; MARTIN, 2017; MOLINA-MOLINA et al., 2019; MORGAN et al., 2018; VON 

GOETZ et al., 2017).  

 O BPA tem uma meia-vida curta (TEEGUARDEN et al., 2016;  YE et al., 2013), 

o BPA é ligeiramente absorvido após a administração oral e, é submetido a um 

metabolismo (Figura 2) de primeira passagem no fígado, com o auxílio das enzimas 

UDP-glucuroniltransferases 

polimórficas (UGP), especialmente a UDP-glucuroniltransferases da família 2 membro 

B15 (UGT2B15) sendo sua principal via de metabolização a glucorinadação. Ele não 

é extensivamente metabolizado através de reações de fase I, mas é rapidamente 

conjugado com ácido glucurônico (metabolismo da fase II) para o BPA não ativo - 

glucuronide na parede do intestino e fígado, tornando-se solúvel em água (INÁCIO, 

2018). 

 Quantidades pequenas de BPA também podem reagir com sulfato para formar 

a BPA-sulfato, em uma reação de sulfatação (GEENS et al., 2012). Esta é mediada 

por sulfotransferases, também ao nível do sistema hepático, sendo a sua principal 

sulfotranferasea Fenol Sulfotransferase Simples de Fenol Um (SLULT1A1) (YALCIN 

et al., 2016). 

  A formação de conjugados de BPA é considerada um processo de 

desintoxicação e só as formas livres exibem atividade estrogênicas ou “nocivas”. Os 

BPA´s conjugados formados no fígado são transportados para o sangue seguidos da 

filtração pelo rim, sendo ainda, excretados na urina com meia-vidas terminais de 

menos de 6 horas. Assim, a exposição de BPA pode ser estimada a partir dos níveis 

urinários (SHINJE et al., 2021). O BPA ingerido por inalação ou contato com a pele 

não sofre efeito de primeira passagem e, portanto, é eliminado em um ritmo mais lento 

(ABRAHAM; CHO, 2009; COUSINS  et al., 2002). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0135
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b1080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0330
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0330
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0615
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0730
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b0740
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b1130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b1130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b1050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020317669?via%3Dihub#b1245
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Moon+S&cauthor_id=33452339
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Figura 2 – Metabolismo do BPA 

 

 

Fonte: A autora. 

 

Legenda: A principal via metabólica do BPA ocorre no fígado, onde a degradação da 
molécula depende das enzimas UDP glucuroniltransferases polimórificas da família 2 
membro B15 (UGT2B15) e Fenol Sulfotransferase Simples de Fenol Um (SULT1A1), 
envolvidas pelo processo de glucoronidação e sulfatação. Assim, as formas inativas 
são eliminadas na urina, via excreção renal. Este efeito tende a diminuir suas formas 
ativas, porém, é possível que isto não ocorra e a bioacumulação nos tecidos é efeito 
consequente, esta bioacumulação leva a prováveis desfechos patológicos. 
 
 Com extensa distribuição, tem sido detectado bioacumulativamente em 

diversos órgãos como o fígado, a medula óssea, os testículos, a placenta, o cordão 

umbilical e até no feto. Este efeito bioacumulativo se dá pela alta afinidade lipofílica; 

Na gordura, o acúmulo de BPA é três vezes superior aos outros tecidos e assim, 

ocorre cronicidade do efeito que resulta em desequilíbrios homeostáticos e desordens 

patológicas (CSANÁDY et al., 2002; GENUIS et al., 2012). 
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2.2 IMPACTO DO BISFENOL NA SAÚDE HUMANA 

 

 Devido à alta e contínua exposição o BPA é associado a uma grande 

toxicidade. Essa toxicidade se dá através de interações com os hormônios sexuais 

(estrogênio e androgênio), hidrocarboneto aromático e receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma (PPARs), portanto, interfere na função não só do 

sistema endócrino, mas também afeta outros sistemas do corpo, como o imunológico 

e nervoso (MICHAŁOWICZ, 2014; ROGERS; METZ; YONG, 2013; ROCHESTER, 

2013). 

 Mesmo em concentrações muito baixas, o BPA tem a capacidade de interferir 

na atividade do hormônio tireoidiano, em induzir a proliferação de células tumorias e 

em impedir a síntese de testosterona quando em níveis já diminuídos. Os resultados 

das investigações mostram que o BPA exerce efeitos multidirecionais em organismos 

vivos porque interage com os receptores, gera Espécies Reativas De Oxigênio 

(EROs), altera a sinalização celular, provoca alterações mutagênicas e inibe a 

metilação do ácido desoxirribonucleico (DNA). Essas alterações podem aumentar o 

risco de doença (Figura 3) cardíaca e distúrbios metabólicos, incluindo diabetes e 

obesidade (MICHAŁOWICZ, 2014). 

 

Figura 3 – Formas de absorção do BPA e consequências no organismo. 

 

Fonte: A autora. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668914000313#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668914000313#!
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Legenda: O BPA pode ser absorvido por diferentes vias: A ingestão de alimentos em 
recipientes plásticos, a inalação de micropoluentes e o contato direto através da 
exposição ocupacional ou ambiental levam a quadros críticos, bem como, a 
transmissão materno-fetal, via cordão umbilical. De tal modo, estas vias são vistas 
como iniciadores de Doenças Crônicas não Transmisíveis (DCNTs), pois interferem 
nos tecidos e sistemas do organismo. 
 
 

2.2.1 BPA e as interações com os receptores  

  

 Os estrogênios estão envolvidos em diferentes processos fisiológicos, incluindo 

crescimento, desenvolvimento e a manutenção homeostática de vários órgãos e 

tecidos, isso tudo através da ligação e ativação dos receptores clássicos de estrogênio 

(ER) alfa (ERα) e beta (ERβ). Além dos receptores clássicos, podem se ligar a uma 

ampla gama de compostos com diferentes, porém semelhantes estruturas, incluindo 

o BPA (Figura 4) (CIMMINO et al., 2020). 

  

Figura 4 – Semelhança da estrutura química do BPA e do estrogênio. 

 

 

Fonte: INÁCIO, 2018 
 
 

Legenda: As cadeias estruturais do 17ß- Estradiol e do Bisfenol A permitem a 
visualização de suas semelhanças, que se concentram no grupo dos fenóis e radical 
hidroxila. 
 

  Neste caso, o BPA atua como o estradiol (ACCONCIA; PALLOTTINI; MARINO, 

2015; ANGLE et al., 2020). Eles assumem semelhanças no gene da transcrição 

adipogênica (PHRAKONKHAM et al., 2008), com capacidade de inibir a secreção de 

adiponectina – importante na regulação glicêmica e no catabolismo de ácidos graxos 
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– (BEN-JONATHAN; HUGO; BRANDEBOURG, 2009; RUBIN et al., 2017). A ligação 

do BPA aos ERs desempenha um papel importante também na tumorigênese, 

aumentando a proliferação e migração (PTAK; GREGORASZCZUK, 2012; SONG et 

al., 2015), podendo ainda, inibir os efeitos pró-apoptóticos (DAIRKEE et al., 2013).  

  Em contraste com a sinalização genômica dos receptores nucleares, foi 

recentemente proposto que os efeitos de baixas concentrações de BPA na saúde 

humana podem ser mediados por receptores de membrana em um sistema não 

genômico, a fim de produzir respostas biológicas rápidas em alvos celulares 

específicos. O receptor de estrogênio acoplado a proteína G (GPR30) é expresso 

através de seu RNA mensageiro (RNAm) em vários tecidos e sistemas, como por 

exemplo a placenta, o pulmão, o fígado, a próstata, os ovários e o endotélio (CIMMINO 

et al., 2020; WANG et al., 2017). A interação BPA – GPR30 tem causado interferência 

direta no metabolismo da glicose, a qual possui a tolerância prejudicada conjunta ao 

ganho de peso corporal e a redução da secreção da insulina (GARCIA-AREVALO et 

al., 2014; MOON et al., 2015). O aumento do GPR30 está também associado à 

elevação de proteínas inflamatórias como interleucinas seis (IL-6) e oito (IL-8) 

importantes na resposta imune inata (CIMMINO et al., 2019), além de estar 

amplamente expresso em células cancerosas (CIMMINO et al., 2020). 

 Ainda, o BPA é capaz de exercer um efeito anti-androgênico (KOJIMA et al., 

2019), competindo com 5α-dihidrotestosterona (DHT) através da ligação aos 

receptores de andrógenos (ARs). Este efeito leva a consequências na 

espermatogênese, esteroidogênese, atrofia dos testículos e alteração dos parâmetros 

do esperma adulto, como menor contagem de espermatozoides, motilidade e 

densidade (MANFO et al., 2014). 

 

2.2.2 BPA e interação com fatores de transcrição 

 

 Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPARγ) 

desempenham uma diversidade de efeitos biológicos: homeostase energética, 

adipogênese, proliferação celular, diferenciação e resposta imune (SOMM et al., 

2009). É dependente da interação entre pequenos ligantes lipofílicos o que permite 

que a exposição ao BPA module diversas vias, desenvolvendo quadros de 

hiperglicemia em jejum, intolerância à glicose, e altos níveis de ácidos graxos não 

esterificados (GARCIA-AREVALO et al., 2014).  



28 
 

 

  Assim como os PPARγ´s, as proteínas de ligação ao intensificador CCAAT 

também recebem notada importância, já que estão associadas a disfunções e 

doenças hepáticas com expressão alterada de albumina, alfa-fetoproteína e 

glicogênio sintase, em contato com o BPA (DEBENEDICTIS; GUAN; YANG, 2016) 

 O fator nuclear 2 relacionado ao eritroide 2 (Nrf2) é outro fator de transcrição 

importante pois, atua contra danos oxidativos, regulando a expressão de proteínas 

antioxidantes (MA, 2013). Quando seu ciclo é alterado há um desbalço na produção 

de EROs e assim, na rota inflamatória (XU et al., 2018; XU et al., 2015). 

 Os genes Homeobox (Hox) são expressos durante a embriogênese e 

desenvolvimento inicial, sendo considerados reguladores transcricionais mestres. Em 

adultos, eles estão principalmente envolvidos na manutenção do fenótipo “normal” 

(LAPPIN et al., 2006). Quando expresso de forma inadequada associa-se a várias 

condições patológicas, incluindo gravidez ectópica, síndrome dos ovários policísticos 

(SOP), endometriose, hidrossalpinge e implantação inadequada do embrião (MALLO, 

2018). Segundo alguns estudos o BPA aumenta a sua expressão (DEB et al., 2016; 

HUSSAIN et al., 2015). 

 A Proteína 2 expressa em derivados do coração e da crista neural (HAND2) 

está envolvida no estabelecimento de um ambiente embrionário adequado para a 

gravidez, sendo o BPA capaz de diminuir a expressão desta proteína no estroma 

uterino e assim, afetar a implantação do embrião e a formação da decídua durante as 

primeiras fases da gestação (LI et al., 2016); ela também está envolvida no 

desenvolvimento do sistema ventricular através das câmaras cardíacas (LOMBO et 

al., 2019).  

 

2.2.3 Mecanismos epigenéticos regulados por BPA 

 

 As alterações epigenéticas são modificações químicas hereditárias 

mitoticamente capazes de afetar a conformação tridimensional da cromatina e, 

consequentemente, a expressão gênica. Fatores ambientais como: agentes 

nutricionais e contaminantes xenobióticos modulam padrões epigenéticos, 

influenciando na metilação do DNA, modificações químicas pós-tradução de caudas 

de histonas, e pequenos níveis de RNA não codificante (ncRNA). Nesse contexto, 

evidências já sugerem que o BPA em sua capacidade interativa pode modular a 

metilação do DNA (BROMER et al., 2010; ZHU et al., 2021). A metilação do DNA não 
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é a única forma de interação do BPA, ele também tem a capacidade de interferir na 

expressão de múltiplos microRNAs (miRNAs), e assim desencadear uma série de 

interferências, que se originam em doenças (KILINGE, 2009). 

 A descoberta do composto como um causador de alterações epigenéticas levou 

a demonstrações indesejáveis das vias metabólicas, como a rota da insulina (LI et al., 

2014), além de notáveis alterações na expressão dos genes de função hepática - fator 

de transcrição 1 e 2 de ligação ao elemento regulador de esterol (Srebf1; Srebf2) que 

estão envolvidos na síntese de lipídios. Assim, como uma cascata de eventos pode-

se desenvolver quadros de obesidade pelo acúmulo hepático significativo de 

triglicerídeos e colesterol (KE et al., 2016).  

 A ação do BPA é iniciada através da ligação a receptores hormonais 

relativamente específicos, incluindo os sexuais e receptores do hormônio tireoidiano, 

regulando diretamente a expressão gênica. Não obstante, ações não genômicas 

rápidas podem ser mediadas pelos ERs associados à membrana e / ou GPR30, que 

por sua vez, podem alterar as vias de transdução de sinal, finalmente recrutando 

fatores-chave de transcrição envolvidos em crescimento e diferenciação, bem como, 

no metabolismo de energia e nutrientes. Sendo assim, todas as vias podem contribuir 

para modificações estáveis e hereditárias, por meio da regulação epigenética e 

enzimática, que também podem sustentar a exposição anterior ao BPA (Figura 5) 

(SINGH; LI, 2012). 

  



30 
 

 

Figura 5 – Mecanismos moleculares de interação do BPA 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de CIMMINO  et al., 2020. 

 

 

Legenda: O efeito do BPA dá - se através da interação com os receptores de 

membrana. E através da execução de segundos mensageiros, como é o caso da 

associação com o Receptor de Estrogênio Acoplado a Proteína G (GPR30). Após a 

entrada na célula, receptores de núcleo e fatores de transcrição são tidos como 

ligantes para inúmeros genes e proteínas, assim, os processos sofrem interferência e 

a homeostase do organismo é atingida. Ainda, a modificação da conformação do 

Ácido Desoxirribonucleico (DNA), leva a padrões de expressão instáveis. Todas essas 

alterações são condizentes com o desenvolvimento de momentos de estresse 

oxidativo e inflamação crônica de baixo grau, importantes na fisiopatologia das 

Doenças Crônicas Não- Transmissíveis (DCNTs).  
 

 

2.3 POTENCIAL EFEITO DO BPA NO METABOLISMO OXIDATIVO 

 

O metabolismo oxidativo (Figura 6) é um processo que ocorre na mitocôndria, 

no qual a molécula de oxigênio (O2) é utilizada para a produção de energia. O O2 

passa pela cadeia transportadora de elétrons gerando a Adenosina Trisfosfato (ATP), 

ou seja, realiza a formação da energia metabólica (VITALE et al., 2013).  
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Quando há um desequilíbrio no metabolismo, ocorre o estresse oxidativo e o 

desbalanço fica entre a maior produção e/ou queda na neutralização das EROs, pelos 

sistemas antioxidantes do organismo. Assim, quando a redução de O2 é incompleta 

consequentemente há a formação de diferentes EROs, dentre elas o O₂⁻ e o peróxido 

de hidrogênio (H2O2), considerados as principais espécies causadoras de danos às 

células (VITALE et al., 2013). O H2O2 é capaz de gerar outros EROs, sendo o principal 

deles o radical hidroxila (OH⁻) que apresenta grande afinidade com o DNA que passa 

a sofrer os respectivos danos. Vale ressaltar que o organismo não possui defesas 

contra o OH⁻. Esse desbalanço pode ocorrer pela exposição de diferentes fatores, 

como exógenos (BARBISAN, 2014; PERL, 2013). 

 

Figura 6 – Metabolismo Oxidativo 

 

 

Fonte: A autora 
 

Legenda: A mitocôndria é responsável pela produção da energia metabólica através 
da redução de oxigênio (O2) e formação de moléculas de Adenosina Trifosfato (ATP). 
Importantes moléculas antioxidantes permitem o equilíbrio metabólico, tais como 
Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPX), Superóxido Dismutase (SOD) além, de 
moléculas obtidas através da dieta (minerais, vitamina e compostos fenólicos). Por 
vezes ocorre um desequilíbrio do metabolismo oxidativo, em que muitos agentes são 
estressores e potenciais desencadeadores como mostra a figura: a Luz UV, dieta 
desequilibrada, poluição atmosférica, fatores genéticos e o próprio Bisfenol A 
(representado por sua molécula, no interior de um círculo vermelho). Esses 
estressores levam a redução incompleta de (O2) e assim a produção aumentada de 
Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) como o Superóxido (O2

-) e o Peróxido de 
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Hidrogênio (H2O2) - este último leva a formação do radical hidroxila (OH) que 
apresenta grande afinidade com a molécula do Ácido Desoxirribonucleico (DNA). Esta 
condição é “porta” para quadros estabelecidos de inflamação crônica de baixo grau, e 
as respectivas doenças, como por exemplo, as neoplasias. 

 

O BPA é um fator exógeno. Embora em sua maioria ele se transforme em 

formas menos tóxicas, ainda assim, ocorre a presença residual e circulante em sua 

forma tóxica. A sua forma livre leva a formação destes EROs (GASSMAN, 2017). 

Assim, o dano ao DNA é induzido, e a citoxicidade é uma notável consequência.  As 

macromoléculas celulares são danificadas, e consequentemente ocorre a quebra de 

fitas de DNA e o rompimento das ligações cruzadas de proteínas (DEAVALL et al., 

2012 , ORRENIUS et al., 2011). 

  Além de produzir EROs, o processamento enzimático do BPA pelo citocromo 

P quatrocentos e cinquenta (CYP450) também gera a forma quinona reativa ao DNA 

(CAVALIERI; ROGAN, 2010). Quinonas tem efeitos tóxicos e deletérios no corpo 

humano, devido a alteração na estrutura da cromatina, o sistema de reparo não se 

desenvolve adequadamente, isto porque a sinalização das vias não consegue ser 

acionada. Esta influência direta no desempenho do DNA e o desequilíbrio celular 

contribuem significativamente para a mutagenicidade e genotoxicidade, incluindo o 

desenvolvimento de cânceres (ALLARD; COLAIÁCOVO, 2010;  FERNANDEZ et al., 

2012; GASSMAN et al., 2015 , PORRECA et al., 2016). 

 Outro importante fator da molécula de BPA é a interação que esta possui com 

as mitocôndrias. De natureza lipofílica, o BPA pode se acumular na membrana 

mitocondrial, e assim inibir a produção energia metabólica. O ATP intracelular passa 

a ficar em níveis reduzidos, e a respiração da organela é atingida, devido a incompleta 

fosforilação oxidativa (NAKAGAWA; TAYAMA, 2000). 

  Particularmente, uma vez que as mitocôndrias não têm o conjunto completo 

de vias de reparo de DNA contidas no núcleo, o dano ao DNA da mitocôndria, também 

pode induzir mutações. Em tese, o BPA promove a geração de EROs que levam a 

disfunção mitocondrial e promovem mudanças em várias vias de sinalização celular. 

Isso indica que sua forma não conjugada, ou seja, ativa/ livre e seus numerosos 

metabólitos têm efeitos de exposição mais significativos do que os originalmente 

considerados. Esse conjunto de efeitos independe de suas propriedades de 

desregulação endócrina, podendo produzir uma série de efeitos pleiotrópicos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R72
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R75
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R69
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(influencia em mais de uma característica no indivíduo). e influenciar profundamente 

o desenvolvimento de doenças (CLINE, 2012). 

 

2.4 POTENCIAL EFEITO DO BPA NO METABOLISMO INFLAMATÓRIO 

 

 O papel do BPA nas células imunes e no consequente metabolismo 

inflamatório, ainda não está bem elucidado, porém, sabe-se que a maneira como os 

processos se desenvolvem são dependentes da concentração e do tempo de 

exposição (MURATA; KANG, 2018). 

 

2.4.1. Efeitos do BPA nas células imunes inatas 

 

2.4.1.1 Macrófagos 

 

Os macrófagos desempenham papel fundamental na regulação dos processos 

inflamatórios agudos e principalmente crônicos, por meio da secreção de diversas 

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (FULLERTON; GILROY, 2016). Estas 

células potencializam a ativação de linfócitos T e B pela expressão de moléculas 

coestimuladoras, liberando assim, as citocinas pró - inflamatórias como a Interleucina 

um (IL-1), a IL-6, a Interleucina doze (IL-12) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF – 

α). Os macrófagos também são responsáveis pela síntese de alguns EROs (O2-, OH, 

H2O2) e intermediários reativos do nitrogênio, cujo seu principal representante é o ON 

(CRUVINEL et al., 2010). 

 A rota inflamatória (Figura 7) inicia-se quando os receptores de reconhecimento 

de hospedeiros PRRs (do inglês, Pattern Recognition Receptors) são capazes de 

identificar segmentos moleculares conservados, os PAMPs (do inglês, Pathogen 

Associated Molecular Pattern), ou por padrões moleculares associados a danos 

DAMPs (do inglês, Damage-associated molecular patternque). Alguns PRRs 

promovem a defesa do organismo via ativação de inflamossomas (LACKEY; 

OLEFDKY, 2015).  

Os inflamossomas são complexos macromoleculares que se unem ao 

citoplasma e ativam a proteína caspase 1, sendo a mesma responsável pela ativação 

da resposta imune inata (CRUVINEL et al., 2010; FULLERTON; GILROY, 2016). A 

caspase 1 é responsável depois de ativada por desencadear o processo conhecido 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5458620/#R24
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como piroptose, a clivagem proteolítica da pró – interleucina 1β, que posteriormente 

leva a formação da IL-1β madura, que por sua vez, induz o processo inflamatório pela 

síntese de macrófagos de outras citocinas, como a IL-6, IL-8, IL-12 e TNF- α (ROITT 

et al., 2014). 

Com isso, é sabido e destaca-se que em inflamações agudas ocorre a ativação 

clássica da rota denominada de M1 e, em seguida ocorre à ativação da rota 

alternativa, denominada de M2. Logo, os macrófagos M1 são representativos da via 

clássica, exercendo atividades antiproliferativas e citotóxicas, sendo produto da 

secreção de ON, EROs e as citocinas pró- inflamatórias anteriormente mencionadas. 

Enquanto, os macrófagos M2 representam a via alternativa com capacidade de inibir 

estas funções, ou ações executadas pelos macrófagos M1, que consequentemente 

realizam a secreção e produção de interleucinas anti-inflamatórias, como a 

Interleucina dez (IL-10) e o TGF – β; (do inglês, Transforming growth factor – beta), 

favorecendo o reparo tecidual, induzindo angiogênese, além de imunossuprimirem a 

atividade dos linfócitos T (BRUNE et al., 2013). 

 

Figura 7– Inflamação: Via clássica e alternativa  

 

 

Fonte: A autora 
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Legenda: Os macrófagos são importantes células do sistema imune inato, são eles os 
precursores de muitas citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento envolvidos na 
ativação dos linfócitos T e a consequente liberação pró – inflamatória. O processo 
inflamatório inicia-se quando os PRRs (do inglês, Pattern Recognition Receptors) são 
capazes de identificar segmentos moleculares conservados, os PAMPs (do inglês, 
Pathogen Associated Molecular Pattern) ou por padrões moleculares associados a 
danos DAMPs (do inglês, Damage-associated molecular patternque).  Alguns PRRs 
promovem a defesa do organismo via ativação de inflamossomas que são capazes 
de ativar a caspase 1 que consequentemente ativar a  interleucina um beta (IL -1β), 
que por meio dos macrófagos e linfócitos, leva a síntese de outras citocinas 
inflamatórias, assim, constitui-se a rota clássica (M1). Já a rota alternativa (M2), 
funciona como um processo de feedback negativo, em que os fatores anti- 
inflamatórios são liberados, promovendo a interrupção da atividade dos M1, levando 
ao reparo tecidual e suprimindo a atividade das interleucinas, complementando o 
processo inflamatório total. 
 

 Além disso, eles expressam as duas isoformas ER (ERα e ERβ) pelas quais o 

BPA pode exercer seus efeitos, e ativar a rota (CAMPESI et al., 2017). Mesmo que 

em concentrações baixas, o BPA pode potencializar a produção de ON e assim, 

estimular a produção de IL-1, IL-6 e IL-12 (KUAN et al., 2012; YAMASHITA et al., 

2005).  

 Ainda, sabe-se que o BPA pode promover a regulação positiva em M1, na 

expressão do fator regulador do interferon cinco (IRF5), bem como o TNF-α e IL-

6, enquanto os M2 sofrem regulação negativa de IL-10 e o TGF-β, com isso a 

produção de EROs é aumentada e a morte celular por apoptose pode ser induzida 

(LU et al.,2019; LIU et al., 2014; YANG et al., 2015). 

 Em resumo, o BPA altera as funções dos macrófagos, diminuindo a secreção 

de citocinas, ativando o fenótipo M2 e gerando um “quadro” de imunotoxicidade; Isto 

pode refletir na alteração de algumas vias de sinalização relacionadas à resposta 

imune (LIU et al., 2020). 

 

2.4.1.3. Granulócitos 

  

 Os granulócitos são as células imunes inatas mais abundantes. Eles são 

divididos em: neutrófilos, que constituem entre 90 e 95% de sua totalidade, eosinófilos 

de 3 a 5% e basófilos menos de 1%. Na literatura, existem poucos relatos sobre o 

efeito do BPA nessas células, porém, sabe-se que o BPA, mesmo em concentrações 

doses baixas tem a capacidade de elevar a expressão da proteína integrina CD18, a 

diferenciação neutrofílica e a produção de O₂⁻ (WATANABE et al., 2003). 
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 Os eosinófilos – que são as principais células envolvidas na alergia e 

patogênese da asma – são hiperestimuladas quando em contato com a molécula, e 

assim, há uma consequente ativação da capacidade de resposta das vias aéreas. De 

tal modo que, o recrutamento de eosinófilos nos alvéolos e submucosa das vias 

aéreas leva a altos níveis de citocinas e quimiocinas, que tem papel importante no 

agravo destas doenças imunomediadas (MIDORO-HORIUTI et al., 2010). 

 

2.4.1.4 Mastócitos 

 

 Envolvidos nos processos alérgicos e inflamatórios, os mastócitos são as 

células residentes nos tecidos. Essas células são caracterizadas por seu alto 

conteúdo de grânulos citoplasmáticos que contém mediadores pré-formados (amina 

vasoativa histamina, proteases e citocinas). Os mastócitos podem ser ativados por 

uma variedade de estímulos por meio de numerosos receptores em sua superfície. O 

mecanismo de ativação dos mastócitos mais estudado é a resposta mediada pela 

imunoglobulina “E” (IgE), que pode ser dividida em dois estágios; no primeiro estágio, 

a IgE produzida pelos plasmócitos se liga a superfície dos mastócitos, levando a um 

estado de sensibilização. Já em um segundo momento, o antígeno se liga à IgE da 

superfície, que desencadeia a degranulação dos mastócitos e liberação dos 

mediadores (ARAIZA et al., 2020). 

 O papel do BPA tem sido associado à sensibilização ao patógeno. Essa 

sensibilização leva um aumento nos leucotrienos, prostaglandinas e interleucinas, 

sugerindo maior ativação dessas células e a desregulação do mecanismo 

condicionando a inflamação de baixo grau (O'BRIEN; DOLINOY; MANCUSO, 2014). 

 

2.4.2 Efeitos do BPA nas células imunes adaptativas 

 

2.4.2.1 Linfócitos T e B   

 

 Os linfócitos T são as células do sistema imune adaptativo, sendo divididos em 

linfócitos T citotóxicos (TCD) ou linfócitos T auxiliares (Th), que se diferenciam em Th 

um, dois, nove, etc (Th1; Th2; Th9) – conforme a secreção de citocinas e as vias de 

resposta-. Essas células expressam diferentes receptores hormonais, os quais são 

responsáveis pelas suas ativações (KLEIN; FLANAGAN, 2016). 
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 De tal modo que, o BPA realiza a interação com essas células através destes 

receptores hormonais, e notadamente desenvolve um processo com os diversos e 

diferentes Th´s, podendo, por exemplo, aumentar os níveis de secreção de 

interleucinas inflamatórias e fatores de crescimento. Todos esses compostos ativados 

e secretados, permitem inúmeras formas de resposta e vias, alterando o sistema como 

um todo e sendo precursor de diversas doenças (ARAIZA et al., 2021).  

 Os linfócitos B são células cuja importância reside na imunidade humoral, pois 

são capazes de se diferenciar em células plasmáticas responsáveis pela produção de 

anticorpos como, por exemplo, a IgE. A exposição ao BPA pode modificar a maneira 

como esses anticorpos são produzidos, isto depende do estímulo e afinidade, mas a 

geração das imunoglobulinas é inversamente proporcional à dose de exposição, 

assim como as hiperreações (ARAIZA et al., 2021). 

  Com isso, podemos considerar que o BPA tem alta capacidade de modular os 

processos inflamatórios e imunes, com diferentes formas de respostas, sendo elas, 

por vezes inibidas e por vezes altamente estimuladas. Nesse contexto, o processo de 

homeostase dos sistemas assume perfis e características diferentes entre 

concentração- resposta e BPA- indutores. 

 

2.5 PROCESSOS APOPTÓTICOS E INFLUÊNCIA DO BPA 

 

 A apoptose é considerada o principal mecanismo envolvido na morte celular 

fisiológica. Essa denominação se dá para conceituar uma série de seguidas 

alterações morfológicas. Entre os processos que acontecem podemos citar: retração 

celular, perda do contato com células vizinhas, condensação da cromatina e formação 

de vacúolos citoplasmáticos que levam à formação de bolhas 

na célula, também chamados de corpos apoptóticos. Bioquimicamente, ocorre o 

aumento de cálcio e EROs, além da diminuição no potencial da membrana 

mitocondrial interna, ativação de proteases seletivas e  clivagem do DNA (HUANG et 

al., 2018).  

 A morte celular causada pelo processo apoptótico é caracterizada pela ativação 

das caspases iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10) que são recrutadas em grandes 

complexos de proteínas, onde são submetidas à 

oligomerização e se ativam. O complexo de sinalização indutor de morte DISC (do 

inglês, Death-induced signaling complex), juntamente com o apoptossomo, são os 
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principais complexos responsáveis pela ativaçãjo das caspases iniciadoras e ambos 

estão intimamente ligados à ativação das vias intrínseca e a extrínseca (BONTEMPO 

et al., 2009). 

 A via extrínseca da apoptose é desencadeada pela ativação de ligantes dos 

receptores de morte, tais como o TNF, Fas-ligante (FasL) 

e o TRAIL. O Fas é um dos receptores de morte mais bem caracterizados e 

desempenha um papel crucial em uma variedade de processos imunológicos. A 

agregação destes receptores com a molécula FADD (Fas-associated death domain) 

promove o recrutamento e a ativação das caspases 8 e 10, iniciando a formação do 

DISC. Em algumas células, a ativação de caspase 8 leva à  clivagem de pró-caspase 

3 e ativação de caspase 3, que é considerado o ponto irreversível de morte 

dependente de caspases (ELMORE, 2007). 

 Em contrapartida, a via intrínseca da apoptose é iniciada quando as proteínas 

apoptogênicas, especialmente o citocromo c, são liberadas a 

partir do espaço intermembranar mitocondrial para o citosol, essa liberação ocorre em 

resposta a uma variedade de danos. O extravasamento de tais proteínas se dá quando 

poros na membrana externa mitocondrial se abrem; esse processo é chamado de 

permeabilização da membrana externa mitocondrial MOMP (do inglês, mitochondrial 

outer membrane permeabilization) que resultará no desequilíbrio do potencial da 

membrana. A abertura desses poros é controlada por proteínas que são membros da 

família Bcl-2. Elas podem ser divididas em proteínas pró-apoptóticas: Bax e Bak, que 

quando oligomerizam-se promovem a abertura dos poros e proteínas anti-apoptóticas: 

Bcl-2 e Bcl-xL, que quando associadas com Bax e Bak as inativam (OBENG, 2021). 

 Nesse contexto, sabe-se que as vias podem ser estimuladas ou ativadas pelos 

xenobióticos, como é o caso do BPA. Um recente estudo demonstrou que a exposição 

ao BPA aumentou significativamente as taxas de apoptose e a atividade da enzima 

caspase, o que contribuiu para estados descompensados de metabolismo celular que 

assumem perfis de iniciadores patológicos (WANGA; ZHAO; JI, 2019).  
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Figura 8- Mecanismos da  apoptose 

 

 

 
Fonte: ROBBINS AND COTRAN, 2017. 

 
 
Legenda: As duas vias de apoptose diferem em sua indução e regulação, e ambas culminam na 
ativação de caspases. Na via mitocondrial, proteínas da família BCL2, que regulam a permeabilidade 
mitocondrial, tornam-se desequilibradas, e a liberação de várias substâncias da mitocôndria leva à 
ativação de caspases. Na via do receptor de morte, sinais de receptores da membrana plasmática 
levam à montagem de proteínas adaptadoras em um “complexo de sinalização incluindo a morte”, que 
ativa caspases, e o resultado é o mesmo. 

 

2.6 DESBALANÇO OXIDATIVO-INFLAMATÓRIO COMO POTENCIAL MECANISMO 

CAUSAL DO BPA EM DIFERENTES ORGANISMOS E CÉLULAS 

 

 Considerando as evidências publicadas na literatura é possível que o BPA atue 

via uma cascata de eventos que envolvam: (1) desregulação do metabolismo oxidativo 

aumentando as taxas de dano de DNA e oxidação de outras macromoléculas 

celulares (lipídios e proteínas); (2) diminuição em processos autofágicos aumentando 

a concentração de resíduos metabólicos que têm a capacidade de induzir respostas 

inflamatórias. (3) Estes resíduos são os DAMPs e funcionam similares a patógenos, 

induzindo respostas inflamatórias crônicas presentes na etiopatologia de diversas 

DCNTs (OLCUM et al., 2019) (Figura 9). 
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Figura 9 – Vias de indução da resposta inflamatória crônica causada pelo BPA 

 

Fonte: A autora 
 
 
Legenda: O BPA é potencialmente capaz de desregular o metabolismo oxidativo e 
aumentar a taxa de dano ao Ácido Desoxirribonucleico (DNA). Nesse contexto, os 
processos autofágicos não desempenham seu papel com êxito, estando sua eficiência 
diminuída e assim, a ocorrência do aumento de resíduos metabólicos. Os resíduos 
metabólicos então, são reconhecidos pelos DAMPs (do inglês, Damage-associated 
molecular patternque), que são importantes efetores das respostas inflamatórias e 
permitem estados crônicos de baixo grau, precursores das Doenças Crônicas Não – 
Transmissíveis (DCNTs). 

 

 Para testar esta hipótese, estudos em diferentes modelos experimentais são 

necessários, sejam eles em diferentes espécies ou diferentes células humanas. 

 

2.7 MINHOCAS COMO MODELO EXPERIMENTAL  

 

2.7.1 Eisenia fetida 

  

 As minhocas são invertebradas ectotérmicas pertencentes à classe Clitellata, 

caracterizadas por possuírem clitelo - uma estrutura reprodutiva particular desses 

anelídeos - (BRIONES; ÁLVAREZ-OTER, 2018). Elas são segmentadas, tanto 

internamente quanto externamente. A divisão ao longo do corpo é marcada por septos 
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transversais que separam o celoma em cavidades. O celoma encontra-se em todo o 

corpo (Figura 10) da minhoca e, é preenchido pelo fluído celômico (ROUBALOVÁ et 

al., 2015). 

 Em cada segmento, é possível observar cerdas laterais quitinosas que 

aumentam a tração ao substrato. O primeiro segmento corresponde à boca da 

minhoca, enquanto o último segmento pertence ao ânus. Seu sistema vascular é 

fechado, com vaso dorsal e ventral e um cordão nervoso ventral.  Já a reprodução é 

hermafrodita, caracterizada na maturidade pelo clitélo (SIVAKUMAR et al., 2015).  

 Elas alimentam-se essencialmente de matéria orgânica e possuem um sistema 

digestivo relativamente simples formado por: boca, faringe, esôfago, moela, papo e 

intestino (SHARMA et al., 2005). O tegumento das minhocas é constituído pela 

epiderme, que consiste numa única camada epitelial ou pseudoestratificada. 

Subjacentes à epiderme encontram-se os tecidos conjuntivo e muscular que formam 

a maior parte da parede do corpo da minhoca (SILVA, 2020). 

 O epitélio epidérmico é formado por células de suporte (colunares), células 

basais (confinadas às regiões basais) e por dois tipos de células caliciformes 

secretoras de muco: células ortocromáticas e células metacromáticas. O controle 

deste tipo de secreção é modulado por substâncias bioativas, como a serotonina, 

endotelina e a enolase (SILVA, 2020). 

 As células ortocromáticas são dotadas por um complexo de 

mucopolissacáridos, proteínas e lipídios neutros (definidas como tipo I), e as células 

metacromáticas secretam mucinas carboxiladas, levemente sulfatas (definidas como 

tipo II, III e IV). De uma forma generalizada, o muco secretado por estas células é 

responsável pela proteção contra a desidratação e o desequilíbrio metabólico, 

absorção de metabólitos e proteção contra parasitas (MASTRODONATO et al., 2005). 
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Figura 10 – Estrutura morfológica da Eisenia fetida 

 

 

 

Fonte: A autora. 
 
 
Legenda: A imagem ilustra a minhoca Eisenia fetida. Em sua morfologia é possível 
observar seus segmentos que acompanham todo o corpo, além de possuir clitelo – 
importante estrutura que define a maturidade animal. O primeiro segmento 
corresponde à boca da minhoca, enquanto o último segmento pertence ao ânus. Seu 
sistema vascular é fechado, com vaso dorsal e ventral e um cordão nervoso ventral. 
O sistema digestivo é relativamente simples formado por: boca, faringe, esôfago, 
moela, papo e intestino. 
 

2.7.2 Eisenia fetida como modelo experimental 

  

Por possuir uma estrutura evolutivamente organizada, o uso da Eisenia fetida 

começou a ganhar destaque em muitos ensaios e pesquisas, por isso tornou-se um 

organismo padrão para testes ecotoxicológicos pela OECD (2004) e, passou a ter 

variados testes registrados na ISO (do inglês, International Organization for 

Standardization) (ISO 17512-1:2008(en)). 

 Desde então, a minhoca californiana tem contribuído para a compreensão da 

ação de agentes tóxicos como o próprio BPA (BABIC et al., 2016; NOVO et al., 2018), 

além da tifluzamida (YAO et al., 2019), e de metais pesados  (HUANG et al., 2020), 
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bem como, em avaliações utilizando fármacos, como ciprofloxacino 

(YANG; YUANBO;  WANG, 2020), albendazol (GAO et al., 2016), benzovindiflupir 

(YAO et al., 2021) e fluoroquinolona (MÁRQUEZ-LÁZARO et al., 2021). 

 Embora o seu uso esteja em ênfase, poucas pesquisas se destinam a avaliar 

os mecanismos causais e potenciais iniciadores de DCNTs. A exposição a agentes 

tóxicos representa uma atual via de estudo para a caracterização das manifestações 

e alterações de metabolismo, especialmente o óxi-inflamatório. Em ensaios prévios 

conduzidos por nosso grupo de pesquisa, os padrões comportamentais de E. fetida 

foram alterados em exposição aguda a rotenona (JUNG et al., 2021) por exemplo, 

outro estudo do grupo demonstrou que a inflamação aguda pode ser modulada em 

celomócitos de E. fetida quando expostos a bebidas cafeinadas (ALVES et al., 2019). 

E mais recentemente, a fisiologia de resposta das minhocas em relação ao 

metabolismo oxidativo e inflamatório foi conceituado (TEIXEIRA et al., 2021). 

Tais estudos nos asseguram do modelo experimental e nos demonstram a sua 

ampla utilização, que vão desde o entendimento de ação- resposta, até tratamentos e 

os modelos de ecotoxicidade. Por isso, este trabalho visa entender os mecanismos 

de um agente ecotóxico de alta exposição em relação a sua forma de metabolismo e 

efeito direto no organismo. 

 

2.8 BPA EM CÉLULAS DO EPITÉLIO PIGMENTAR DA RETINA  

 

Grande parte dos estudos disponíveis na literatura se concentra nos efeitos do 

BPA em células ou tecidos reprodutivos, pouco se relata em relação ao tecido nervoso 

e suas peculiaridades, sendo a retina uma pequena estrutura de alta e complexa 

funcionalidade, que sofre alteração mediante a exposição a agentes tóxicos e pode 

desenvolver DCNTs. O epitélio pigmentar da retina (EPR) é uma camada fina de 

tecido nervoso que reveste o globo ocular, diretamente sob as células fotorreceptoras. 

É responsável por levar nutrientes e oxigênio, reciclando e desintoxicando produtos 

envolvidos no processo de foto transdução (estímulo luminoso e nervoso enviado ao 

cérebro para que as imagens sejam lidas e interpretadas) (DOUGLAS, 2002). 

Nos últimos anos, apenas um estudo trouxe as evidências da relação BPA - 

células do epitélio pigmentar da retina: Este estudo demonstrou que a molécula é 

capaz de interferir no metabolismo apotótico, via EROs e estados inflamatórios 

(CHIANG et al., 2021). A formação de EROs e a inflamação, por sua vez, estão 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yang+X&cauthor_id=32146370
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+X&cauthor_id=32146370
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=M%C3%A1rquez-L%C3%A1zaro+J&cauthor_id=33333305
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associadas à degeneração macular relacionada à idade (DMRI), essa degeneração é 

progressiva e acontece nas células epiteliais da retina que levam além da distorção 

da imagem à eventuais perdas da visão (KAUPPINEN et al., 2012).  

 Em tese, a exposição ao BPA leva a diminuição de proteínas anti-apoptóticas, 

e ao consequente aumento de proteínas pró-apoptóticas. Além de condicionar 

estados de citoxicidade, alterando os potenciais de membrana via ativação de 

proteínas inflamatórias, e suprimindo importantes enzimas antioxidantes como 

superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Embora as evidências sejam poucas, 

já podemos considerar que o BPA é potencialmente tóxico, levando aos mais 

diferentes iniciadores de estados patológicos por interferir na rota inflamatória, 

seguida da reposta pelos sistemas (CHIANG et al., 2021). 

 

2.9 LEGISLAÇÃO E REGULAMENTAÇÃO DO BPA  

  

Na tentativa de preservar a saúde coletiva e diminuir a exposição ao BPA, fez-

se necessária à implementação de normas e leis. Já no ano de 2006, a European 

Food Safety Authority (EFSA), definiu como tolerância diária o valor 0,05 mg BPA/kg 

de peso corporal. A EFSA, no seu parecer concluiu que lactentes de 3 e 6 meses 

alimentados com recurso de mamadeiras de policarbonato apresentavam a exposição 

mais elevada ao BPA, embora os níveis se mantivessem abaixo do limite diário. Em 

2011, o uso do material plástico de policarbonato foi proibido para a fabricação de 

mamadeiras (EU, 2011). 

 Em 2008, o Canadá restringiu a utilização de policarbonatos na fabricação de 

mamadeiras e estabeleceu limites para o BPA em enlatados. Na Dinamarca, em 2010, 

o BPA passou a ser banido dos recipientes de armazenamento de alimentos 

destinados a crianças de 0 a 3 anos. Na França, o governo proibiu temporariamente 

a fabricação, a importação, a exportação e a colocação no mercado de mamadeiras 

que contenham BPA (FLINT et al.,2012). 

 No Brasil, a Resolução RDC nº 17/2008, de 17 de março de 2008 da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), correspondente à Resolução GMC do 

Mercosul nº 32/2007 estabelece o limite diário de 0,6 mg de BPA/kg de alimento ou 

simulante. E a Resolução RDC nº 41, de 16 de setembro de 2011, proíbe a fabricação 

e importação de mamadeiras que contenham BPA em sua fabricação, ambas as 

legislações não sofreram alterações e permanecem vigentes (BRASIL, 2008). 
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2.10 SUPLEMENTOS ALIMENTARES COMO POTENCIAIS REVERSORES DE 

DCNTS  

 

O BPA por seus efeitos toxigenômicos é um potencial indutor de alterações do 

metabolismo oxidativo e imune. Esta atuação ocorre via uma cascata de eventos que 

envolvem modificações no balanço de moléculas oxidativas e indução de 

genotoxicidade. Esse desbalanço contribui para o aumento de resíduos metabólicos 

que são indutores e mantenedores de estados de inflamação crônica de baixo grau e, 

assim de menor eficiência na resposta imune, que por sua vez, contribuem para o 

desenvolvimento de DCNTs (MICHAŁOWICZ, 2014). 

 Vários suplementos alimentares já foram estudados como forma de reverter ou 

atenuar esses quadros de inflamação crônica de baixo grau e o desbalanço entre as 

moléculas envolvidas nos quadros de estresse oxidativo (UPADHYAY; DIXIT, 2015). 

Dentre os compostos já analisados e estudados, destaca-se o Se (SAHEBARI et al., 

2019), a L- car (KELEK et al., 22019; ZHANGet al., 2019) e o Gua (Paullinia cupana) 

(G) - essa fruta amazônica possui alta concentração de metilxantinas (principalmente 

cafeína) e catequinas (DA COSTA KREWER et al., 2014; YONEKURA et al., 2016). 

Um estudo anterior desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa investigou o 

efeito de cada composto (Gua, Se ou L-car) e descobriram que a formulação do 

multissuplemento de GSC® pode ser mais eficaz na atenuação do estresse oxidativo 

e da inflamação do que cada composto isolado (TEIXEIRA et al., 2021). 

 

2.10.1 Guaraná  

 

O Gua (Figura 11) (Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma 

planta nativa da região amazônica pertencente à família Sapindaceae e conhecida por 

suas 41 propriedades estimulantes e medicinais (PATRICK et al., 2019; TORRES et 

al., 2022).  
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Figura 11- Guaraná (Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke) 

 

 

Fonte: Google Imagens 
 
 
Legenda: A imagem representa as diferentes formas em que o guaraná pode 
se apresentar: Folhas, sementes, flores e frutos. 

 

Suas sementes são consideradas cientificamente e comercialmente úteis, em 

decorrência do seu sabor e da grande quantidade de compostos bioativos. A cafeína 

(1,3,7-trimetilxantina), uma metilxantina, é o composto majoritário, à qual são 

atribuídos muitos dos seus efeitos, incluindo os efeitos anti-inflamatórios e 

antioxidantes. A concentração de cafeína nas sementes é superior a outras espécies 

cafeinadas, como o café (Coffea arabica), por exemplo, estando em concentrações 

entre 5 – 6% (ALVES et al., 2019; TORRES et al., 2022). 

Além dela, há a teobromina (3,7-dimetilxantina) e a teofilina (1,3-dimetilxantina), 

em proporções menores (ambas abaixo de 0,3%). Flavan-3-óis são encontrados em 

quantidades consideráveis, com maior prevalência de catequina (3%) e epicatequina 

42 (2%). Oligômeros de flavan-3-óis, conhecidos como proantocianidinas ou taninos 

condensados, também compõem as sementes do Gua, com maior predomínio das 

proantocianidinas B1 e B2, seguidas da A2. Saponinas também estão presentes, 

embora em quantidades menores (MACHADO et al., 2018; PATRICK et al., 2019; 

TORRES et al., 2022).  
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O Brasil é o único país que comercializa o Gua; as primeiras evidências sobre 

o se consumo foram descritos pela primeira vez por missionários jesuítas no século 

XVII. Eles observaram que os indígenas da Amazônia o consumiam diariamente para 

fins energéticos e medicinais, como tratamento de dor de cabeça, diarreia, febre e 

cólicas (HENMAN, 1982; SMITH; ATROCH, 2010).  

Já os primeiros relatos científicos sobre os efeitos do Gua na saúde humana 

surgiram no século XIX.  Desde então, o uso de sua semente na forma de pó e extrato 

tem sido estudado por seus diversos efeitos na saúde humana, como efeitos 

estimulantes, anti-inflamatórios (KREWER et al., 2014), antioxidantes (YONEKURA et 

al., 2016), genoprotetores e outros efeitos biológicos (ROGGIA et al., 2019). 

Diante disso, ele está incluído na lista de constituintes autorizados para uso em 

suplementos alimentares, estabelecida pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), na Instrução Normativa nº 28, publicada em julho de 2018 (BRASIL, 2018).  

Em relação a sua utilização como potencial reversor dos danos provocados 

pelo BPA, especificamente, ainda não há estudos, o que torna nosso trabalho ainda 

mais relevante. 

2.10.2 Selênio 

 

O Se é um oligoelemento encontrado em pequenas quantidades no organismo, 

sendo de fundamental importância para a saúde humana. Foi isolado pela primeira 

vez em 1817 pelo químico sueco Jacob Berzelius Jöns, mas sua importância só foi 

destacada em 1957 (MEHDI et al., 2013). 

Ele é um componente essencial das selenoproteínas que desempenha um papel 

crucial em muitas funções biológicas, como a atividade antioxidante, a formação de 

hormônios tireoidianos, na síntese de DNA, fertilidade e reprodução (CABARAUX et 

al., 2007; SUTTLE, 2010.) 

No metabolismo humano, cerca de 25 selenoproteínas foram identificadas. Das 

quais, estão as GPxs, que são críticas para a defesa antioxidante; as tiorredoxina 

redutases, que são importantes no controle da sinalização redox, regulação da 

expressão gênica e da proliferação celular; as iodotironina desiodinases, que são 

fundamentais para a regulação do metabolismo dos hormônios tireoidianos; e a 

selenoproteína P, que representa o principal sistema de transporte de Se no plasma 
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para os tecidos (DOMINIAK et al., 2016; HARIHARAN; DHARMARAJ, 2020; HU et al., 

2021). 

 O Se está presente na natureza e nos organismos sob formas orgânicas e/ou 

inorgânicas. As principais formas orgânicas são a selenometionina e a selenocisteína 

(Figura 12).  As formas inorgânicas são selenito (SeO 3 
−2), seleneto (Se 2 −), selenato 

(SeO 4 
−2) e o elemento Se (MEHDI et al., 2013). 

 

 

Figura 12 - Selenometionina e Selenocisteína:  Principais formas orgânicas de 

Se. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Mehdi et al., 2013. 

 

Legenda: A figura apresenta as estruturas moleculares das formas orgânicas 

do selênio. 

 

O Se está presente em uma variedade de alimentos, predominantemente na 

forma de Selenometionina. A sua principal fonte alimentar é a castanha do Brasil, 

sendo também encontrado em cereais, grãos, carnes, peixes, frutos do mar, pães, 

arroz, nozes, leite e derivados, ovos, entre outros (DOMINIAK et al., 2016; 

HARIHARAN; DHARMARAJ, 2020; HU et al., 2021). 

 O teor de Se encontrado nos alimentos varia muito, e consequentemente a 

quantidade biodisponível no organismo humano também. Fatores individuais como a 

dieta e a idade são pontos importantes do processo homeostático, assim como, o teor 
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de Se dos grãos e vegetais geralmente dependem do teor de Se nos solos 

correspondentes (MEHDI et al., 2013).  

A biodisponibilidade e a atividade biológica deste micronutriente não dependem 

apenas da quantidade total ingerida, mas também de fatores, como a sua forma 

química e o estado fisiológico do organismo. As formas orgânicas, especialmente a 

Selenometionina, possuem maior biodisponibilidade e são menos tóxicas do que as 

inorgânicas. A absorção dos compostos orgânicos de Se é mais rápida e completa 

(entre 85 e 95%), enquanto a faixa de absorção do Se inorgânico é de 40 a 50% 

(CONSTANTINESCU-ARUXANDEI et al., 2018).  

 Há também um outro fator a se considerar, existe uma relação não linear entre 

o status de Se e os efeitos à saúde, ou seja, tanto a sua deficiência quanto o seu 

excesso são altamente prejudiciais e afetam o funcionamento do organismo. Com 

uma estreita janela terapêutica é chamado de “veneno essencial”; assim, os efeitos 

da suplementação de Se podem ser benéficos em indivíduos com deficiência deste 

elemento e altamente tóxicos naqueles que estão com os níveis ideais ou elevados 

(CONSTANTINESCU-ARUXANDEI et al., 2018; HU et al., 2021; KIELISZEK, 2019).  

 Por isso, no Brasil os limites da ingestão diária já foram estabelecidos pela 

ANVISA: para adultos com 19 anos ou mais, o consumo deve manter -se entre 8,25 e 

320µg ao dia (BRASIL, 2018). Em outros países, esses limites apresentam oscilações, 

entretanto já estão estabelecidos. A ingestão diária recomendada de Se na Bélgica 

(CSS, 2012) (varia de 60 μg para mulheres a 70 μg para homens (a partir de 14 

anos). Esta recomendação é aumentada para 65 µg para gestantes e 75 µg durante 

a lactação. As diretrizes de 2006 da Autoridade Europeia para a Segurança dos 

Alimentos (EFSA) definem a ingestão máxima tolerável em 300μg\dia para 

adultos. Para crianças, a dose máxima tolerável é de 60 µg (crianças de 1 a 3 anos) 

a 250 µg (crianças de 15 a 17 anos). 

Nos seres humanos, os artigos sobre sintomas de deficiência de Se descreveram 

apenas casos extremos, graves e prolongados de privação. Caracteriza-se por 

cardiomiopatia necrosante, miopatia periférica, diminuição do tônus muscular e 

distúrbios de condução, alterações nos anexos da pele (afinamento dos cabelos, 

opacificação das unhas) e anemia (MEHDHI et al., 2013). 

 Em relação a utilização do Se como reversor ou protetor de danos induzidos 

pelo BPA, há alguns estudos na literatura: Khalaf  e seu grupo de estudos (2019) 

avaliaram o papel do Se como agente protetores para aliviar a toxicidade testicular 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Khalaf+AA&cauthor_id=30526071
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induzida pelo BPA. Os resultados relataram que o dano testicular acentuado induzido 

pelo BPA foi evidenciado por elevações significativas na atividade sérica da fosfatase 

ácida prostática, nos níveis de malondialdeído, na diminuição da atividade da catalase 

testicular e na redução do nível de glutationa.  A coadministração de Se atenuou a 

toxicidade reprodutiva induzida pelo BPA através da melhoria da atividade 

antioxidante, alterações genéticas e restauração do tecido testicular quase como no 

controle. Estes resultados indicaram que Se podem ser utilizadas como agentes 

protetores reprodutivos contra o efeito prejudicial induzido pelo BPA. Assim como 

KAUR et al. (2021) demonstraram resultados semelhantes e complementares. 

 No estudo de ZAKI e colaboradores (2021) os efeitos benéficos do Se foram 

avaliados em ratos machos com danos hepáticos causados pelo BPA. A 

administração do Se proporcionou melhorias histológicas e ultraestruturais, além dos 

níveis de Aspartato aminotransferase (AST) e a Alanina aminotransferase (ALT) 

reduzirem, os níveis séricos de IL-6 foram significativamente modulados. Muitos 

resultados são encontrados em potencial, de tal modo que nossa hipótese apresenta 

grande relevância. 

 

2.10.3 L – carnitina  

 

A L-carnitina (L- car) é uma amina quaternária (3-hidroxi-4-N-

trimetilaminobutirato), encontrada em todas as espécies de mamíferos (Figura 13). 

Este composto endógeno da membrana mitocondrial é armazenado primariamente no 

coração e no músculo esquelético, o que corresponde a aproximadamente 95% do 

estoque total, enquanto concentrações muito mais baixas são encontradas no fígado, 

rins e plasma (FIELDING et al., 2018). 
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Figura 13 – Estrutura química da L-carnitina 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Pekala, et al., 2011. 
 
Legenda: A imagem representa a estrutura molecular da L- carnitina. 

 

A L-car é obtida ou por síntese endógena no fígado, rins e cérebro - a partir dos 

aminoácidos essenciais lisina e metionina, ou por obtenção exógena, a partir da 

ingestão alimentar. A biossíntese de L-car é responsável por suprir apenas 25% das 

necessidades diárias do organismo, sendo necessário a suplementação. Na 

alimentação, a fonte primária de L-car é a carne vermelha, mas também está presente 

em aves, peixes e produtos lácteos em quantidades moderadas, enquanto, em 

vegetais, a sua quantidade é ínfima (DURAZZO et al., 2020; FIELDING et al., 2018). 

De acordo com a Instrução Normativa nº 28, da ANVISA, o limite máximo 

recomendado da ingestão diária de L-car em suplementos alimentares é de 2000 

mg/dia, para adultos ≥ 19 anos (BRASIL, 2018). Por se tratar de uma molécula 

amplamente estudada, a sua segurança é relatada em diferentes estudos; Hathcock 

et al. (2006) relatam que ela é um nutriente seguro, com efeitos adversos limitados a 

um leve desconforto gastrointestinal, quando ingeridas em altas dosagens (> 5 g/dia), 

assim como, sua administração na forma de suplementos foi demonstrada por sua 

segurança e eficiência nos estudos de Olde e colaboradores (2014), Ayuso et al. 

(2021) e Evans e Fornasini (2003).  

A L-car desempenha importante papel na homeostase do organismo, tendo 

como principal função o transporte de ácidos graxos de cadeia longa para dentro da 

mitocôndria, onde são submetidos à β-oxidação, e os produtos formados são 

utilizados no ciclo de Krebs para a geração de energia, na forma de ATP (DURAZZO 

et al., 2020; PEKALA et al., 2011) 
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Além das funções basais, muitas outras propriedades já foram identificadas 

como as anti-inflamatórias e antioxidantes propriedades antiapoptóticas, de controle 

glicêmico, cardioprotetoras, além de atividade antineoplásica e melhora rendimento 

na atividade física e da recuperação após o exercício (DINICOLANTONIO et al., 2013; 

FLANAGAN et al., 2010; MELONE et al., 2018; RIBAS et al., 2014; SHANG et al., 

2014; XU et al., 2017). 

Em relação a estudos que avaliaram a coadministração da L- car ou seu papel 

protetor e reversor dos danos causados pelo BPA, apenas um estudo é identificado 

nos últimos 5 anos. BADAWY et al (2022) investigaram o papel do BPA em alterações 

bioquímicas, histopatológicas e imuno-histoquímicas na artéria coronária e no 

miocárdio e, o potencial papel protetor da L-car. 24 ratos machos albinos Wistar 

adultos foram divididos igualmente em um grupo controle, um grupo tratado com BPA 

(40 mg/kg/d, por gavagem por 4 semanas) e um grupo tratado com BPA mais L-car 

(recebeu 40 mg/kg/d de BPA e 300 mg/kg/d de L-car, por gavagem durante 4 

semanas). Ratos expostos ao BPA demonstraram anomalias estruturais no tecido da 

artéria coronária, incluindo vacuolização de células na mídia e descolamento do 

endotélio da íntima. Congestão de vasos sanguíneos e infiltração de células 

polinucleares foram observadas no miocárdio. Houve uma maior deposição de 

colágeno em ambos os tecidos, indicando fibrose. As alterações imuno-histoquímicas 

incluíram expressão aumentada de óxido nítrico sintase (eNOS) e caspase-3 na 

artéria coronária e no miocárdio, indicando doença vascular e apoptose, 

respectivamente. O dano oxidativo foi evidente na artéria coronária e no miocárdio de 

ratos tratados com BPA, o que foi indicado pelo nível reduzido de glutationa (GSH) e 

níveis elevados de malondideído (MDA). A coadministração de L-car melhorou 

significativamente as alterações estruturais e o estresse oxidativo induzidos pelo 

BPA. Em conclusão, o BPA poderia potencialmente causar alterações patológicas e 

danos oxidativos na artéria coronária e no miocárdio, que poderiam ser melhorados 

pela L- car. 

 

2.10.4 Multissuplemento GSC® 

 

Estudos anteriores desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa mostram a 

eficiência e segurança da composição do multissuplemento GSC®. O GSC® não 

apresentou efeito tóxico sobre modelos in vitro e in vivo; modulando o eixo redox e 
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aumentando a eficiência da resposta do sistema imune (TEIXEIRA et al., 2021). 

Complementar a esse estudo, executamos um estudo piloto onde o objetivo era 

verificar uma dose mínima diária do multissuplemento, o qual foi administrado durante 

12 semanas a 28 pacientes portadores de Esclerose Múltipla. Os resultados indicaram 

que uma baixa concentração de GSC® era capaz de reduzir os níveis plasmáticos de 

DNA oxidado e citocinas pró-inflamatórias (TEIXEIRA et al., 2023). Baseados nesses 

resultados postulamos a hipótese que a coadministração, bem como, os seus 

compostos isolados podem apresentar efeitos significativamente positivos aos danos 

induzidos por BPA nos diferentes modelos experimentais aqui descritos. 

 

3 METODOLOGIA 

 

3.1 ARTIGO 1 (PUBLICADO)  

 

 A metodologia empregada neste estudo está descrita sob a forma de artigo, o 

qual foi publicado na revista  Revista Contexto & Saúde estando detalhadamente a 

partir da página 63. 

A seguir, é apresentado o delineamento metodológico geral do estudo: 

Minhocas cliteladas foram escolhidas para o desenvolvimento do experimento. 

Elas foram acondicionadas em frascos contendo 3,5g de espessante de amido 

modificado (Nutilis, Danone, São Paulo), 37,50 mL de água e 12,5 mL de uma solução 

com BPA (Sigma Aldrich¸ San Luis, Missouri, EUA) previamente diluído em 0,1% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) em concentrações de 0,1, 0,3, 1, 10 e 30 µM. 

 Testes piloto mostraram que esse espessante comercial, comumente usados 

por pacientes com dificuldades de deglutição, não era tóxico ou aversivo às minhocas. 

Para evitar que as minhocas saíssem dos recipientes, eles foram cobertos com 

plástico perfurado para permitir a troca gasosa. O fluido celômico de minhoca foi 

coletado para a maioria das análises realizadas neste estudo. As minhocas foram 

eutanasiadas com álcool gelado 70% e os segmentos posteriores foram cortados, 

fixados e corados histologicamente para análise da resposta imune das minhocas. 

 As análises foram realizadas em 24 h e 72 h após a exposição ao BPA, 

seguindo os protocolos para moléculas tóxicas previamente realizados em minhocas, 

semelhantes aos realizados por Jung et al. (2021). Inicialmente, avaliamos se o BPA 

https://academic-accelerator.com/Impact-Factor-IF/pt/Environmental-Toxicology-and-Pharmacology
https://academic-accelerator.com/Impact-Factor-IF/pt/Environmental-Toxicology-and-Pharmacology
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induzia alterações na taxa de proliferação celular, eventos apoptóticos e distribuição 

de amebócitos e eleócitos no fluido celômico. Estas três análises foram realizadas por 

citometria de fluxo. Os níveis dos seguintes marcadores oxidativos foram avaliados 

no sobrenadante do fluido celômico: O2, ON, TBARS e PCarb. O efeito do BPA no 

dano ao DNA foi avaliado via formação de MN em dois tipos de celomócitos 

(amebócitos e eleócitos) presentes no fluido celômico. 

 Para avaliar o efeito do BPA nos marcadores de imunocompetência de 

minhocas, foi analisada a expressão de dois genes relacionados à resposta imune: 

gene Toll-like receptor (eaTLR) (NCBI: JX898685) e gene do peptídeo antimicrobiano 

(AMP1) (AF060552), também conhecido como "lumbricina 1" (CHO et al., 1998). Nas 

minhocas, ambos os genes são modulados por microrganismos, lesão tecidual ou 

presença de alguns tóxicos (MO et al., 2012; SKANTA et al., 2013). Além da 

expressão gênica, o efeito do BPA na imunocompetência de minhocas foi avaliado 

usando um ensaio de captura de leveduras descrito por ALVES e colaboradores 

(2019). 

 O MN, as estruturas formadas no ensaio de captura de leveduras e o 

armazenamento de corpos marrons (BBs) nos segmentos posteriores da minhoca 

também foram analisados por microscopia óptica usando o pacote de software de 

análise de imagens Digimizer®, que permite a medição manual precisa, bem como, a 

detecção automática de objetos com suas medições características. 

Abaixo, a figura 14 resume a metodologia utilizada neste estudo. 
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Figura 14 – Esquema do delineamento metodológico geral do ensaio in vivo. 

 

 

Fonte: A autora 

 

 Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, com no mínimo três 

minhocas por repetição. 

 

3.2 ARTIGO 2 (ACEITO PARA PUBLICAÇÃO)  

 

Este artigo foi submetido à revista Brazilian Journal of Biology e a metodologia 

empregada está descrita na íntegra, a partir da página 99 desta tese. A seguir, é 

apresentado o delineamento metodológico geral do estudo (Figura 15). 

Para tanto, células do epitélio pigmentar da retina (ARPE-19) foram obtidas 

comercialmente da American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA, USA). 

As células foram cultivadas separadamente em meio Dulbecco’s modified eagle 

medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12), suplementado com 15% de Soro Bovino 

Fetal (SBF), 1% de antibióticos penicilina/estreptomicina e 1% do antifúngico 

anfotericina B.  
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As células foram mantidas em incubadora de cultivo celular a 37°C e saturação 

de 5% de dióxido de carbono (CO2), até a obtenção da concentração de 1x105 cél/mL. 

Após 24 horas, foram tratadas com as concentrações 0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 3;10 µM 

de BPA previamente diluídos em 0,1% de DMSO. A escolha das concentrações foi 

baseada nos estudos prévios de Liang et al (2020).  

 Após, as 24 horas de tratamento, foi realizada a (1) avaliação de marcadores 

da viabilidade celular através dos ensaios espectrofotométricos do Brometo de 3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazólio (MTT) (FUKUI et al., 2010) e ATP (Sigma-

Aldrich®) conforme indicação do fabricante, a fim de determinar a curva de 

concentração necessária para induzir quadros de toxicidades. Realizado isso, a curva 

foi reduzida em 0,1,3,10 µM de BPA previamente diluídos em 0,1% de DMSO. Por 

conseguinte, (2) testes oxidativos foram determinados em tempos distintos de 06h, 

24h e 72h:  O2
- (MORABITO et al., 2010), ON (CHOI et al., 2012), TBARS (JENTZSCH, 

1996) e Pcarb (LEVINE et al., 1990). Ainda, (3) o teste Clonogênico foi realizado no 

1º, 3º e 7º dia (CUBILLOS-ROJAS et al., 2014) a fim de avaliar a exposição crônica 

do BPA. Para avaliação de dano ao DNA, perfil genotóxico, proliferação e alterações 

morfométricas das células realizaram-se os testes de Micronúcleo (MN) (OECD, 

2016), coloração panóptica (LaborClin®) conforme instruções do fabricante e MTT 

(FUKUI et al., 2010) em 72 horas. 

Com isso, caracterizou-se a melhor concentração de uso do BPA e (4) iniciou-

se a avaliação do multissuplemento e seus componentes isolados estando as 

concentrações pré- estabelecidas pelo estudo de Teixeira et al (2020): Gua, 1.07 

mg/mL; Se, 0.178 µg/mL; e L-car, 1.43 mg/mL, onde utilizou-se a técnica de citometria 

de fluxo para determinar o percentual de apoptose via marcação por iodeto de 

propídeo e anexina, bem como, o perfil das células nas fases do ciclo celular, ambos 

conforme orientação do fabricante (BD Pharmingen™) e estudos de Vermes e 

colaboradores (1995). (5) A interação de marcadores oxidativos e a frequência de MN 

e por fim (6) avaliou-se a expressão proteica e gênica (via Quantitative reverse 

transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR) dos gens Beta- actina, Bax, Bcl-

2, Caspase 3 e 8, conforme a tabela 1. 
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Tabela 1 - Sequência de primers utilizados para análise de expressão gênica. 

 

Genes Sequência dos Iniciadores (Primers) 

 Forward (5′−3′) Reverse (3′−5′) 

β-actina TGTGGATCAGCAAGCAGGAGTA TGCGCAAGTTAGGTTTTGTCA 

Bax CCC TTT TCT ACT TTG CCA GCA 
A 

CCC GGA GGA AGT CCA ATG 
T 

Bcl-2 GAG GAT TGT GGC CTT CTT TGA 
GT 

AGT CAT CCA CAG GGC GAT 
GT 

Caspase 
3 

TTT GAG CCT GAG CAG AGA CAT 
G 

TAC CAG TGC GTA TGG AGA 
AAT GG 
 

Caspase 
8  

AGG AGC TGC TCT TCC GAA TT 
 

CCC TGC CTG GTG TCT GAA 
GT 
 

 

O gene da beta-actina foi utilizado como controle interno da reação 

(housekeeping).  

A análise estatística deu-se conforme a uniformidade e características dos 

dados. 
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Figura 15– Esquema do delineamento metodológico geral do ensaio in vitro. 

 

 

 

Fonte: A autora. 
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4 RESULTADOS 

4.1 ARTIGO 1 (PUBLICADO)  

 Os resultados deste artigo, publicado na Revista Contexto & Saúde 

estão descritos na íntegra, a partir da página 67 desta tese.  
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4.2 ARTIGO 2 (ACEITO PARA PUBLICAÇÃO)  

  

Os resultados deste artigo, submetido à revista Brazilian Journal of Biology, 

estão descritos na íntegra, a partir da página 97 desta tese. 
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Abstract 

Bisphenol A (BPA) may adversely affect human health by inducing oxidative stress and 

irreversible damage to cells. Bioactive compounds found in some functional foods, individually 

or in combination, can attenuate the negative effects of BPA exposure; an example is the multi-

supplement containing guarana (Gua), selenium (Se), and L-carnitine (LC) —GSC— which 

has already demonstrated antioxidant, genoprotective, and immunomodulatory activities. This 

study aimed to determine the effect of GSC and its constituents on oxidative and genotoxic 

alterations triggered by BPA exposure in the retinal epithelial cell line. The cells exposed to 

BPA (0.001, 0.01, 0.1, 1, 3, and 10 µM) to determine the lowest concentration required to 

induce cyto-genotoxicity. ARPE-19 cells were then concomitantly exposed to the selected BPA 

concentration, GSC, and its components (Gua, 1.07 mg/mL; Se, 0.178 µg/mL; and LC, 1.43 

mg/mL). Flow cytometry, biochemical assays, qRT-PCR, genotoxicity, apoptosis, and cellular 

proliferation. Based on our results, 10 µM of BPA could induce cyto-genotoxic and oxidative 

alterations. BPA did not alter the Bcl-2/BAX expression ratio but induced Casp3 and Casp8 

overexpression, suggesting that apoptosis was induced mainly via the extrinsic pathway. GSC 

partially reversed the alterations triggered by BPA in ARPE-19 cells. However, Se had 

unexpected negative effects on ARPE-19 cells. The multi-supplement GSC may attenuate 

changes in oxidative and genotoxic markers related to exposure of ARPE-19 cells to BPA. our 

results revealed that the antioxidant, anti-apoptotic, and genoprotective properties of GSC were 

not universally shared by its individual, once Se did not exhibit any positive impact.   

Keywords: food supplement, apoptosis, ARPE-19 cells, bisphenol -A. 

 

  



85 
 

 

Resumo 

A citogenotoxicidade induzida pelo Bisfenol -A em células epiteliais pigmentares da 

retina é modulada diferencialmente por um multissuplemento contendo guaraná, selênio 

e L-carnitina 

 

O Bisfenol A (BPA) pode afetar negativamente a saúde humana, induzindo estresse oxidativo 

e danos irreversíveis às células. Os compostos bioativos encontrados em alguns alimentos 

funcionais, individualmente ou em combinação, podem atenuar os efeitos negativos da 

exposição ao BPA; um exemplo é o multissuplemento contendo guaraná (Gua), selênio (Se) e 

L-carnitina (LC) —GSC— que já demonstrou atividades antioxidantes, genoprotetoras e 

imunomoduladoras. Este estudo teve como objetivo determinar o efeito do GSC e seus 

constituintes nas alterações oxidativas e genotóxicas desencadeadas pela exposição ao BPA na 

linhagem celular epitelial da retina (ARPE-19). Células foram tratadas em diferentes 

concentrações de BPA (0,001, 0,01, 0,1, 1, 3 e 10 µM) a fim de determinar a concentração mais 

baixa necessária para induzir citogenotoxicidade. As células ARPE-19 foram então expostas 

concomitantemente à concentração selecionada de BPA, o GSC e seus componentes (Gua, 1,07 

mg/mL; Se, 0,178 µg/mL; e LC, 1,43 mg/mL). Ensaios de citometria de fluxo, bioquímicos, 

qRT-PCR, genotoxicidade, apoptose e proliferação celular foram executados. Com base em 

nossos resultados, 10 µM de BPA foi capaz de  induzir alterações citogenotóxicas e oxidativas. 

O BPA não alterou a razão de expressão de Bcl-2/BAX, mas induziu a superexpressão de Casp3 

e Casp8, sugerindo que a apoptose foi desencadeada principalmente pela via extrínseca. O GSC 

reverteu parcialmente as alterações desencadeadas pelo BPA nas células ARPE-19. No entanto, 

o Se teve efeitos negativos inesperados nas células ARPE-19. O GSC multissuplemento pode 

atenuar alterações nos marcadores oxidativos e genotóxicos relacionados à exposição das 

células ARPE-19 ao BPA. Nossos resultados revelaram que as propriedades antioxidantes, 
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antiapoptóticas e genoprotetoras do GSC não foram universalmente compartilhadas pelo seu 

indivíduo, uma vez que o Se não apresentou nenhum impacto positivo. 

Palavras -Chave: Suplemento alimentar, apoptose, células ARPE-19, bisfenol – A. 

  



87 
 

 

 

Introduction 

Bisphenol A (BPA), the plastic monomer chemically named 4,4-isopropylidene diphenol 

(2,2-bis(4-hydroxyphenyl)-propane), is one of the highest-volume chemicals produced 

worldwide. It is used to manufacture polycarbonate plastics, epoxy resins, food packaging, and 

household items. Based on epidemiological and experimental investigations, BPA can 

adversely affect human health because it is an estrogen-like hormone (Abraham and 

Chakraborty, 2020; Tarafdar et al., 2022). BPA is associated with the risk of carcinogenesis, 

reproductive toxicity, infertility, and abnormal nervous system development (Murata and Kang, 

2018). BPA and its analogs can affect eye function given their ability to accumulate in the 

aqueous humor (Flieger et al.,2022) exhibiting toxicity at certain stages of neural retinal 

development (Li et al., 2021). 

Some organs, such as the eyes, can be more susceptible to the negative effects of BPA. 

Experimental studies, such as those conducted by Chiang et al. (2022), have revealed that BPA 

triggers oxidative stress and apoptotic events in retinal pigment epithelial cells (ARPE-19), 

which were used as an in vitro model of age-related macular degeneration (AMD). AMD affects 

millions of people and is a leading cause of blindness globally. Oxidative stress is considered a 

major contributor to the emergence and progression of AMD because it acts directly on retinal 

pigment epithelial cells by accumulating cellular waste (such as lipofuscin and macromolecule 

oxidation products) and impairing autophagic processes (Zhang et al., 2020). These events 

contribute to establishing chronic inflammatory states and vascular alterations related to AMD 

pathology (Tan et al., 2020). 

The effects of BPA can be attenuated by some plant extracts or bioactive molecules that 

have antioxidant, genoprotective, and anti-inflammatory activities (Nie and Wang, 2022). 

However, the mechanisms underlying the protective effects of these bioactive compounds 
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against the adverse effects of BPA exposure require clarification. To determine whether 

different dietary components with well-known antioxidant and genoprotective activities have 

similar effects against the alterations caused by BPA, in vitro experiments were performed 

using ARPE-19 cells, a commercially available retinal pigment epithelial cell line (Chiang et 

al., 2022). 

Studies performed by our research team revealed the in vitro and in vivo antioxidant and 

immunomodulatory actions of a multi-supplement named GSC, which contains guarana (Gua) 

(Paullinia cupana) extract, selenium (Se), and L-carnitine (LC) (Teixeira et al., 2021). Gua is 

a natural plant native to the Amazon rainforest in Brazil and has been cultivated since the pre-

Columbian period. The seeds are the most crucial part of the Gua plant; they are used to make 

Gua powder or extracts, which have gained popularity for their potential health benefits. 

Epidemiological and experimental evidence showed that Gua has antioxidant, anti-fatigue, anti-

inflammatory, genoprotective, and other biological effects (Torres et al., 2022). Besides 

caffeine, Gua also contains other beneficial compounds like theobromine and theophylline, 

contributing to its stimulatory effects. Given its high caffeine concentration, Gua is widely used 

worldwide as a raw material in the energy drink industry (Abalo, 2021). 

The Se is a trace mineral that is considered an essential nutrient. Hence, it must be 

supplemented through the diet as it is not produced by the body. The foods richest in Se are 

nuts and seeds (especially Brazil nuts, Bertholetia excelsa), seafood, meat and poultry, grains, 

dairy products, and some vegetables. In addition to natural dietary sources, Se supplements are 

available as Se-enriched yeast or synthetic compounds like Se methionine and chelated Se 

produced with sodium selenate, hydrolyzed rice, and soy protein. These supplements are 

commonly used to address Se deficiencies or as a preventive measure in regions with low Se 

levels in the soil and diet (Rayman, 2020; Pecoraro et al., 2022). 
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LC is a water-soluble compound obtained mainly from red meat, poultry, fish, dairy 

products, and some vegetables. LC supplements can be produced in association with other 

molecules, such as LC tartrate, which is obtained from LC and tartaric acid. LC 

supplementation has been associated with the attenution of neuroinflammatory states (Traina, 

2016). 

A previous study described that Gua exerted cytoprotective and genoprotective effects in 

vitro in ARPE-19 cells exposed to paraquat, which increased cellular superoxide anion levels 

(Bonadiman et al., 2017). Therefore, we investigated the potential mitigating effects of GSC on 

ARPE-19 cells exposed to BPA. In addition, we examined the impact of each component (Gua, 

LC, and Se) on ARPE-19 cells exposed to BPA to determine whether they exhibit similar, 

synergistic, or antagonistic effects. A previous investigation showed that treating ARPE-19 

cells with Se nanoparticles attenuated the cytotoxic effects caused by hypoxia (Özkaya et al., 

2021). Another study found that selenomethionine (SeMet) induced antioxidant effects 

mediated by the cystine/glutamate exchanger SLC7A11 in ARPE-19 cells (Ananth et al., 2020). 

Additionally, one study reported that LC attenuated epithelial-mesenchymal transition (EMT), 

which is an important underlying mechanism of proliferative vitreoretinopathy (PVR) in 

ARPE-19 cells (Li et al., 2021). 

These results indicate that GSC or its constituents could attenuate the cytotoxicity 

induced by BPA in ARPE-19 cells. This hypothesis was tested by analyzing the protective 

effects of GSC on cytotoxicity, apoptosis induction, cell-proliferation rate modulation, and 

oxidative marker and DNA damage levels as assessed by a micronucleus assay. 

 

Material and Methods 

Experimental design and treatments 
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An in vitro protocol was employed to identify the lowest concentration of BPA that can 

trigger changes in the viability, proliferation, and expression of oxidative metabolism markers 

in ARPE-19 cells. Subsequent experiments used BPA concentrations of 0.001, 0.01, 0.1, 1, 3, 

and 10 µM, corresponding to 0.000228, 0.00228, 0.028, 0.228, 0.68, and 2.28 µg/mL, 

respectively. 

The beneficial effects of GSC and its components in BPA-exposed ARPE-19 cells were 

determined. The second protocol evaluated the modulatory effects of GSC and its components 

in the BPA-induced changes in the rate of apoptosis, cell cycle, genotoxicity, and apoptosis-

related gene expression.  

The tested multi-supplement was developed by the research group, with the aim of being 

used as an adjuvant to pharmacological treatment in multiple sclerosis. Its conception was based 

on the premises suggested by studies that evaluated the effects of isolated food supplements in 

Multiple Sclerosis (MARX et al., 2020) and by studies that have already created a mixture of 

phytochemicals and nutraceuticals for use in other clinical conditions and obtained potential 

benefits (BULKU et al., 2010; RAY et al., 2006). The choice of specific combinations of 

guarana, selenium and L-carnitine was based on an extensive literature review and pilot tests. 

The GSC multi-supplement was formulated by the researchers and prepared in the form of 

capsules, in a compounding pharmacy. For the formulation, the maximum daily intake doses of 

each GSC component, recommended by Brazilian Health Regulatory Agency (ANVISA), were 

considered: 500 mg of guaraná dry extract, 320 µg of selenium and 2000 mg of L-carnitine. 

Based on these values and considering a 70 kg adult as a reference (mg GSC/kg), concentrations 

equivalent to doses 1 to 50 times higher than the maximum recommended doses were 

calculated. Please note that the multi-supplement is not commercially available. 

GSC concentration that exhibited antioxidant and anti-inflammatory effects, as 

previously described by Teixeira et al. (2021), was considered as a reference. A complementary 
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study performed by Teixeira et al. (2023) in patients with multiple sclerosis supplemented with 

GSC for 12 week showed that GSC did not induce any type of adverse effect indicative of 

toxicity. Rodents treated with the components of GSC showed that Gua had low toxicity (oral 

lethal dose to kill 50%, LD50 = 825 g/Kg) (Antonelli-Ushirobira et al., 2010). In contrast, sodium 

selenite had an LD50 = 8.08–12.11 mg/Kg and LC (Jacevic et al., 2021). On the other hand, LC 

is regarded as safe as studies in rodents have confirmed no acute toxicity. 

Therefore, in this study, we tested a GSC formulation containing 1.07 mg/mL Gua, 0.178 

µg/mL Se, and 1.43 mg/mL LC. A pilot experiment evaluating the potential cytotoxicity of 

GSC on ARPE-19 cells using half and twice the concentration of GSC used here showed no 

cytotoxic effect. The cells' exposure time to BPA and its components varied according to the 

protocols employed, with all in vitro assays conducted with at least three replicates. 

Since commercially acquired cell lines were used, ethics approval was not required. 

 

Chemicals, reagents, and solutions 

Analytical grade chemicals and reagents, which were mainly obtained from Sigma-

Aldrich®, Inc. (St. Louis, MO, USA), were used in this study. Cell culture plasticware and 

reagents were purchased from Gibco Life Technologies®, Inc. (Grand Island, New York, USA) 

and Invitrogen Life Technologies® (São Paulo, Brazil). A BPA stock solution (1000–10000×) 

in dimethyl sulfoxide (DMSO) was prepared before 24 h of use to avoid chemical degradation 

of the substance. The stock solution was stored at -4 °C until further use. 

Working solutions were prepared by diluting the BPA stock solutions with the culture 

medium. The final DMSO concentration was 0.1%, owing to the limited solubility of BPA. 

GSC, Gua powder extract, Se, and LC tartrate were purchased from SM Pharmaceutical 

Enterprises Ltd. (São Paulo, SP, Brazil) and prepared as described by Teixeira et al. 

(2021;2022). The Gua supplement was manufactured as a powder dried by seed spraying with 
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7.79% caffeine and 1.02% tannins. Commercial grade GSC and its components were 

formulated by a manipulation pharmacy (Nova Derme, Santa Maria, RS, Brazil) with raw 

material authorized by the National Health Surveillance Agency (ANVISA) of the Ministry of 

Health of Brazil as safe for human consumption. 

All GSC constituents did not contain heavy metals (lead, copper, antimony) or 

microorganisms. At the research team's request, a manipulation pharmacy prepared the multi-

supplement and encapsulated it. The capsules were then sent to the laboratory, opened under 

aseptic conditions, and dissolved in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) before the 

experiments. 

The multi-supplement preparations were diluted in the cell culture medium Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium/Hams Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12). The qRT-PCR reagents 

were obtained from Promega Corporation (Madison, Wisconsin, USA). The primers were 

synthesized by Merck KGaAm (Darmstadt, Germany) and a cDNA synthesis kit was obtained 

from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA-USA). The flow cytometry results were analyzed 

using FlowJo vX.0.7 software (Tree Star, Inc., Ashland, OR USA). The samples were stored at 

-80 °C and analyzed within 20 days of treatment and collection. 

Protocols were performed with at least five replicates in 96-well plates and in independent 

triplicates. As it is impossible to obtain a sample of cells to perform all laboratory analyses 

simultaneously, the protocols of exposure to BPA, GSC, and its components were repeated in 

different contexts. 

 

Cell culture conditions 

The immortalized cell line ARPE-19 (ATCC® CRL-2502) was acquired from the Rio de 

Janeiro Cell Bank (BCRJ, https://bcrj.org.br/). This nonprofit, nongovernmental organization 

acquired ARPE-19 cells from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, 
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USA). ARPE-19 cells were cultured under standardized conditions at 37 °C in a humidified 

atmosphere of 5% CO2 in DMEM/F-12 supplemented with 15% fetal bovine serum (FBS), 

antibiotics (1% penicillin/streptomycin), and 1% amphotericin B (antifungal). Finally, the cells 

were cultured in bottles and subcultured for a maximum confluence of 80%. 

 

Cell viability assays 

Cellular viability was assessed after 24 h of incubation using spectrophotometric 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and adenosine triphosphate 

(ATP) bioluminescence assays. The MTT assay is a widely used colorimetric assay that 

measures cell viability and proliferation based on the conversion of the yellow, water-soluble 

MTT dye into a purple formazan product by metabolically active cells. Mitochondrial 

dehydrogenases in viable cells reduced MTT into formazan crystals, which are insoluble in 

water and accumulate inside the cells. The quantification of cell viability using the MTT assay 

was performed as described by Teixeira et al. (2021).  The ATP bioluminescence assay 

was performed using the firefly luciferin-luciferase system. The resulting luminescence 

intensity indicates the number of cells with ruptured membranes or increased permeability, 

which occurs in dead or dying cells. An ATP Assay Kit (Sigma-Aldrich®) was used to perform 

the assay according to the manufacturer’s instructions. A cell density of 1×105 cells/mL was 

used in the cell viability experiments. 

 

Oxidative marker assays 

The levels of the following four oxidative markers were spectrophotometrically analyzed: 

nitric oxide (NO), superoxide anion (SA), lipoperoxidation (LPX), and protein carbonylation 

(PCarb). A cell density of 1×106 cells/mL was used in the experiments. NO levels were 

indirectly estimated by quantifying nitrate levels using the Griess reagent (Noh et al., 2015).  
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SA was quantified by analyzing the formazan concentration triggered by the nitroblue 

tetrazolium (NBT) reaction (Morabito et al., 2010). LPX was measured by quantifying its 

products, mainly thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), of which malondialdehyde 

was the primary product (Jentzsch et al., 1996). PCarb was measured by determining the presence 

of carbonyl groups according to their reaction with dinitrophenylhydrazine, indicating protein 

oxidation and oxidative stress (Levine et al., 1994). All spectrophotometric analyses were 

performed within 30 days of performing the experimental protocols. 

 

Effects of BPA exposure on cell proliferation 

The proliferation of ARPE-19 cells exposed to different BPA concentrations was 

evaluated daily for 7 days using a clonogenic assay described previously (Cubillos-Rojas et al., 

2014) with some modifications. A total of 1×103 cells/well were seeded in triplicate in 6-well 

plates. Each day, the cells were fixed and stained with crystal violet, and the monolayer filling 

pattern and morphology of ARPE-19 cells were analyzed using ImageJ software. The effect of 

BPA on ARPE-19 cell proliferation in 72h cultures was measured using the MTT assay, using 

the same protocol described previously. 

 

Flow cytometry analysis of apoptosis and the cell cycle 

The effects of GSC and its components on the apoptosis rate and cell cycle progression 

of ARPE-19 cells exposed to BPA were assessed using flow cytometry. The quantification of 

apoptotic events in ARPE-19 cells was performed using BD Pharmingen™ FITC Annexin V 

Apoptosis Detection Kit according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 1×106 cells were 

seeded per well in 6-well plates containing 2 mL of the different treatment solutions in 

DMEM/F12 and incubated for 24h. The cells were then trypsinized and resuspended in 1× 

binding buffer at a concentration of 1×106 cells/mL; 100 μL of the cell suspension was 
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transferred to a new tube. The resuspended cells were gently vortexed, stained with 5 μL of 

Annexin-V-FITC and 5 μL of PI, and incubated at room temperature (± 24 ºC)  in dark for 15 

min. Fluorescence readings were captured after adding 400 μL of 1× binding buffer to the 

samples. 

To quantify the proportion of cells in each stage of the cell cycle, the cells were 

centrifuged and washed with PBS, pH 7.4. The cells were then suspended in 500 µL of a 

solution containing PI dissolved in PBS (50 µg/mL PI from 50 mg/mL stock solution), 2.5 

mg/mL, 0.1 mg/mL RNase A, and 0.05% Triton X-100, and incubated for 40 min at 37 °C. 

Afterward, the cells were washed with 3 mL of PBS, suspended in 500 µL PBS, and flow 

cytometry analysis was performed. The cells were sorted based on their forward scatter/side 

scatter (FSC/SSC) patterns captured using a BD FACSVerse™ system. Data acquisition and 

cell content analyses were performed using FlowJo vX.0.7 software (Tree Star, Inc., Ashland, 

OR, USA). 

Micronucleus (MN) assay 

DNA damage was quantified using a protocol described by the Organization for 

Economic Co-operation and Development (OECD, No. 487, 2016) with slight modifications 

(OECD, 2016). The main modification was performed to avoid monolayer breakage or cell 

release before analysis. Cell rupture releases many nuclei from the cytoplasm, making analysis 

difficult. A previous cell proliferation analysis revealed that the cells had a high proliferative 

rate over 72 h, a mandatory condition for MN analysis. A lower initial cell concentration was 

used to avoid overlap. Therefore, ARPE-19 cells were transferred to 24-well plates (1×102 

cells/well) and treated with BPA for 72 h. 

 After 72 h, the spent culture medium was removed and the cells were washed with PBS. 

DAPI (5 mg/mL diluted in deionized water) was then added to each well. A panoptic staining 

kit was used according to the manufacturer’s instructions to evaluate nuclear and cellular 
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morphologies. Microscopy analysis was performed at 200× magnification using a fluorescence 

or light microscope, and alterations in 1000 cells per treatment were scored using the 

established criteria for MN evaluation (Thomas et al.,2009). Digimizer Image Analysis 

Software (Ostend-Belgium) was used to investigate the presence of MNs and other alterations. 

 

Gene expression analysis using qRT‑PCR 

Additionally, we determined the expression levels of genes associated with apoptosis 

triggered by BPA upon interaction with GSC and its components. Cells could undergo the 

following two apoptotic mechanisms: the intrinsic and extrinsic pathways.  Gene 

expression analysis was performed as previously described by Barbisan et al. (2019). The initial 

cell concentration used in this experiment was 1×106 cells/mL. For RNA extraction, TRIzol 

reagent was used according to the manufacturer’s instructions. Prior to the analysis, the 

extracted RNA was quantified using a Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 spectrophotometer 

at a wavelength of 532 nm. Reverse transcription was performed by adding RNA samples (1 

μg/mL) to 0.2 μL of DNase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) at 37 °C for 5 

min, and then heating the sample at 65 °C for 10 min. cDNA was generated using 1 μL of 

reverse transcriptase and 4 μL of Master Mix. The following cycling conditions were employed: 

25 °C for 5 min, 42 °C for 30 min, and 85 °C for 5 min, followed by incubation at 5 °C for 60 

min. qRT-PCR was performed using a 20 μL reaction volume comprising 1 μL of cDNA and 

19 μL of GoTaq qPCR Master Mix. The following cycling conditions were employed for qRT-

PCR: 95 °C for 3 min, 40 cycles of 95 °C for 5 s, and 60 °C for 30 s, followed by a melting 

curve analysis at 0.1 °C/min from 40 to 90 °C. β-actin was used as the housekeeping gene. 

Relative expression was calculated using the comparative Ct method and expressed as the fold 

change relative to the control. The primer characteristics are listed in Table 1. 
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Table 1. Gene primers  

 

Statistical analysis  

The data were analyzed using GraphPad Prism software (version 6.0, 2015) and are 

presented as a percentage of the control based on data obtained from at least three replicates. 

Quantitative variables were compared using a one-way analysis of variance followed by 

Tukey’s post hoc test or a two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test. 

The chi-square test was used to compare the frequency of MN between treatments, and the data 

are presented as the relative frequency of MN for every 1000 nuclei analyzed. This statistical 

procedure followed the OECD report nº. 487 (2016). A p-value less than 0.05 was considered 

to indicate statistical significance. 

 

Results 

 Initially, the acute cytotoxic effect of BPA on 24-h ARPE-19 cell cultures was evaluated 

after exposure to low BPA concentrations (0.001, 0.01, and 0.1 µM). In both assays, no 

differences in cell viability were observed compared to the control. However, the results of the 

two tests were inconsistent at the three highest concentrations of BPA tested (1, 3, and 10 µM). 

Gene             Genbank  Primers 

     Forward sequence (5′-3′)                       Reverse sequence (5′-3′) 

β-Actin  Gene ID: 

60 

TGTGGATCAGCAAGCAGGAGTA 

 

 TGCGCAAGTTAGGTTTTGTCA 

 

Bax Gene ID: 

596 

CCCTTTTCTACTTTGCCAGCAA 

 

 CCCGGAGGAAGTCCAATGT 

 

Bcl-2 

 

 

Gene ID: 

581 

 

GAGGATTGTGGCCTTCTTTGAGT 

 

TTTGAGCCTGAGCAGAGACATG 

 

AAGGAGCTGCTCTTCCGAATT 

  

AGTCATCCACAGGGCGATGT 

 

TACCAGTGCGTATGGAGAAATGG 

 

CCCTGCCTGGTGTCTGAAGT 

Casp3 Gene ID: 

836 

Casp8 Gene ID: 

841 
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The MTT assay (Fig. 1A) indicated a significant increase in cell viability for cultures 

exposed to 1 and 3 µM of BPA compared to controls. Cells exposed to 10 µM of BPA showed 

similar viability to unexposed cells. However, results from the ATP assay (Fig. 1B) indicated 

similar viability in ARPE-19 cells exposed to BPA at concentrations up to 3 µM, with a 

significant decrease in viability observed only after exposure to 10 µM of BPA. However, it is 

important to highlight that the decrease in cell viability observed in these experiments was less 

than 10%. Since both protocols assess cell viability by analyzing cellular metabolic activity, the 

combined results indicated that BPA did not induce considerable cytotoxicity in ARPE-19 cells. 

However, depending on the concentration, BPA differentially modulated the levels of 

oxidative markers. In BPA-exposed cells, NO levels remained significantly higher than those 

in control cells after 6, 24, and 72h of culture (Fig. 1C). Conversely, exposure to BPA at all 

tested concentrations significantly decreased the SA levels (Fig. 1D). All concentrations of 

BPA resulted in higher levels of LPX than those in the controls (Fig. 1E). At 24 hours, ARPE-

19 cells had higher PCarb levels than the controls (Fig. 1F). 



99 
 

 

 

Figure 1. Impact of BPA on ARPE-19 cell viability as determined using the MTT (A) and ATP 

(B) assays. (C–F) Modulation of oxidative markers in ARPE-19 cells exposed to BPA at 

different concentrations. Oxidative marker levels were quantified using spectrophotometric 

assays. A two-way analysis of variance followed by the Bonferroni post hoc test was performed. 

Different letters represent statistically significant differences between treatments at p < 0.05. 
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We then evaluated whether BPA induced changes in the proliferation of ARPE-19 cells. 

Up to day 3, the proliferation rate was similar between the cells with and without BPA exposure 

(Fig. 2A, 2B). After this period, all BPA concentrations decreased cell proliferation compared 

to the control. The highest concentration of BPA (10 µM) affected the lowest growth rate based 

on the confluence (%) of the 7d cultures divided by the confluence of the 24h cultures (Fig. 

2C). 

The potential genotoxic effect of BPA was evaluated through a qualitative and 

quantitative analysis of MN. The main alterations in the DNA and morphology of ARPE-19 

cells caused by exposure to different concentrations of BPA (Fig. 3) were MN, dark 

condensations potentially due to fragments of genetic materials, rough nuclear edges, and large 

and irregular nuclei potentially from non-disjunction during cell division. The amount of MN 

per 1000 nuclei was four times greater in ARPE-19 cells exposed to 3 and 10 µM of BPA than 

that in the controls and cells exposed to 1 µM of BPA (Fig. 2D). 

Collectively, these results indicated that a BPA concentration of 3 µM could induce 

oxidative and genotoxic alterations on ARPE-19 cells, although it did not show considerable 

cytotoxicity and alterations in cell proliferation. Therefore, this concentration was used to 

determine the extent of attenuation of the negative effects of BPA on ARPE-19 cells by GSC 

and its components. 

First, we postulated that oxidative alterations and increased MN frequency in the 72h 

cultures decrease cell proliferation via apoptosis. We found that treatment with 3 µM BPA 

significantly increased the proportion of apoptotic cells compared to that in the control (Fig. 

4A–4C). Exposure to GSC significantly decreased the frequency of apoptosis compared to 

control cultures (Fig. 4D–4F). Although the three components of GSC significantly decreased 

the apoptosis frequency in combination with BPA (Fig. 4D–4E), cells exposed to Se only had 

a higher apoptosis rate than control cells (Fig. 4J–4M). 
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Figure 2. Effect of bisphenol A (BPA) on the proliferation and micronucleus (MN) frequencies 

in ARPE-19 cells. (A) Microscopy images of the cell cultures (200× magnification) exposed to 

different concentrations of BPA after 1, 3, and 7 days. Arrows indicate the deposition of 

residues or dead cells in cultures. (B) Cell proliferation rate of the 72h cultures as determined 

using the MTT assay. (C) Cell growth rate based on the clonogenic assay and cell doubling rate 

after 7 d compared to that on the first day of culture. (D) Number of micronuclei (per 1,000 

nuclei) was quantified in 72h ARPE-19 cell cultures stained with DAPI. Statistical comparisons 

of the MTT and clonogenic assay data were performed using a one-way analysis of variance 

followed by Tukey’s post hoc test. MN frequency was statistically evaluated using the chi-
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square test. Different letters represent statistically significant differences between treatments p 

< 0.05. 

 

Figure 3. Representative microphotographs of ARPE-19 cells stained with Panopticon, in 

which nuclear and genetic materials are denoted by a purple color (200× magnification). (A) 

ARPE-19 cells with eccentric nuclei and poorly stained cytoplasm. (B, C) Binucleated cells 

undergoing mitotic division. (D) Cells with micronuclei (MN) and dark condensations may be 

fragments of genetic material (arrow). (E) Cells with visible MN (arrow). (F) Two cells with 

nuclear bridges (arrow). (G) Nuclei stained with DAPI showing the nuclear button (arrow) and 

MN (arrow). (H) Cells with MN and rough nuclear edges. (I) Cells with a large and irregular 

nucleus potentially originating from non-disjunction associated with a binucleated cell in cell 

division, which also presents nuclei with irregular edges. 
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Figure 4. Effect of 3 µM bisphenol A (BPA), GSC, or its individual components (Gua = 

guarana, Se = selenium, LC = L-carnitine) on the apoptosis rate of ARPE-19 cells cultured for 

72h. Cells were stained using an Annexin-V/Propidium Iodide kit and apoptosis was evaluated 

by flow cytometry. Annexin-V was used to label dead and apoptotic cells. Two representations 

of flow cytometry and a comparative graph are presented for each treatment: (A–C) controls 

and BPA, (D–F) GSC and GSC+BPA, (G–I) Gua and Gua+BPA, (J–M) Se and Se+BPA, and 

(N–P) LC and LC+BPA. As the statistical analysis was bivariate (two-way analysis of variance 

followed by Tukey’s post hoc test), the data for each type of treatment are presented separately 

to facilitate the interpretation of the interaction effect between BPA and GSC or its individual 
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components. Different letters represent statistically significant differences between treatments 

at p < 0.05.  

 

Next, we investigated whether the decrease in the proliferation rate of ARPE-19 cells 

after exposure to 3 µM BPA involved changes in the cell cycle (Fig. 5). All treatments 

significantly decreased the frequency (%) of S+G2 cells compared to that in the control. 

However, cells exposed to GSC and GSC+BPA showed a higher frequency than the other 

treatments, followed by cells exposed to SE+BPA, LC, and LC+BPA. The cells exposed to 

BPA, Gua, Gua+BPA, and Se showed the lowest frequency of cells in the S+G2 phase.

 

Figure 5. Effect of treatment with the GSC multi-supplement and its individual components 

(Gua = guarana, Se = selenium, LC = L-carnitine) with or without bisphenol A (BPA) on the 

frequency (%) of ARPE-19 cells in the S+G2 phase of the cell cycle at 72h. Statistical 

comparison was performed using two-way ANOVA followed by a post hoc Bonferroni test. 

Different letters represent statistically significant differences between treatments at p < 0.05. 
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The effects of GSC and its individual components on the modulation of oxidative 

markers and MN frequency, with or without BPA exposure, were analyzed. The data are 

summarized in Table 2. NO levels were significantly increased in cells exposed to Se+Gua and 

Se than in the control and other treatments. Exposure to Gua+BPA also significantly increased 

NO levels compared to those in the control. All other treatments had decreased NO levels 

compared to the control. 

 

Table 2. Interaction effect of BPA, the GSC multi-supplement, or its individual components on 

the oxidative stress markers and micronucleus (MN) frequency of ARPE-19 cells at 72 h. 

 Oxidative markers (% of control) and MN (%) 

Media ± SD 

 NO SA LPX PCarb MN 

Control 100.0 ± 2a 100.0 ± 1.9a 100.0 ± 3.1a 100.0 ± 3.9a 1.7 ± 0.5a 

BPA 111.2 ± 3.5b 108.2 ± 1.6b 118.4 ± 3.6b 103.6 ± 1.5a 5.2 ± 0.9b 

GSC 96.1 ± 2.9b 91.4 ± 2.7b 96.4 ± 2.9a 94.9 ± 3.9b 2.1 ± 0.3a 

GSC+BPA 97.5 ± 1.2a 85.5 ± 3.3b 99.7 ± 1.5a 91.3 ± 1.2b 2.4 ± 0.6a 

Gua 91 ± 4.1c 98.2 ± 7.5a 91.2 ± 4.1b 105.6 ± 3.4a 1.2 ± 0.3a 

Gua+BPA 145.2 ± 4.7d 89.9 ± 2.5b 145.2 ± 3.6d 90.9 ± 1.0b 2.4 ± 0.2a 

Se 303.2 ± 3.7e 138.2 ± 2.5c 323.6 ± 5.3e 116.7 ± 3.27c 5.1 ± 0.5b 

Se+BPA 304 ± 4.5e 134.5 ± 3.6c 297.1 ± 4.6f 93.5 ± 2.67a 8.5 ± 0.9c 

LC 94.3 ± 3.6c 88.2 ± 2.8b 94.9 ± 2.0b 92.7 ± 2.0a 2.2 ± 0.7a 

LC+BPA 94.7 ± 8.1c 95.9 ± 3.6b 92.2 ± 8.1b 92.7 ± 1.8a 1.4 ± 0.4a 

BPA = Bisphenol A, Gua = guarana (1.07 mg/mL), Se = selenium (0.178 µg/mL), LC = L-

carnitine (1.43 mg/mL), NO = nitric oxide, SA = superoxide anion, LPX = lipoperoxidation, 

PCar = protein carbonylation. MN = micronucleus frequency determined based on at least 10 
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replicates. A total of 1000 scores were analyzed for each treatment. Each marker was compared 

between treatments using a two-way analysis of variance (ANOVA) followed by a post hoc 

Bonferroni test. Significant differences at p < 0.05 are indicated by different letters for each of 

the investigated markers. 

 

Exposure to Se and Se+BPA significantly increased SA levels than the control and other 

treatments, similar to cells exposed to BPA only. All other treatments had decreased AS levels 

compared to the untreated controls. Considering LPX levels, some treatments showed an 

oxidative effect since they increased the levels of these molecules (Se, Se+Gua > Gua+BPA > 

BPA). However, exposure to GSC and its individual components showed an antioxidant effect 

by decreasing LPX levels. PCarb levels in cells exposed to BPA, Gua, Se+BPA, LC, and 

LC+BPA were similar to the control. While exposure to Se increased PCarb levels (indicating 

an oxidative effect), exposure to GSC, GSC+BPA, and Gua+BPA presented an antioxidant 

effect through a decrease in the levels of this marker. A genotoxic effect via increased MN 

frequency was observed in cultures exposed to Se+BPA, Se, and BPA. The other treatments 

showed an MN frequency similar to the control. 

The effects of the GSC multi-supplement and its individual components on the expression 

of four genes related to apoptosis were evaluated (Fig. 6A). To facilitate the interpretation of 

the results, the following three possibilities were considered: gene expression similar to the 

control (1 ± 0.2), upregulation (> 1.2), and downregulation (< 0.8). As apoptosis can be induced 

by two pathways (intrinsic regulation by the mitochondria and extrinsic regulation by death 

receptors), we also analyzed the Bcl-2/BAX expression ratio (Fig. 6B). 
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Figure 6. Differential expression of apoptotic genes (Bcl-2, BAX, Casp3, and Casp8) in ARPE-

19 cells exposed to BPA, the GSC multi-supplement, and its individual components (Gua = 

guarana, Se = selenium, LC = L-carnitine). (A) Comparison of gene expression levels of Bcl-

2, BAX, Casp3, and Casp8. Values over 1.2 indicate upregulation and those below 0.8 indicate 

downregulation relative to the control. The solid line represents the value of 1 in control cells, 

whereas the dotted lines above and below represent the upper and lower limits of gene 

expression variation. Treatments with values between the two dotted lines were considered to 

have similar gene expression to the control. (B) Bcl-2/BAX ratio gene expression among 

ARPE-19 cells exposed to BPA (3 µM) with or without GSC supplementation or its individual 

components (LC, Gua, and Se). Differences in gene expression were analyzed using two-way 

ANOVA followed by a Bonferroni post hoc test. Different letters indicate significant 

differences. Gene expression values were normalized to that of β-actin. Values are expressed 

in relation to the control, which had a reference value of 1. 
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A decreased Bcl-2/BAX expression ratio, indicated higher BAX gene expression, 

suggesting the induction of apoptosis via the intrinsic pathway. Overall, BPA did not alter the 

Bcl-2/BAX ratio but induced the overexpression of the Casp3 and Casp8 genes, suggesting that 

apoptosis was induced mainly via the extrinsic pathway. GSC treatment increased the Bcl-

2/BAX ratio, exhibiting gene expression-like control of Casp3 and Casp8 genes, indicating no 

modulation of the apoptotic pathways. However, GSC did not modify the effect of BPA on 

ARPE-19 cells as the Casp3 and Casp8 genes were significantly overexpressed. 

Regarding the effects of the individual GSC components, Gua increased the Bcl-2/BAX 

ratio and slightly increased Casp8 gene expression. In contrast, Gua reversed the BPA-induced 

overexpression of Casp3 and Casp8. This observation was corroborated by an increased Bcl-

2/BAX ratio in the cells exposed to Gua+BPA. Cells exposed only to LC overexpressed Casp8, 

whereas cells concomitantly exposed to LC+BPA overexpressed Casp3. Exposure to Se with 

or without BPA induced the overexpression of Casp3, although an increased Bcl-2/BAX ratio 

was also observed. 

 

Discussion 

 Adult cross-sectional epidemiological and pre-clinical in vitro and in vivo studies 

suggest that BPA, an endocrine-disrupting pollutant, induces oxidative stress and that persistent 

exposure may cause serious health problems (Santoro et al., 2019). A prior study conducted by 

Chiang et al. (2022) suggested that, in addition to its negative effects on reproductive cells and 

tissues, BPA can impact other tissues, including the human retinal pigment epithelium using 

ARPE-19 cells as in vitro experimental model. Their results showed that BPA exposure induced 

ROS generation and cytotoxicity on ARPE-19 cells, which was reduced when the antioxidant 

molecule - N-acetyl-L-cysteine - was added to the culture medium. 
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Indeed, considering the importance of ocular function for autonomy and quality of life, 

especially in elderly population, assessment of whether dietary components, with antioxidant 

properties, could attenuate the negative effects induced by BPA on ARPE cells is highly 

relevant. Based on previous evidence from in vitro, in vivo, and human studies that GSC 

presents antioxidant and anti-inflammatory effects (Teixeira et al., 2021; 2022), we postulated 

that it could also attenuate the negative effects of BPA on ARPE-19 cells. To test this 

hypothesis, we exposed ARPE-19 cells to BPA with or without the addition of GSC or its 

individual components. BPA exposure triggered alterations in some oxidative markers, but 

these effects were mitigated by the exposure to GSC (particularly Gua and LC). However, 

exposure to Se or Se+BPA exacerbated the oxidative stress induced by BPA. These findings 

suggest that the relationships between BPA and the antioxidant components of GSC, Gua, Se, 

and LC are not universally applicable to ARPE-19 cells. 

Initially, it is essential to emphasize the need for selecting a representative concentration 

of BPA to induce oxidative stress and genotoxicity in ARPE-19 cells. This is because in vitro 

protocols may elicit variations in cytotoxic response depending on the culture conditions, even 

when laboratories follow the guidelines outlined in the Guidance Document on Good In Vitro 

Method Practices (GIVIMP) published by the OECD (2016)   (Eskes et al., 2017). Furthermore, 

there are no previous studies involving genotoxicity analysis through the MN assay in ARPE-

19 cells. 

The MN assay is a widely used genotoxicity test in toxicology and regulatory sciences to 

evaluate the potential of chemical substances to induce DNA damage and chromosomal 

abnormalities. This assay is based on detecting micronuclei, small fragments of chromosomes 

that are not incorporated into the nucleus during cell division. MN can arise from a variety of 

DNA-damaging events, such as chromosomal breakage, mitotic spindle disruption, or 

aneuploidy. Due to its relevance in detecting genotoxic states, the OECD has developed 
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guidelines and recommendations for this assay, providing standardized procedures and best 

practices for its implementation. The OECD Test Guideline 487 (TG 487) specifically 

addresses in vitro MN tests. The relevance of the MN assay lies in its ability to assess the 

potential genotoxicity of various substances, including chemicals used in pharmaceuticals, 

cosmetics, pesticides, and industrial products. This assay is crucial in the safety assessment of 

these substances to protect human health and the environment. By evaluating the occurrence of 

MN in cells exposed to a test substance, researchers can identify compounds that may cause 

genetic damage and chromosomal aberrations, which could lead to adverse health effects, 

including cancer and birth defects. Therefore, the OECD guidelines ensure that the MN assay 

is conducted using standardized protocols, enhancing the reliability, reproducibility, and 

comparability of results across different laboratories and studies (OECD, 2016). 

For this reason, we paid special attention in selecting the concentration of BPA to evaluate 

the antioxidant effects of GSC and its individual components. Our goal was to ensure that the 

concentration was not too low to prevent oxidative changes or too high to cause acute 

cytotoxicity, leading to the death of ARPE-19 cells within 24h. By carefully choosing an 

appropriate concentration range, we balanced the induction of oxidative stress and maintenance 

of cell viability for an adequate experimental duration. This approach allowed us to effectively 

assess the potential protective effects of GSC and its individual components against the 

oxidative impact of BPA on ARPE-19 cells. 

The results from two viability assays did not demonstrate acute cytotoxicity (24h cultures) 

in ARPE-19 cells exposed to BPA in the 0.001 to 3 µM concentration range. However, the 

findings from cells exposed to 10 µM of BPA were contradictory. Although the MTT assay 

showed no significant decrease in ARPE-19 cell viability, the ATP assay revealed a significant 

reduction in viability compared to the controls. 
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Although the MTT assay is widely used for cytotoxicity testing in in vitro models, it has 

some limitations due to potential interference from certain molecules, such as polyphenols 

(Bruggisser et al., 2022). In our study, in addition to the maximum concentration of BPA (10 

µM) that did not reduce cell viability, concentrations of 1 and 3 µM showed a significant 

increase in viable cells compared to that in the control, albeit small (<10%). These results 

differed from those published by Chiang et al. (2022), who observed a cytotoxic effect when 

ARPE-19 cells were exposed to 10 µM BPA. As this was the lowest concentration tested by 

the authors, and we found this inconsistency regarding BPA cytotoxicity, we cannot confirm 

whether BPA might have affected the MTT assay results. As a result, we excluded this 

concentration from the protocols used to test the antioxidant and genoprotective effects of GSC 

and its components. This ensured that any observed effects were not compromised by 

confounding factors related to the MTT assay, maintaining the integrity and reliability of our 

experimental approach. 

This decision was reinforced by analyzing the effect of the three highest concentrations 

of BPA (1, 3, and 10 µM) on the levels of four oxidative markers. We observed an increase in 

NO and LPX levels compared to those in the controls in the 24, 48, and 72h cultures. PCarb 

levels were also higher in 48-h cultures treated with BPA only, suggesting a transient oxidative 

effect on cellular proteins. This was possibly regulated by the endogenous antioxidant 

components of ARPE-19 cells. 

One intriguing result that requires further discussion is the decrease in SA levels in cells 

exposed to BPA compared to the control. In the study by Chiang et al. (2022), they observed a 

reduction in the concentrations of the enzymes - superoxide dismutase (SOD) and catalase - in 

ARPE-19 cells exposed to BPA. They also noted an increase in lipid peroxidation (MDA) levels 

in the cells; however, they did not quantify the levels of NO. The SA has a high affinity for NO, 

and the reaction of these two molecules generates a reactive nitrogen species (peroxynitrite) 
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that leads to extensive lipid peroxidation of membranes. Since the levels of superoxide were 

significantly reduced in ARPE-19 cells exposed to BPA, it is possible that BPA induces a 

substantial increase in the concentration of NO, with a large portion of it reacting with the SA, 

consequently elevating lipid peroxidation levels. This condition could potentially explain why 

Chiang et al (2022) observed a decrease in the expression of SOD. The interplay between the 

SA and NO may be a crucial factor contributing to the observed alterations in oxidative stress 

markers and antioxidant enzyme levels in response to BPA exposure. Further investigation into 

the relationship between these reactive species is warranted to fully comprehend the 

mechanisms underlying BPA-induced oxidative stress in ARPE-19 cells. 

This assumption is supported by previous studies. One study described an increase in the 

expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and NO levels in the testicles of mice 

exposed to BPA (Chouhan et al., 2015). The authors suggested that the modulatory effect of 

BPA on NO metabolism could contribute to a decline in male steroidogenesis. Other 

investigations also described an increase in iNOS and/or NO levels in chicken embryo kidney 

(CEK) cells (Chen et al., 2022) and in the human hepatoma Hep3B cell line (Nakamura et al., 

2018).  A study by Wang et al. (2019) described that BPA induced neurotoxicity in 

glutamatergic neurons derived from human embryonic stem cells due to increased iNOS and 

nNOS enzymatic activity. Another in vitro investigation revealed that BPA induced cytotoxic 

NO and caspase-8 levels in SHSY-5Y neuron-like cells (Ayazgök and Tüylü Küçükkılınç, 

2018).  The results of these studies confirm the possibility of BPA inducing elevated NO levels, 

leading to potential interactions with SA and subsequent alterations in the levels of oxidative 

stress markers and enzymes. 

Although the rate of cell proliferation was not impacted by exposure to BPA, the DNA 

quality of cells decreased, as shown in the results of the MN assay. We were unable to identify 

previous studies involving MN analysis in ARPE-19 cells, indicating that this approach in this 



113 
 

 

type of in vitro model is novel and can serve as a reference for future studies that evaluate the 

genotoxicity of substances against retinal epithelial cells. Our results showed that the MN 

frequency in cells exposed to BPA at a concentration of 3 µM was approximately four times 

greater than that of cells exposed to a concentration of 1 µM. Along with the results of the other 

analyses on cell viability and oxidative marker levels, the best concentration of BPA to test the 

cytoprotective effect of GSC and its components is 3 µM. 

Our results confirmed that BPA can increase the rate of apoptosis and decrease cell 

proliferation in 72h cultures of ARPE-19 cells. However, apoptosis rates were reversed in 

ARPE-19 cells exposed to GSC and its individual components, indicating a cytoprotective 

effect; in contrast, Se-exposed cells showed a higher apoptosis rate than the controls. Se is an 

essential trace mineral that plays a crucial role in various biological processes. However, Se 

supplementation has both risks and benefits, depending on the intake levels. While Se is 

beneficial in small amounts, excessive intake can lead to toxicity (selenosis). In humans, the 

recommended daily intake of Se varies depending on age, sex, and life stage. For most adults, 

the recommended daily intake is approximately 55–70 µg/day. 

Se is usually attainable through a balanced diet that includes Se-rich foods, such as fish, 

shellfish, nuts, seeds, and whole grains (Gore et al., 2010). Although we tested a Se 

concentration lower than the recommended dose (40 µM) in this study, it is possible that this 

concentration is toxic to ARPE-19 cells, considering that there is no clearance mechanism in 

cell cultures and exposure to Se at this concentration was continuous. 

Another possible explanation for these results lies in the chemical formulation of Se used 

in this study. Supplements are found in different formulations to facilitate their absorption by 

the body. Some of the more common types of Se formulations used in supplements include 

selenomethionines, selenide and selenate, selenium yeast, and other special formulations. In 

Brazil, the most common commercial form of Se is 0.5% chelated selenium bis-glycinate, 
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which was used in the present study. ARPE-19 cells are probably more sensitive to this 

chemical compound of Se than selenomethionine, which is also widely used. Complementary 

studies in ARPE-19 cells comparing different Se formulations in different concentrations could 

be conducted to clarify this. 

Similar results on the pro-apoptotic effect of BPA have already been described in the 

literature, including that in immortalized mouse myoblast C2C12 cells by Liu et al. (2021). 

They described that the pro-apoptotic effect of BPA was attenuated by supplementation with 

coenzyme Q10 (CoQ10), a powerful antioxidant, which can improve the integrity of the 

lysosomal membrane, lysosomal degradation function, and promote autophagy. Despite the 

anti-apoptotic effect of GSC and its individual components observed in this study, MN assay 

confirmed the anti-apoptotic effect of GSC and its individual components and how the oxidative 

state and frequency of DNA damage are affected by GSC in this context. In fact, the genotoxic 

effect of BPA might be organ and cell type-dependent, similar to that for human blood cells 

(Ruberto et al., 2022; Santovito et al., 2018) and some cell lines, such as human hepatoma 

(HepG2) cells (Kober et al., 2016; Yu and Liu, 2023), where the frequency of MN and other 

types of genomic damage increased in the presence of BPA. 

Analyzing the effect of each individual component of GSC revealed some surprising 

results. First, GSC did not show additive or synergistic effects with those of its individual 

components. Second, a cyto-genotoxic effect was triggered by exposure to Se, which was not 

observed with the GSC multi-supplement. However, before further highlighting the action of 

Se on ARPE-19 cells, the beneficial effects of Gua and LC must first be elucidated. Gua powder 

is consumed by pre-Columbian people living in the Amazon and is currently widely used as a 

raw material to produce energy drinks given its high caffeine content. The functional properties 

of Gua are well established (Algarve et al., 2019; Cadoná et al., 2017; De Araujo et al., 2021; 

Felin et al., 2022; Hack et al., 2023; Kober et al., 2016). 
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In one of our previous studies, Gua decreased apoptosis and necrosis and differentially 

modulated the mRNA and protein expression levels of caspases 1, 3, and 8 in ARPE-19 cells 

(Bonadiman et al., 2017). Thus, the cytoprotective effects of Gua against BPA are biologically 

plausible. 

LC is an endogenous molecule involved in fatty acid metabolism and is biosynthesized 

within the human body using the amino acids L-lysine and L-methionine as substrates. LC can 

also be obtained from many foods, with red meat being the best choice followed by fish, poultry, 

and milk (Knottnerus et al., 2019). The therapeutic potential of LC has been examined in terms 

of its neuroprotective effects in some disease conditions (Ribas et al., 2014). Some data suggest 

that LC can be used as a food supplement to treat age-related macular degeneration associated 

with mitochondrial dysfunction (Moss et al., 2022). A study performed by Li et al. in ARPE-

19 cells (Li et al., 2021) suggested that LC could attenuate EMT, an important underlying 

mechanism of proliferative vitreoretinopathy induced by TGF-β1 by inhibiting the Erk1/2 and 

JNK pathways and upregulating PPARγ expression. Therefore, our results corroborate prior 

findings regarding the functional role of LC in Retinal Pigment Epithelium. 

In this study, Se was found to have an unexpected effect on ARPE-19 cells. Although Se 

is a metabolically relevant element and its deficiency is potentially harmful, the relationship 

between Se and human health is complex. Se has hormetic effects in humans. Moreover, the 

toxicological effects of Se can be related to its form (speciation). Previous studies on Se 

nanocapsules (Özkaya et al., 2021) and Selenomethionine (Ananth et al., 2020) revealed the 

antioxidant effects of Se on oxidative stress markers triggered by BPA exposure. However, in 

the present study, ARPE-19 cells were supplemented with an inorganic form of Se (Se bis-

glycinate, 0.5%). Thus, the chemical form of Se and its corresponding concentration can 

influence its effects on ARPE-19 cells. 
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Conclusion 

Despite the methodological limitations inherent to in vitro studies, our results suggest that 

the multi-supplement GSC can attenuate the changes in the oxidative and genotoxic markers 

related to the exposure of ARPE-19 cells to BPA. However, our results revealed that the 

antioxidant, anti-apoptotic, and genoprotective properties of GSC were not universally shared 

by its individual components; only Gua and LC proved to be beneficial. Se did not exhibit any 

positive impact probably because the range of Se concentration that is beneficial to organisms 

is narrow.  
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5 DISCUSSÃO  

  

Os resultados aqui obtidos suportam a hipótese de que a exposição ao BPA 

desencadeia um desbalanço oxidativo o que contribui para a ocorrência de alterações 

na imunocompetência, especialmente envolvendo o sistema imune inato, inflamação 

crônica de baixo grau, e estados de genotoxicidade. 

 Neste caso, o desbalanço oxidativo provocado pelo BPA não necessariamente 

induz estados clássicos de estresse oxidativo. Isto porque, o estresse oxidativo é 

considerado uma situação em que ocorre excesso de EROs causando um 

desequilíbrio entre a geração de compostos oxidantes e a atuação dos sistemas de 

defesa antioxidante (BARBISAN et al., 2017). Dada à relevância dos resultados, eles 

serão posteriormente discutidos com maior profundidade. 

 O BPA é um dos compostos sintéticos mais utilizados no mundo, resistente à 

degradação e, é capaz de bioacumular no meio ambiente (MA et al., 2019). Assim, 

outra questão relevante a ser considerada é que os resultados in vivo aqui descritos 

foram obtidos via exposição aguda. De fato, optamos por realizar um estudo de efeito 

agudo com base em uma investigação prévia (OLIVERA et al., 2021) que relatou a 

diminuição da sobrevida das E. fetida em 48 horas de exposição ao BPA. É possível 

que este efeito tóxico do BPA na espécie envolva a diminuição na imunocompetência 

deste animal, já que a espécie está adaptada a um meio com grandes quantidades de 

patógenos e outros componentes potencialmente tóxicos (HOMA, 2018). A exposição 

aguda ao BPA teve um impacto significativo no sistema imunológico das minhocas, 

principalmente em concentrações mais baixas. Assim, é possível que este efeito 

também ocorra em humanos, não sendo necessária a exposição crônica para o efeito 

negativo nas células e tecidos.  

 A importância destes dados para o ser humano está subsidiada em evidências 

publicadas, que sugerem que muitos componentes do sistema imunológico inato 

foram conservados durante a evolução dos metazoários. Por esse motivo, algumas 

espécies, como a mosca-das-frutas Drosophila melanogaster (TROHA; BUCHON, 

2019) e o nematoide Caenorhabditis elegans, têm sido usadas como modelos 

experimentais imunológicos (KIM; EWBANK, 2018). Estudos realizados na última 

década sugeriram que o uso da minhoca californiana vermelha (espécies E.fetida e 

E.andrei)  também seria relevante para o entendimento da imunidade inata de 

invertebrados e vertebrados, incluindo o ser humano (HOMA, 2018). 
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 Apesar de o BPA agir sobre o metabolismo oxidativo e imune das minhocas, 

em geral, os resultados mostraram que o BPA afetou os marcadores analisados, mas 

esse efeito não seguiu um padrão concentração-resposta e foi limitado às 

concentrações mais baixas (0,1‒1 µM). Os efeitos mais relevantes das baixas 

concentrações de BPA também foram descritos anteriormente em outros estudos, 

sugerindo que há uma interação, seguida da inibição das várias vias de sinalização 

(JALAL et al., 2018).  

 Outro aspecto a ser destacado diz respeito às regulamentações relativas à 

exposição ao BPA. Neste estudo, as quatro concentrações testadas foram inferiores 

à dose máxima recomendada pela ANVISA (2021): 0,1, 0,3, 1,0 e 3,0 µM, que é 

aproximadamente igual a 0,02, 0,06, 0,3 e 0,6 mg/kg de alimento/dia, 

respectivamente. Apenas a concentração de 10 µM estava acima do limite máximo 

recomendado. Apesar das concentrações testadas estarem abaixo dos limites de 

exposição recomendados, o efeito do BPA sobre as minhocas é preocupante. Isso 

ocorre porque estes invertebrados são altamente relevantes na manutenção da 

qualidade do solo, e o efeito da exposição a agente de trocas hormonais pode ter 

consequências imprevisíveis (HOMA, 20018). 

 O BPA é considerado um importante fator de risco para doenças endócrinas, 

imunes e DCNTs, incluindo condições neurológicas, cardiovasculares, reprodutivas e 

oncológicas (CIMMINO et al., 2020). Uma grande proporção dessas doenças 

associadas à exposição ao BPA está relacionada ao estabelecimento de estados 

inflamatórios crônicos de baixo grau, que acabam por representar um 

comprometimento da imunocompetência na resolução das respostas inflamatórias 

(FURMAN et al., 2019). Os dados aqui descritos corroboram essa suposição. 

 Semelhante aos leucócitos, os celomócitos são células heterogêneas que são 

classificadas genericamente em dois grupos: amebócitos e eleócitos, também 

conhecidos como cloragócitos (BILEJ et al., 2000). Estudos anteriores mostraram que 

as respostas imunes de amebócitos envolvem fagocitose, produção de EROs e efeitos 

citotóxicos contra microrganismos. Portanto, as moléculas de EROs são componentes 

relevantes da defesa da minhoca contra patógenos (BILEJ et al., 2000; HOMA et al., 

2013).  

Com foi anteriormente comentado, neste estudo o principal desbalanço 

oxidativo observado foi entre o O2
- e ON que são moléculas chaves na resposta 

inflamatória. No desbalanço gerado pelo BPA observou-se um grande impacto 
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genotóxico desta molécula, o que implica no potencial aumento das taxas de apoptose 

e na imunocompetência.  

 Em particular, o O2
- desempenha um papel estratégico nas células fagocitárias, 

que usam essas EROs para matar e digerir microrganismos. Deste modo, em células 

fagocíticas, como os celomócitos, a elevação dos níveis de O2
- pode ser originada por 

processos espontâneos ou pela mediação da enzima nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato oxidase (NADPH), que é estrategicamente imunocompetente 

(VARELA-CHINCHILLA et al., 2021). 

 O ON também tem um papel relevante na resposta inflamatória, principalmente 

relacionada às células fagocitárias, e demonstrou suprimir a atividade fagocitária dos 

neutrófilos. Nesse contexto, as evidências sugerem que o O2
- e o ON interagem com 

os mecanismos de sintonia fina que regulam a vida e a morte de neutrófilos (GALKINA 

et al., 2019). 

 Assim, postulamos que o BPA poderia aumentar os níveis de O2
- em 

celomócitos, induzindo reações espontâneas com moléculas de ON, que geram 

espécies reativas de nitrogênio (ERNs), especialmente peroxinitrito (ONOO-). O 

peroxinitrito, por sua vez, forma dióxido de nitrogênio (NO2) e OH-, que possuem alta 

afinidade pelo DNA, causando extensos danos a essa molécula (GALKINA et al., 

2019). Esta pode ser a principal via que explica o impacto do BPA no aumento do 

dano ao DNA, avaliado através da análise de MN.  

 O aumento da genotoxicidade também está intimamente relacionado à indução 

de eventos apoptóticos, conforme observado nos resultados aqui descritos. No 

entanto, como os níveis de EROs precisam ser regulados para evitar efeitos 

indesejáveis, está bem estabelecido que os celomócitos têm estratégias de defesa 

antioxidante, incluindo enzimas, como SOD, glutationa peroxidase (GPX) e CAT 

(HOMA et al., 2016).  Por esse motivo, é possível que após 24 horas as taxas de 

oxidação de lipídios e proteínas tenham diminuído, enquanto a taxa de dano ao DNA 

foi avaliada por meio de análise de MN e níveis de apoptose. 

 A genotoxicidade desencadeada pela exposição ao BPA foi descrita 

anteriormente em roedores, causando um aumento na frequência de MN em 

eritrócitos policromáticos (EPCs), aberrações cromossômicas estruturais em células 

da medula óssea e danos ao DNA em linfócitos (TIWARI et al., 2012). Como os testes 

de MN fornecem informações importantes sobre a capacidade de um produto químico 

de interferir na estrutura e função cromossômica, este ensaio confirma que o BPA tem 
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efeitos genotóxicos em várias espécies, incluindo minhocas. Também é importante 

notar que os testes de MN devem ser realizados em células em divisão ativa. Em 

nosso estudo, verificamos que o BPA induziu um aumento na taxa de proliferação 

celular, possibilitando a realização do teste. No entanto, realizar essas análises foi um 

desafio porque os celomócitos coletados presentes no fluido celômico tendiam a 

migrar, agrupar e formar grandes massas citoplasmáticas polinucleadas. Apesar 

disso, foi possível observar a formação de MN em diferentes tipos de celomócitos. 

 A indução da proliferação celular, aumentando a concentração de amebócitos, 

confirmou a ação do BPA no sistema imune de E. fetida. As funções dos celomócitos 

estão associadas à expressão de genes, como eaTLR (SKANTA et al., 2013), bem 

como proteínas AMP-like, também conhecidas como lumbricina 1 (WIESNER E 

VILCINSKAS, 2010). 

 Porém, a exposição ao BPA induziu uma resposta antagônica nos dois genes 

estudados, pois o gene AMP-1 foi ativado e eaTLR não modificou sua expressão. 

Esse resultado é bastante interessante, considerando que esses genes são altamente 

sensíveis a fatores ambientais bióticos e abióticos que representam um perigo para a 

homeostase das minhocas. Geralmente, esses genes são superexpressos na 

presença de patógenos (SKANTA et al., 2013; WANG et al., 2018; MINCARELLI et 

al., 2019). Peptídeos antimicrobianos, como o AMP-1, são importantes contribuintes 

para a defesa não específica do hospedeiro em vertebrados e invertebrados, e são 

estruturalmente conservados durante a filogênese (KUMAR; KIZHAKKEDATHU; 

STRAUS, 2018). Portanto, não foi surpreendente que o BPA induzisse um aumento 

na expressão de AMP-1. 

 As células imunes expressam receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs), que são capazes de detectar o perigo ao reconhecer padrões moleculares 

associados a patógenos específicos (PAMPs) (VIJAY, 2018). De tal modo que, a não 

responsividade do gene eaTLR ao BPA é um resultado inesperado, considerando que 

a exposição a esse poluente induz danos no DNA, apoptose e aumenta a 

concentração de amebócitos de minhocas. Esse tipo de ação foi observado 

anteriormente quando as minhocas foram expostas a outros agentes tóxicos, como 

rotenona (JUNG et al., 2021) e nanopartículas de dióxido de titânio (NAVARRO 

PACHECO et al., 2021). 

 Esse efeito antagônico entre a expressão dos genes AMP-1 e eaTLR pode 

estar relacionado à diminuição da imunocompetência das minhocas causada pelo 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kumar+P&cauthor_id=29351202
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kizhakkedathu+JN&cauthor_id=29351202
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Straus+SK&cauthor_id=29351202
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BPA em resposta à exposição a leveduras. Dessa forma, moléculas que diminuem ou 

não induzem o aumento de expressão de genes eaTLR, como o BPA, podem 

prejudicar o sistema imunológico da minhoca, com consequências imprevisíveis para 

sua sobrevivência. 

 Mesmo assim, devemos ter cuidado ao transferir esses resultados para 

humanos. Isso ocorre porque nossa espécie possui mecanismos hepáticos altamente 

eficientes para a depuração do BPA (COLLET et al., 2015), mas, há evidências de 

que o BPA está associado a um risco aumentado de certos tipos de câncer (CIMMINO 

et al., 2020). Essa associação pode estar ligada à indução de danos no DNA pelo BPA 

ao tipo de “cegueira do sistema imunológico”, o qual desencadeia menos eficiência no 

reconhecimento e morte de células cancerígenas.  

 Os resultados aqui descritos suportam a hipótese de que o BPA induz estresse 

oxidativo, causando um desequilíbrio nos níveis de O2
- e ON e danos no DNA, o que 

pode contribuir para a resposta imune da minhoca. Apesar da ativação inflamatória 

desencadeada pelo BPA, a imunocompetência das minhocas na captura e destruição 

de agentes externos, como leveduras, é prejudicada. Portanto, a associação entre 

danos no DNA e alterações no metabolismo imune inato pode ser parte relevante da 

ação do BPA associada ao risco de desenvolvimento de DCNTs, especialmente 

câncer. 

 Assim, considerando o estudo de Chiang et al. (2022) onde é sugerido que além 

de seus efeitos negativos nas células e tecidos reprodutivos, o BPA pode impactar 

outros tipos de tecidos e desenvolver DCNTs, analisamos um segundo modelo 

experimental in vitro, formado pelo epitélio pigmentar da retina (ARPE- 19). Vale 

ressaltar a importância da função ocular para a autonomia e qualidade de vida, 

especialmente na população idosa, a qual tem sido notavelmente discutida em função 

do aumento da expectiva de vida e a inversão da pirâmide dos grupos populacionais. 

A investigação sobre componentes dietéticos com propriedades antioxidantes, 

e seus efeitos sob aqueles induzidos pelo BPA nas células ARPE -19 é altamente 

relevante. Com base em evidências anteriores de estudos in vitro, in vivo e em 

humanos em que o GSC apresentou efeitos antioxidantes e antiinflamatórios 

(TEIXEIRA et al, 2021;2023) postulamos que ele também poderia atenuar os efeitos 

negativos do BPA nas células ARPE-19. Para testar esta hipótese, expusemos as 

células ARPE-19 ao BPA com ou sem adição de GSC e seus componentes isolados. 

A exposição ao BPA desencadeou alterações em alguns marcadores oxidativos, mas 
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estes efeitos foram atenuados pela exposição ao GSC (particularmente Gua e L-car). 

No entanto, a exposição ao Se ou Se+BPA exacerbou o estresse oxidativo. Estas 

descobertas sugerem que as relações entre o BPA e os componentes antioxidantes 

de GSC, Gua, Se e L-car não são universalmente aplicáveis às células ARPE-19. 

É fundamental enfatizar a necessidade de determinar uma concentração 

representativa de BPA capaz de induzir o estresse oxidativo e quadros de 

genotoxicidade em células ARPE-19. Isto ocorre porque os protocolos in vitro podem 

provocar variações na resposta citotóxica dependendo das condições de cultura, 

mesmo quando os laboratórios seguem as diretrizes descritas no Documento de 

Orientação sobre Boas Práticas de Métodos In Vitro (GIVIMP) publicado pela OCDE 

(OECD, 2016; ESKES et al., 2017). Além disso, não existem estudos anteriores 

envolvendo análise de genotoxicidade através do ensaio MN em células ARPE-19. 

Por esta razão, fomos criteriosos na seleção da concentração de BPA para 

avaliar os efeitos antioxidantes do GSC e de seus componentes. Nosso objetivo era 

garantir que a concentração não fosse muito baixa para evitar alterações oxidativas 

ou muito alta para causar citotoxicidade aguda, levando à morte das células (ARPE-

19) em 24 horas. Ao escolher uma faixa de concentração apropriada, equilibramos a 

indução do estresse oxidativo e a manutenção da viabilidade celular por uma duração 

experimental adequada. Esta abordagem permitiu-nos avaliar eficazmente os 

potenciais efeitos protetores do GSC e dos seus componentes contra o impacto 

oxidativo do BPA nas células ARPE-19. 

Os resultados de dois ensaios de viabilidade não demonstraram citotoxicidade 

aguda (culturas de 24h) em células ARPE-19 expostas ao BPA na faixa de 

concentração de 0,001 a 3 µM. No entanto, os resultados das células expostas a 10 

µM de BPA foram contraditórios. Embora o ensaio MTT não tenha mostrado nenhuma 

diminuição significativa na viabilidade das células ARPE-19, o ensaio ATP revelou 

uma redução significativa na viabilidade em comparação com os controles. 

Ainda que o ensaio MTT seja amplamente utilizado para testes de 

citotoxicidade em modelos in vitro, ele apresenta algumas limitações devido à 

interferência potencial de certas moléculas, como os polifenóis (BRUGGISSER et al., 

2002). Em nosso estudo, além da concentração máxima de BPA (10 µM) que não 

reduziu a viabilidade celular, as concentrações de 1 e 3 µM mostraram um aumento 

significativo de células viáveis em comparação com o controle, embora pequeno 

(<10%). Esses resultados diferiram daqueles publicados por Chiang et al. (2022) que 
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observaram um efeito citotóxico quando células ARPE-19 foram expostas a 10 µM de 

BPA. Como esta foi a concentração mais baixa testada pelos autores, e encontramos 

esta inconsistência em relação à citotoxicidade do BPA, não podemos confirmar se o 

BPA pode ter afetado os resultados do ensaio MTT. Como resultado, excluímos esta 

concentração dos protocolos utilizados para testar os efeitos antioxidantes e 

genoprotetores do GSC e seus componentes. Isto garantiu que quaisquer efeitos 

observados não fossem comprometidos por fatores limitantes relacionados ao ensaio 

MTT, mantendo a integridade e confiabilidade da nossa abordagem experimental. 

Esta decisão foi reforçada pela análise do efeito das três concentrações mais 

elevadas de BPA (1, 3 e 10 µM) nos níveis de quatro marcadores oxidativos. 

Observamos um aumento nos níveis de ON e LPX em comparação aos controles nas 

culturas de 24, 48 e 72h. Os níveis de PCarb também foram maiores em culturas de 

48 horas tratadas apenas com BPA, sugerindo um efeito oxidativo transitório nas 

proteínas celulares. Isto foi possivelmente regulado pelos componentes antioxidantes 

endógenos das células ARPE-19. 

Um resultado intrigante que requer discussão mais aprofundada é a diminuição 

dos níveis de O₂⁻ nas células expostas ao BPA em comparação com o controle. No 

estudo de Chiang et al. (2022) eles observaram a redução nas concentrações das 

enzimas - superóxido dismutase (SOD) e catalase - em células ARPE-19 expostas ao 

BPA. Eles também observaram um aumento nos níveis de peroxidação lipídica nas 

células; entretanto, não quantificaram os níveis de ON. O O₂⁻ tem alta afinidade pelo 

ON, e a reação dessas duas moléculas gera uma espécie reativa de nitrogênio 

(peroxinitrito) que leva à extensa peroxidação lipídica das membranas. Como os níveis 

de superóxido foram significativamente reduzidos nas células ARPE-19 expostas ao 

BPA, é possível que o BPA induza um aumento substancial na concentração de ON, 

com grande parte dele reagindo com o O₂⁻, elevando consequentemente os níveis de 

peroxidação lipídica. Esta condição poderia explicar pela diminuição na expressão de 

SOD. A interação entre O₂⁻ e ON pode ser um fator crucial que contribui para as 

alterações observadas nos marcadores de estresse oxidativo e nos níveis de enzimas 

antioxidantes em resposta à exposição ao BPA.  

Investigações adicionais sobre a relação entre essas espécies reativas são 

necessárias para compreender completamente os mecanismos subjacentes ao 

estresse oxidativo induzido pelo BPA nas células ARPE-19 -esta suposição é apoiada 

por estudos anteriores -. Um estudo descreveu um aumento na expressão da óxido 
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nítrico sintase induzível (iNOS) e nos níveis de ON nos testículos de camundongos 

expostos ao BPA (CHOUHAN  et al., 2015). Os autores sugeriram que o efeito 

modulador do BPA no metabolismo do ON poderia contribuir para um declínio na 

esteroidogênese masculina. Outras investigações também descreveram um aumento 

nos níveis de iNOS e/ou ON em células de rim embrionário de galinha (CHEN et al., 

2002) e na linhagem celular Hep3B de hepatoma humano (NAKAMURA et al., 2018).  

Ainda, um estudo de Wang et al. (2019) postulou que o BPA fora capaz de 

induzir neurotoxicidade em neurônios glutamatérgicos derivados de células-tronco 

embrionárias humanas, devido ao aumento da atividade enzimática de óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) e nNos (oxido nítrico sintase neuronal). Outra investigação in 

vitro revelou que o BPA induziu níveis citotóxicos de ON e caspase-8 em células 

semelhantes a neurônios (AYAZGÖK; TÜYLÜ, 2018). Os resultados destes estudos 

confirmam a possibilidade de o BPA induzir níveis elevados de ON, levando a 

potenciais interações com O2
-. 

Embora a taxa de proliferação celular não tenha sido afetada pela exposição 

ao BPA, a qualidade do DNA das células diminuiu, como mostrado nos resultados do 

ensaio MN. Não foi possível identificar estudos anteriores envolvendo análise de MN 

em células ARPE-19, indicando que esta abordagem neste tipo de modelo in vitro é 

inovadora e pode servir de referência para estudos futuros que avaliem a 

genotoxicidade de substâncias contra células epiteliais da retina. Nossos resultados 

mostraram que a frequência de MN em células expostas ao BPA na concentração de 

3 µM foi aproximadamente quatro vezes maior que a das células expostas a uma 

concentração de 1 µM. Juntamente com os resultados das outras análises sobre a 

viabilidade celular e os níveis de marcadores oxidativos, a melhor concentração de 

BPA para testar o efeito citoprotetor do GSC e seus componentes é de 3 μM. 

Nossas análises confirmaram que o BPA pode aumentar a taxa de apoptose e 

diminuir a proliferação celular em culturas de 72h de células ARPE-19. No entanto, as 

taxas de apoptose foram revertidas nas células ARPE-19 expostas ao GSC e aos seus 

componentes individuais, indicando um efeito citoprotetor; em contraste, as células 

expostas ao Se apresentaram uma taxa de apoptose maior que os controles. O Se é 

um mineral essencial que desempenha um papel crucial em vários processos 

biológicos, porém a sua suplementação apresenta riscos e benefícios, dependendo 

dos níveis de ingestão. Em pequenas quantidades mostra-se benéfico, já a sua 

ingestão excessiva pode causar toxicidade (selenose). 
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 Em humanos, a ingestão diária recomendada de Se varia dependendo da 

idade, sexo e fase da vida. Para a maioria dos adultos, a ingestão diária recomendada 

é de aproximadamente 55–70 µg/dia. O Se geralmente é obtido através de uma dieta 

balanceada que inclui alimentos como peixes, mariscos, nozes, sementes e grãos 

integrais (GORE; FAWELL; BARTRAM, 2010). Embora tenhamos testado uma 

concentração de Se inferior à dose recomendada (40 µM) neste estudo, é possível 

que esta concentração seja tóxica para as ARPE-19, considerando que não há 

mecanismo de depuração em culturas celulares e a exposição ao Se nesta 

concentração foi contínua. 

Outra possível explicação para esses resultados está na formulação química 

do Se utilizada neste estudo. Os suplementos são encontrados em diferentes 

formulações para facilitar sua absorção pelo organismo. Alguns dos tipos mais 

comuns de formulações de Se usadas em suplementos incluem selenometioninas, 

seleneto e selenato, levedura de selênio e outras formulações especiais. No Brasil, a 

forma comercial mais comum de Se é o bisglicinato de selênio quelado a 0,5%, 

utilizado no presente estudo. As células ARPE-19 são provavelmente mais sensíveis 

a este composto químico de Se do que a selenometionina, que também é amplamente 

utilizada. 

Resultados semelhantes sobre o efeito pró-apoptótico do BPA já foram 

descritos na literatura, incluindo aqueles em células C2C12 de mioblastos de 

camundongo imortalizadas por Liu et al. (2021), nesse estudo o efeito pró-apoptótico 

do BPA foi atenuado pela suplementação com coenzima Q10 (CoQ10), um poderoso 

antioxidante, que pode melhorar a integridade da membrana lisossomal, a função de 

degradação lisossomal e promover a autofagia. O efeito anti-apoptótico do GSC e dos 

seus componentes individuais foram observados neste estudo. Na verdade, o efeito 

genotóxico do BPA pode ser dependente de órgãos e tipos de células, semelhante ao 

das células sanguíneas humanas (SANTOVITO et al., 2018; RUBERTO et al., 2022) 

e de algumas linhagens celulares, como células de hepatoma humano (HepG2) 

(KOBER et al., 2016; YU; LIU, 2023), onde o a frequência de MN e outros tipos de 

danos genômicos aumentam na presença de BPA. 

A análise do efeito de cada componente individual do GSC revelou alguns 

resultados surpreendentes: (1) O GSC não apresentou efeitos aditivos ou sinérgicos 

com os dos seus componentes individuais. (2), um efeito citogenotóxico foi 

desencadeado pela exposição ao Se, o que não foi observado com o 
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multissuplemento. Porém, antes de destacar ainda mais a ação do Se nas células 

ARPE-19, os (3) efeitos benéficos do Gua e do L-car devem primeiro ser elucidados.  

O pó de Gua é consumido pelos povos pré-colombianos que vivem na 

Amazônia e, atualmente é amplamente utilizado como matéria-prima para a produção 

de bebidas energéticas devido ao seu alto teor de cafeína. As propriedades funcionais 

do Gua estão bem estabelecidas (KOBER et al., 2016; FELIN et al., 2022; YU; LIU, 

2023; ALGARVE et al., 2019; CADONÁ et al., 2017; DE ARAUJO et al., 2021; HACK 

et al., 2023). Em um de nossos estudos anteriores, o Gua diminuiu a apoptose e a 

necrose e modulou diferencialmente os níveis de expressão de mRNA e proteína das 

caspases 1, 3 e 8 em células ARPE-19 (BONADIMAN, 2017). Assim, os efeitos 

citoprotetores do Gua contra o BPA são biologicamente plausíveis. 

A L- car é uma molécula endógena envolvida no metabolismo dos ácidos 

graxos e é biossintetizada no corpo humano usando os aminoácidos L-lisina e L-

metionina como substratos. A L- car também pode ser obtida de muitos alimentos, 

sendo a  maior fonte a carne vermelha, seguida de peixe, aves e leite (KNOTTNERUS 

et al., 2018). O potencial terapêutico da L-car foi examinado em termos de seus efeitos 

neuroprotetores em algumas condições de doença (RIBAS; VARGAS; WAJNER, 

2014). Alguns dados sugerem que ela pode ser usada como suplemento alimentar 

para tratar a degeneração macular relacionada à idade associada à disfunção 

mitocondrial (MOOS et al., 2022). Um estudo realizado por Li et al (2021) em células 

ARPE-19 sugeriram que a L-car poderia atenuar a transição epitelial-mesenquimal 

(EMT), um importante mecanismo subjacente da vitreorretinopatia proliferativa 

induzida por fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-β1), inibindo as vias 

quinase 1/2 regulada por sinal extracelular (ERK1/2) e Proteínas Quinases Ativadas 

por Mitógeno (JNK) e regulando positivamente a expressão de PPARγ. Portanto, 

nossos resultados corroboram achados anteriores sobre o papel funcional da 

molécula no epitélio pigmentar da retina. 

Como já mencionado o Se não apresentou os resultados esperados. Embora o 

Se seja um elemento metabolicamente relevante e sua deficiência seja 

potencialmente prejudicial, a relação entre o Se e a saúde humana é complexa. Se 

tem efeitos horméticos em humanos. Além disso, os efeitos toxicológicos do Se 

podem estar relacionados à sua forma (especiação). Estudos anteriores sobre 

nanocápsulas de Se (Özkaya et al., 2021) e Selenometionina (ANANTH et al., 2020) 

revelaram os efeitos antioxidantes do Se nos marcadores de estresse oxidativo 
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desencadeados pela exposição ao BPA. No entanto, no presente estudo, as células 

ARPE-19 foram suplementadas com uma forma inorgânica de Se (bis-glicinato de Se, 

0,5%). Assim, a forma química do Se e sua concentração correspondente podem 

influenciar seus efeitos nas células ARPE-19. 

 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Os resultados aqui descritos apoiam as hipóteses de que o BPA induz estresse 

oxidativo, causando um desequilíbrio nos níveis de O₂- e ON e danos no DNA, o que 

pode causar alterações na resposta imune das minhocas. Apesar da ativação 

inflamatória desencadeada pelo BPA, a imunocompetência das minhocas em capturar 

e destruir agentes externos, foi prejudicada. Portanto, a associação entre danos no 

DNA e alterações no metabolismo imunológico inato poderia ser mecanismo a ser 

considerado para a ação do BPA associada ao risco de DCNTs. Ainda, apesar das 

limitações metodológicas inerentes aos estudos in vitro, nossos resultados sugeriram 

que o GSC multissuplemento pode atenuar as alterações nos marcadores oxidativos 

e genotóxicos relacionados à exposição das células ARPE-19 ao BPA. No entanto, 

nossos resultados revelaram que as propriedades antioxidantes, antiapoptóticas e 

genoprotetoras do GSC não foram universalmente compartilhadas pelos seus 

componentes quando analisados isoladamente; apenas Gua e L-car provaram ser 

benéficos. O Se não exibiu nenhum impacto positivo, provavelmente porque a faixa 

de concentração de Se que é benéfica para os organismos é estreita. Mais estudos 

precisam ser realizados para que nossas hipóteses sejam confirmadas.  
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