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RESUMO

A exposigdo humana a contaminantes ambientais, como os filtros ultravioleta (UV), é uma
crescente preocupacao para a saude reprodutiva. As benzofenonas (BPs), amplamente
aplicadas em produtos de consumo, atravessam a barreira placentaria, mas seus efeitos
diretos na fungao trofoblastica permanecem pouco elucidados. O presente estudo teve
como objetivo avaliar e comparar os efeitos da Benzofenona-2 (BP-2) e Benzofenona-3
(BP-3) sobre a viabilidade metabdlica, integridade nuclear, estado oxidativo e capacidade
migratoria de células trofoblasticas humanas de primeiro trimestre in vitro (linhagem
HTR-8/SVneo). A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT (24, 48 e 72h) para
determinacdo do IC50, enquanto a funcionalidade celular foi analisada pelo ensaio de
cicatrizacao (scratch assay). Adicionalmente, uma triagem multiparamétrica com as
sondas Hoechst 33342, lodeto de Propidio (Pl) e CellROX® Green foi empregada para
avaliar densidade celular, necrose e estresse oxidativo. Os resultados demonstraram que
a BP-2 induziu toxicidade metabdlica severa em 24h, enquanto a BP-3 apresentou um
perfil de toxicidade cumulativa ao longo do tempo. No ensaio funcional, a BP-3 inibiu
significativamente a migragao celular (p < 0,01), impedindo o fechamento da ferida. A
analise multiparamétrica revelou um fendbmeno de retengao celular nos grupos tratados,
onde as células permaneceram fisicamente aderidas e com nucleos integros, mas
metabolicamente deprimidas e incapazes de migrar, sem deteccdo de morte celular litica
ou surto oxidativo nas condi¢des testadas. Conclui-se que as BPs testadas comprometem
a fisiologia trofoblastica por mecanismos distintos, onde a BP-2 causa choque metabdlico
e a BP-3 induz um estado de quiescéncia e paralisia funcional da invasao, sugerindo que
a exposicao a estes compostos pode contribuir para falhas na placentagdo, como na
pré-eclampsia, independentemente da morte celular imediata.

Palavras-chave: benzofenona; trofoblasto; HTR-8/SVneo; migracao celular; toxicidade;
placenta.
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RESUMEN

La exposicion humana a contaminantes ambientales, como los filtros ultravioleta (UV), es
una preocupacion creciente para la salud reproductiva. Las benzofenonas (BPs),
ampliamente aplicadas en productos de consumo, atraviesan la barrera placentaria, pero
sus efectos directos sobre la funcién trofoblastica siguen siendo poco claros. El presente
estudio tuvo como objetivo evaluar y comparar los efectos de la Benzofenona-2 (BP-2) y
la Benzofenona-3 (BP-3) sobre la viabilidad metabdlica, integridad nuclear, estado
oxidativo y capacidad migratoria de células trofoblasticas humanas del primer trimestre in
vitro (linea HTR-8/SVneo). La citotoxicidad se evalu6 mediante el ensayo MTT (24, 48 y
72 h) para determinar la IC50, mientras que la funcionalidad celular se analizé mediante el
ensayo de cicatrizacion (scratch assay). Adicionalmente, se emple6 un cribado
multiparamétrico con las sondas Hoechst 33342, Yoduro de Propidio (Pl) y CellROX®
Green para evaluar densidad celular, necrosis y estrés oxidativo. Los resultados
demostraron que la BP-2 indujo una toxicidad metabdlica severa a las 24 h, mientras que
la BP-3 presento un perfil de toxicidad acumulativa a lo largo del tiempo. En el ensayo
funcional, la BP-3 inhibié significativamente la migracion celular (p < 0,01), impidiendo el
cierre de la herida. El analisis multiparamétrico revelé un fendmeno de retencion celular
en los grupos tratados, donde las células permanecieron fisicamente adheridas y con
nucleos integros, pero metabdlicamente deprimidas e incapaces de migrar, sin detectarse
muerte celular litica ni estallido oxidativo en las condiciones probadas. Se concluye que
las BPs testadas comprometen la fisiologia trofoblastica por mecanismos distintos, donde
la BP-2 causa un choque metabdlico y la BP-3 induce un estado de quiescencia y
paralisis funcional de la invasion, sugiriendo que la exposicion a estos compuestos puede
contribuir a fallos en la placentacion, como en la preeclampsia, independientemente de la
muerte celular inmediata.

Palabras clave: benzofenona; trofoblasto; HTR-8/SVneo; migracién celular; toxicidad;
placenta.
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ABSTRACT

Human exposure to environmental contaminants, such as ultraviolet (UV) filters, is a
growing concern for reproductive health. Benzophenones (BPs), widely applied in
consumer products, cross the placental barrier, yet their direct effects on trophoblast
function remain poorly elucidated. The present study aimed to evaluate and compare the
effects of Benzophenone-2 (BP-2) and Benzophenone-3 (BP-3) on metabolic viability,
nuclear integrity, oxidative status, and migratory capacity of first-trimester human
trophoblast cells (HTR-8/SVneo line). Cytotoxicity was assessed by the MTT assay (24,
48, and 72h) to determine IC50, while cellular functionality was analyzed by the wound
healing (scratch) assay. Additionally, a multiparametric High Content Screening using
Hoechst 33342, Propidium lodide (Pl), and CellROX® Green probes was employed to
assess cell density, necrosis, and oxidative stress. Results showed that BP-2 induced
severe acute metabolic toxicity at 24h, whereas BP-3 exhibited a cumulative toxicity profile
over time. In the functional assay, BP-3 significantly inhibited cell migration (p < 0.01),
preventing wound closure. Multiparametric analysis revealed a cell retention phenomenon
in treated groups, where cells remained physically adherent with intact nuclei but
metabolically depressed and unable to migrate, with no lytic cell death or oxidative burst
detected under the tested conditions. It is concluded that the tested BPs compromise
trophoblast physiology through distinct mechanisms, where BP-2 causes metabolic shock
and BP-3 induces a state of quiescence and functional paralysis of invasion, suggesting
that exposure to these compounds may contribute to placentation failures, such as
preeclampsia, independently of immediate cell death.

Key words: benzophenone; trophoblast; HTR-8/SVneo; cell migration; toxicity; placenta.

Versao Final Honol ogada
26/ 01/ 2026 18:00



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BPs Benzofenonas

BP-2 Benzofenona-2

BP-3 Benzofenona-3

DMSO Dimetilsulfoxido

DP Desvio Padréao

EDCs Desreguladores Endocrinos

EVT Trofoblastos Extravilosos

ILACVN Instituto Latino-Americano de Ciéncias da Vida e da Natureza
PE Pré-eclampsia

Pl lodeto de Propidio

RCIU Restrigcdo de crescimento intrauterino

RE Reticulo Endoplasmatico

ROS Espécies Reativas de Oxigénio

SFB Soro Fetal Bovino

UFABC Universidade Federal do ABC

UNILA Universidade Federal da Integragao Latino-Americana
UPR Resposta a Proteinas Mal Dobradas

uv Filtros Ultravioleta

Versao Final Honol ogada
26/ 01/ 2026 18:00



SUMARIO

1 INTRODUGCAQ . .....cceeeeeeenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 12
2 REVISAO DE LITERATURAL......uoueueeererrrerssssresesssesessasessssssssssessssssssssssessssssssssessssssssssssens 13
2.1 BIOLOGIA DO TROFOBLASTO E O MODELO HTR-8/SVneo........c.ccocevveuvenneene. 14
2.2 BENZOFENONAS: QUIMICA, EXPOSICAO E TOXICOCINETICA..................... 16
2.3 DESREGULACAO ENDOCRINA E INTERACAO COM RECEPTORES
NUCLEARES. ...ttt ettt ettt e e aessa e seesseesaeseessesseenseennas 17
2.4 ESTRESSE OXIDATIVO COMO MECANISMO POTENCIAL DE TOXICIDADE
PLACENTARIA.... .ottt ettt st e sbesaeesaeesaeeaaesaeesseensesseens 17
.......................................................................................................................................... 18
2 S JUSTIFIC AT IV A e ettt b bas b b s s s sessasssessseeeeeeeees 18
2.6 OBUETIVOS. ...ttt e e e e e e e e et e e e e e e e e e ee e e e eaaaas 19
2.6.1 ODJEEIVO GEIal.......eeiiiiiieiiieee e 19
2.6.2 Objetivos ESPECITICOS.......cooe i, 19
S METODOLOGIA........cco oottt ettt st e e s e s e e e s e e e s e e s s e e s e e s s e e s ae s s e e s e s s s s s e s s s e aanaannna s nssnssnnen 20
3.1 CULTURA E MANUTENCAO CELULAR........cocoiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeee e, 20
3.2 PREPARO DAS SOLUCOES DE TRATAMENTO.........couiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeree. 21
3.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE METABOLICA E DETERMINACAO DO IC50
(ENSATLO MTT)coitieiieiieetiete ettt ettt ettt et sttt et s esae s e sseebaessessaensaessesseensaensenns 21
3.4 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR (WOUND HEALING ASSAY).........c.......... 22
3.5 ANALISE DE TRIAGEM MULTIPARAMETRICA....c..covvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerees 23
3.5.1 Marcagao Nuclear com Hoechst 33342........c.ooiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeeee e 23
3.5.2 Avaliacao de Estresse Oxidativo Intracelular (CellROX Green)...........cc.oc.n...... 24
3.5.3 Avaliacdo da Integridade de Membrana por lodeto de Propidio (PI).................. 24
3.5.4 Protocolo de Coloragao Multiplex e Aquisi¢ao de Imagens.........cccceceeeveenenennnen. 24
3.6 ANALISE ESTATISTICA. ...ttt 25
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ.....c.ccncuinrimcnnsensssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 25
4.1 ANALISE CINETICA DA CITOTOXICIDADE E DETERMINACAO DO IC50....25
4.2 IMPACTO FUNCIONAL NA MIGRACAO. ..o 28
4.2.1 Analise da Motilidade Celular..............coccoeiiiiiiiiiiniicee e 28
....................................................................................................................................... 31
4.2.2 Interpretagao: Paralisia Funcional vs. Citotoxicidade..........c.ccoeeecuenieneniencennnn 31
4.3 ANALISE MULTIPARAMETRICA E LIMITACOES METODOLOGICAS............ 32
4.3.1 Quantifica¢dao da Densidade Celular.............cccovveeiiiieiiiicieeceeeee e 32
....................................................................................................................................... 33
4.3.2 Avaliagcdo Morfoldgica € QualitatiVa...........cccueevueerieeiiieniieiieie e 33
4.3.3 Avaliagdo de Estresse Oxidativo e Necrose: Consideragdes Técnicas................ 34
4.4 DISCUSSAO INTEGRADA: DESACOPLAMENTO METABOLICO FUNCIONAL.
34
5 CONSIDERACOES FINAIS.....cooevveerereresssreresesessssasasessssssssssessssssssssessssssssssasessssssssssassssses 35
REFERENCIAS 36

Versao Final Honol ogada
26/ 01/ 2026 18:00



12
1 INTRODUGAO

A continua exposicado humana a contaminantes ambientais emergentes tornou-se
uma preocupagao iminente na saude publica moderna, especialmente no que tange a
saude reprodutiva e ao desenvolvimento fetal." Historicamente, o ambiente intrauterino,
considerado um santuario protegido, hoje é reconhecido como um compartimento
vulneravel a bioacumulagcdo de compostos exdgenos capazes de transpor a barreira
placentaria.? Entre estes compostos, as benzofenonas (BPs) destacam-se como um
componentes organico dos filtros ultravioletas (UV) amplamente difundidas.® A sua
aplicacado estende-se desde produtos de cuidados pessoais de uso diario — como
protetores solares, cosméticos faciais, vernizes de unhas e hidratantes labiais — até a
industria, com aplicagdes que visam a prevengdo da fotodegradagdo de polimeros
plasticos e tintas.*

A circulagado generalizada desses compostos no cotidiano moderno € evidenciada
de maneira expressiva pela sua deteccdo frequente em fluidos biolégicos humanos.
Estudos epidemioldgicos e de biomonitoramento detectaram a presenca de BPs e seus
metabdlitos na urina, soro sanguineo e, mais criticamente, no liquido amniético, sangue
do corddo umbilical e no tecido placentario de gestantes.® Estas descobertas indicam que
a exposicao materna resulta também em exposicao fetal, destacando a relevancia de
investigar a seguranca desses compostos durante periodos criticos do desenvolvimento.

Este trabalho foca-se em dois derivados especificos desta classe quimica: a
Benzofenona-2 (BP-2) e a Benzofenona-3 (BP-3, também conhecida como oxibenzona).
A BP-3 ¢, irrefutavelmente, o filtro UV mais amplamente utilizado em escala global,
presente em milhares de produtos de consumo. A sua eficacia na absorcao de radiagao
UV de amplo espectro é contraposta por evidéncias da sua atividade como desregulador
endocrino (EDC), possuindo propriedades estrogénicas fracas e antiandrogénicas.® Por
outro lado, a BP-2, embora menos frequente em protetores solares tépicos, € um derivado
estrutural utilizado em perfumes e embalagens, e possui uma estrutura polihidroxilada que
lhe confere uma poténcia estrogénica intrinseca superior a da BP-3.”

A placenta humana desempenha um papel central e essencial na gestagéo. Longe
da caracterizagao simplista de uma barreira fisica passiva, a placenta constitui um 6rgao
enddcrino, imunoldgico e metabdlico altamente ativo que administra a troca de nutrientes,
gases e residuos entre o feto e a mae. A unidade funcional fundamental da placenta € o

trofoblasto. A integridade e a funcionalidade das células trofoblasticas sdo fundamentais
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13
para o estabelecimento e a manutengdo da gravidez. Perturbagdes na viabilidade,

proliferacdo ou capacidade invasiva destas células podem desencadear uma cascata de
eventos patolégicos que culminam em complicagdes obstétricas graves, tais como a
pré-eclampsia (PE), a restrigdo de crescimento intrauterino (RCIU) e aborto espontaneo.®

A hipotese central que norteia esse estudo propde que a exposigdo as BPs
compromete fungdes essenciais dos trofoblastos extravilosos (EVT) humanos, afetando o
metabolismo celular, a dindmica de adesdo e a capacidade migratéria. Embora
desequilibrios redox possam participar desse processo, 0s mecanismos envolvidos
parecem decorrer de alteracbes metabdlicas e funcionais, mais do que de morte celular
programada induzida por estresse oxidativo.

Para validar essa hipétese e elucidar os mecanismos moleculares envolvidos, este
estudo emprega a linhagem celular HTR-8/SVneo. Este modelo celular € amplamente
reconhecido e utilizado na biologia reprodutiva por recapitular as caracteristicas
fenotipicas criticas dos EVT invasores de primeiro trimestre.® No contexto placentario,
entender como BP-2 e BP-3 modulam o comportamento dos EVT é de particular
relevancia, visto que alteragcbes na proliferacdo, metabolismo, adesdo ou migracao
dessas células podem comprometer etapas vitais da placentagdo. Embora estudos
prévios possam sugerir que filtros UV organicos afetam vias metabdlicas e processos de
motilidade celular, as evidéncias especificas em modelos de trofoblastos humanos
permanecem limitadas.

Diante da escassez de dados integrados sobre os impactos funcionais das BPs em
HTR-8/SVneo, este estudo busca caracterizar seus efeitos sobre metabolismo,
viabilidade, morfologia nuclear e migragao celular. Esta abordagem permite ndo apenas
identificar potenciais mecanismos de agao, mas também contribuir para a compreensao
da toxicologia dessas substancias em um modelo relevante para o desenvolvimento

gestacional.

2 REVISAO DE LITERATURA

A compreensao dos potenciais impactos toxicologicos das BPs sobre a fisiologia
placentaria exige uma analise criteriosa da literatura disponivel. Esta segéo sintetiza o
conhecimento atual sobre a biologia do trofoblasto, as propriedades fisico-quimicas das
BPs, os seus mecanismos de desregulagdo endocrina e 0os processos celulares mais

frequentemente descritos na literatura como alvos de filtros UV orgéanicos, reconhecendo
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que o0s mecanismos relatados variam conforme o tipo celular e as condicbes

experimentais.

2.1 BIOLOGIA DO TROFOBLASTO E O MODELO HTR-8/SVneo

O desenvolvimento da placenta humana é um processo biolégico de complexidade
notavel, caracterizado por uma invasado controlada do tecido materno pelo tecido fetal,
mimetizando, em certos aspectos, o comportamento de células tumorais metastaticas,
porém sob rigoroso controle espago-temporal.” Apds a implantagdo do blastocisto na
parede intrauterina, as células do trofoblasto diferenciam-se em duas vias principais com
funcgdes distintas. A primeira via origina o trofoblasto viloso, que forma as vilosidades
coribnicas flutuantes responsaveis pelas trocas metabdlicas e gasosas entre a circulagao
materna e fetal. A segunda via, de interesse central neste estudo, origina o trofoblasto
extraviloso."

As células do trofoblasto extraviloso desempenham uma funcdo essencial e
singular: elas migram para fora da vilosidade, invadem a decidua materna (camada
funcional do endométrio durante a gravidez) e penetram o miométrio adjacente, conforme

ilustrado pela figura 1.

Figura 1. Representagdo esquematica da invasao dos Trofoblastos Extravilosos (EVT) e

do remodelamento das Artérias Espiraladas na interface materno-fetal.

Placenta
Fetal

Decidua R e 7] V. Artérias
Materna N A =~ oy 7 Espiraladas

",’ Trofoblastos

Extravilosos (EVT)

Fonte: Imagem gerada por IA generativa (Banana Gemini), a partir de prompt proprio, 2025.
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O objetivo final desta invasdo é alcancar e remodelar as artérias espiraladas

uterinas. No processo fisioldgico normal, os EVTs destroem a camada muscular lisa e o
endotélio dos vasos maternos, substituindo-os por uma matriz fibrinoide e pelas células
trofoblasticas.® Essa transformacg&o converte as artérias espiraladas — que originalmente
sdo vasos de alta resisténcia, baixo fluxo e sensiveis a agentes vasoativos — em condutos
de baixa resisténcia, alto fluxo e sensiveis a vasoconstricdo materna, sendo essa
adaptacdo hemodinédmica essencial para garantir suprimento sanguineo abundante e
continuo para o feto em crescimento, independentes das flutuagdes da pressao arterial
sistémica materna.®

Falhas nesse processo de diferenciagdo, migracado e invasao trofoblastica sdo a
base etioldogica das “sindromes obstétricas”. A invasao trofoblastica superficial ou
incompleta resulta na manutencao de artérias espiraladas de alta resisténcia, levando a
hiperfusdo placentaria, isquemia e liberagdo de fatores antiandrogénicos na circulagao
materna, caracterizando o quadro clinico da pré-eclampsia e da restricdo de crescimento
intrauterino.®

Para investigar estes processos in vitro e avaliar a toxicidade de xenobio6ticos, a
escolha do modelo celular é determinante. A linhagem celular HTR-8/SVneo
estabeleceu-se como um modelo padrao-ouro para estudo do EVT de primeiro trimestre.
Esta linhagem foi derivada a partir de explantes de vilosidades coribnicas humanas de
gestacdes precoces (6 a 12 semanas) e imortalizada através da transfec¢do com o gene
que codifica o antigeno T grande do virus simio 40 (SV40)."? A imortalizagdo confere as
células uma capacidade proliferativa estendida, superando a senescéncia replicativa que
limita o uso do trofoblasto primario, sem, contudo, induzir um fendtipo tumorigénico
completo.™

Estudos de caracterizacdo fenotipica confirmam que as células HTR-8/SVneo
rettm marcadores cruciais das suas células progenitoras invasoras in situ. Elas
expressam uma combinacdo complexa de marcadores epiteliais, como a citoqueratina 7
(CK7), e marcadores mesenquimais, refletindo o processo de transicao
epitelial-mesenquimal (EMT) que ocorre funcionalmente durante a invaséo trofoblastica in
vivo." Além disso, expressam um repertério especifico de integrinas (incluindo a1, a3, a5,
av e B1) e moléculas de adesao que sao indispensaveis para a integragcdo com a matriz
extracelular decidual.® Esta fidelidade fenotipica valida o uso das HTR-8/SVneo para
ensaios de migracao e invasédo, bem como para avaliagéo toxicolégica de compostos com

potencial de interferéncia nestas fungdes vitais.
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2.2 BENZOFENONAS: QUIMICA, EXPOSICAO E TOXICOCINETICA

As benzofenonas constituem uma familia de cetonas aromaticas biciclicas,
caracterizadas pela presencga de dois anéis de benzeno ligados por um grupo carbonila.’
A estrutura quimica base confere a estas moléculas a capacidade de absorver e dissipar
a radiacao ultravioleta, protegendo a pele e materiais sintéticos contra danos
foto-induzidos.” No entanto, pequenas variagdes nos substituintes dos anéis aromaticos

alteram de maneira severa as suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas."

A Benzofenona-3, quimicamente denominada 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (ou
oxibenzona), possui um grupo hidroxila e um grupo metoxi. Esta configuragao confere-lhe
uma natureza lipofilica significativa, o que facilita a sua penetracdo através do estrato
cérneo da pele humana e sua travessia através de membranas bioldgicas, incluindo a
barreira hematoencefdlica e placentaria.?® Estudos farmacocinéticos em humanos
demonstram que a BP-3 é absorvida sistemicamente apds aplicacdo tépica, sendo
excretada na urina na forma conjugada ou livre. A sua meia-vida biolégica e a exposigao

continua levam a uma presenga quase constante no organismo de populagées urbanas.'®

A Benzofenona-2, ou 2,2’,4,4’-tetraidroxibenzofenona, distingue-se pela presenca
de quatro grupos hidroxila e auséncia de grupos metoxi. Esta estrutura polihidroxilada
assemelha-se mais estritamente a estrutura esteroidal do 17B-estradiol, o principal
estrogénio endogeno, do que a estrutura da BP-3."° Esta semelhanca estrutural é a fonte
da sua atividade biolégica distinta, conferindo-lhe maior afinidade de ligacdo aos
receptores de estrogénio e um potencial de desregulagdo enddcrina mais pronunciado em

certos tecidos.”

A toxicocinética destas substancias na gestacéo é particularmente preocupante. A
placenta, embora atue como uma barreira seletiva toxicoldgica, € permeavel a compostos
lipofilicos de baixo peso molecular como as BPs.?*® A detecgdo de concentragbes na
ordem de nanogramas por mililitro (ng/mL) ou microgramas por litro (ug/L) no liquido
amniotico e no sangue do corddo umbilical confirma que o feto esta exposto a estas
substancias durante a organogénese." Além disso, a capacidade metabdlica do feto e da
placenta para detoxificar estes xenobidticos é frequentemente imatura ou saturavel,

podendo levar a uma acumulacéo local superior & observado na circulagdo materna.?'
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2.3 DESREGULACAO ENDOCRINA E INTERAGCAO COM RECEPTORES
NUCLEARES

A classificagdo das BPs como Desreguladores Enddcrinos fundamenta-se na sua
capacidade de mimetizar ou antagonizar a agao de horménios enddgenos, alterando a
homeostasia fisioldgica. O mecanismo molecular primario dos EDCs envolve a interagao
direta com receptores nucleares, atuando como agonistas ou antagonistas, dependendo

do tecido e do co-ativador presente.?

A BP-3 demonstra um perfil de atividade complexo, atuando, de forma
predominante, como um antiandrogénico e possuindo uma atividade estrogénica fraca.
Estudos in silico e ensaios de ligagao competitiva in vitro indicam que a BP-3 pode
ligar-se a receptores de estrogénio alfa (ERa) e beta (ERB), bem como ao receptor de
androgénio (AR).2 Em modelos animais, a exposicdo a BP-3 foi associada a alteragtes
na expressao génica de receptores hormonais no utero e na glandula pituitaria, sugerindo
uma perturbacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-gonada.?* No contexto da migragéo
trofoblastica, pesquisas recentes apontam que a BP-3 pode inibir a motilidade celular
através do antagonismo da via do receptor de androgénio, que desempenha um papel na

regulagado da invasao celular.?®

A BP-2, devido a sua estrutura tetraidroxilada, apresenta atividade estrogénica
mensuravel in vitro e in vivo. Ensaios uterotréficos em roedores ovariectomizados
demonstraram que a administragdo de BP-2 induz um aumento significativo no peso
uterino — um marcador classico de atividade estrogénica — embora com poténcia
substancialmente inferior a do 17B-estradiol.>®> Ademais, a BP-2 interfere na regulagdo do
ciclo estral e na foliculogénese ovariana, promovendo atresia folicular e reduzindo a
fertilidade.?* Esta atividade estrogénica suscita preocupagdo de que a BP-2 possa
interferir na sinalizagdo hormonal placentaria, que é dependente de um equilibrio entre
progesterona e estrogénios para mantenimento da quiescéncia uterina e promogao da

diferenciagao trofoblastica.

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO COMO MECANISMO POTENCIAL DE TOXICIDADE
PLACENTARIA

A literatura cientifica converge para o estresse oxidativo como um mecanismo

unificador subjacente a toxicidade de muitos poluentes ambientais na placenta. O
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estresse oxidativo define-se como um desequilibrio bioquimico entre a producdo de

espécies reativas de oxigénio (ROS) — tais como anion superéxido (O,™), peroxido de
hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH’) — e a capacidade dos sistemas de defesa

antioxidante enddgenos de neutralizar estes intermediarios reativos.®

Na fisiopatologia da pré-eclampsia, a isquemia placentaria resultante de uma
invasao trofoblastica deficiente leva a ciclos de hipdxia e reoxigenagao. Esta flutuagcédo na
tensao de oxigénio € um potente indutor de geragdo de ROS mitocondrial. O excesso de
ROS causa danos diretos a macromoléculas vitais: peroxidagao de lipidios de membrana,
oxidagdo de proteinas estruturais e enzimaticas, além de danos ao DNA nuclear e

mitocondrial.?®

No contexto especifico das BPs, estudos em outros tipos celulares, como
queratinécitos e neurbnios, indicam que estas moléculas podem atuar como
pré-oxidantes. A estrutura quimica das BPs, sob irradiagdo UV ou metabolizagao
enzimatica, pode gerar intermediarios reativos capazes de transferir energia para o
oxigénio molecular, gerando oxigénio singlete ou radicais livres.?’ O dano oxidativo
induzido por BP-3 tem sido associado a apoptose mitocondrial, caracterizada pela perda
do potencial de membrana mitocondrial, liberagdo de citocromo c e ativagao da cascata

de caspases.?®

A vulnerabilidade do trofoblasto ao estresse oxidativo € exacerbada pelo fato de
que a placenta € um 6rgao rico em mitocéndrias, devido a sua alta demanda energética
para o transporte ativo e biossintese hormonal.”® O dano mitocondrial induzido por
xenobidticos pode, portanto, potencialmente comprometer a bioenergética placentaria,
levando a faléncia funcional e morte celular.> Outrossim, o estresse oxidativo no reticulo
endoplasmatico (RE) ativa a Resposta a Proteinas Mal Dobradas (UPR), uma via de
sinalizagcdo que, se ativada cronicamente, desvia a célula da sobrevivéncia para a

apoptose, um fendmeno observado em placentas de gestagées com RCIU.2

2.5 JUSTIFICATIVA

A relevancia deste estudo fundamenta-se na crescente e imensuravel exposi¢cao da
populagdo gestante a contaminantes ambientais, especificamente as BPs, presentes em
uma vasta gama de produtos de consumo e uso diario. Apesar de comprovada

capacidade de atravessar a barreira placentaria e atingir o compartimento fetal, existe
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uma significativa lacuna no conhecimento cientifico acerca de seus efeitos diretos na

funcionalidade das células trofoblasticas de primeiro trimestre.

Um amplo espectro de estudos toxicolégicos existentes tém o enfoque em
desfechos classicos de morte celular aguda, muitas vezes negligenciando alteragoes
funcionais sutis, mas criticas, como a inibicdo da migragao celular e a senescéncia
metabdlica. A integridade destes processos € fundamental para a invaséo trofoblastica
adequada e para o remodelamento das artérias espiraladas; dado que falhas nesta etapa
sao a base etioldégica de sindromes obstétricas graves, como a pré-eclampsia e a
restricdo de crescimento intrauterino. Portanto, a investigagdo dos mecanismos de
toxicidade da BP-2 e da BP-3 utilizando uma abordagem multiparamétrica é
fundamenta-se na essencialidade de elucidacdo da capacidade de comprometimento da
placentacéo via esses compostos, ndo apenas pela letalidade, mas pela perda de fungao
celular, fornecendo subsidios cientificos relevantes para a avaliagcdo de risco e a

regulagdo do uso destas substancias durante a gestagao.

2.6 OBJETIVOS

2.6.1 Objetivo Geral

Avaliar e comparar os efeitos citotoxicos, metabdlicos e funcionais da
Benzofenona-2 e Benzofenona-3 sobre a linhagem de células trofoblasticas humanas
HTR-8/SVneo, com o intuito de compreender o impacto destes filtros UV na fisiologia

placentaria inicial.

2.6.2 Objetivos Especificos

1. Determinar a citotoxicidade metabdlica: Avaliar a viabilidade celular e
calcular a Concentracao Inibitéria Média da BP-2 e BP-3 através do ensaio
de MTT em diferentes tempos de exposig¢ao (24, 48 e 72 horas).

2. Avaliar a funcionalidade celular: Investigar o impacto das BPs na capacidade
migratoéria dos trofoblastos, simulando o processo de invasao, através do

ensaio de cicatrizagao de feridas.

Versao Final Honol ogada
26/ 01/ 2026 18:00



20
3. Analisar a integridade nuclear e densidade celular: Quantificar a densidade

de células aderidas, comparando o tratamento com BPs e o controle, e
avaliar qualitativamente a morfologia nuclear com a sonda fluorescente
Hoechst 33342.

4. Investigar mecanismos de morte e estresse oxidativo: Verificar a ocorréncia
de necrose litica e geragcdo de espécies reativas de oxigénio através das
sondas lodeto de Propidio e CellROX® Green, respectivamente, para apurar

o perfil toxicolégico dos compostos.

3 METODOLOGIA

A abordagem metodoldgica deste estudo foi delineada para investigar a toxicidade
das BPs em células trofoblasticas. A metodologia visou incorporar técnicas de analise
celular multiparamétrica para correlacionar viabilidade, morfologia nuclear, integridade de

membrana e estado redox na mesma populacéo celular.

3.1 CULTURA E MANUTENGAO CELULAR

A linhagem celular de trofoblasto extraviloso humano HTR-8/SVneo foi utilizada
como modelo experimental. As células foram gentilmente doadas pela Profa. Dra. Estela
Bevilacqua do Laboratério de Pesquisa de Interacbes Materno-fetal e Placenta da
Universidade de Sao Paulo. As células, em passagem 10, foram mantidas em condi¢cbes
de cultura estéreis e padronizadas para preservar as suas caracteristicas fenotipicas e
estabilidade gendmica. O meio de cultura utilizado foi o RPMI-1640, suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB), de modo a garantir o aporte de fatores de crescimento e
horménios essenciais. Para a prevengdao de contaminagcdo bacteriana, o meio foi
fortificado com 100 pg/mL do antibidtico estreptomicina.

As culturas foram incubadas a 37°C em uma atmosfera umidificada contendo 5%
de diéxido de carbono (CO,). O meio de cultura foi renovado a cada 48-72 horas, e as
células foram submetidas a passagens (repiques) enzimaticas utilizando tripsina-EDTA a
0,25% quando atingiam aproximadamente 80-90% de confluéncia, evitando o crescimento
excessivo que poderia induzir diferenciagdo ou estresse por contato.” Para todos os

experimentos, utilizou-se células entre a 3% e a 72 passagem apds o descongelamento
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para minimizar a variabilidade experimental associada a deriva genética em cultura

prolongada.

3.2 PREPARO DAS SOLUGCOES DE TRATAMENTO

Os compostos teste, BP-2 (massa molar de aproximadamente 246,24 g/mol) e
BP-3 (massa molar de aproximadamente 228,25 g/mol), foram adquiridos com elevado
grau de pureza analitica (Sigma-Aldrich). Para o preparo das solugdes estoque na
concentragdo padrao de 10 mg/mL, dissolveu-se 10 mg de cada composto em 1 mL de
Dimetilsulfoxido (DMSO) estéril. As solugbes estoque foram armazenadas ao abrigo da
luz a 4°C, seguindo recomendagdes de estabilidade. No momento do uso, as solugdes
foram diluidas em série em meio de cultura para obter as concentragdes finais de teste,
assegurando que a concentracdo final de DMSO nao excedesse 0,1% (v/v) nos pogos

experimentais para evitar toxicidade pelo veiculo.?®

3.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE METABOLICA E DETERMINAGAO DO IC50
(ENSAIO MTT)

Para a quantificacdo da citotoxicidade e determinagcao da Concentracao Inibitéria
Média (IC50), empregou-se o ensaio colorimétrico de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazodlio). O principio deste ensaio baseia-se na
capacidade das células metabolicamente ativas e viaveis reduzirem o sal de tetrazodlio
amarelo em cristais de formazan de cor purpura insolUveis em agua. Esta reagao ocorre
principalmente nas mitocéndrias, mediada por enzimas desidrogenases dependentes de

NAD(P)H, como a succinato desidrogenase.*

Para o plaqueamento, as células foram tripsinizadas e contadas para determinagao
da concentracao celular. A suspensao foi ajustada para semear uma densidade de 5.000
células por pogo em placas de 96 pogos para o ensaio MTT. A partir das solugdes estoque
de BPs, realizou-se uma diluicdo seriada em meio de cultura para estabelecer a curva de
dose-resposta. O tubo inicial foi preparado misturando-se 100 pL da solugao estoque com
900 uL de meio, resultando na concentragdo maxima de 1.000 pg/mL (aproximadamente
4mM). Subsequentemente, realizaram-se diluigdes seriadas de razédo 1:2 (500 pL da
solugao anterior em 500 pyL de meio) até o oitavo tubo, obtendo-se concentrag¢des finais

que variam de 1.000 yg/mL a 7,812 ug/mL. Um controle negativo de veiculo foi preparado
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contendo a concentragao final de 10% de DMSO, e para o controle positivo utilizou-se

apenas meio de cultura. As células, previamente semeadas em placas de cultura de 96
pocos, foram tratadas com 50 pL de cada diluigdo e incubadas por periodos de 24, 48 e

72 horas para avaliagao da toxicidade aguda e cumulativa.

Apos os periodos de incubacao determinados (24h, 48h e 72h), adicionou-se 10 pL
do reagente MTT a cada pog¢o, procedendo-se a uma incubacdo adicional de 4 horas a
37°C e 5% de CO,. O sobrenadante foi entdo descartado e adicionaram-se 50 uL de
DMSO por pocgo para a solubilizagao dos cristais de formazan. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotobmetro de placa nos comprimentos de onda de 570 nm e 630
nm, permitindo o calculo da porcentagem de viabilidade celular e a determinagéo do IC50,

através do software estatistico padrao GraphPad Prism.

3.4 ENSAIO DE MIGRAGAO CELULAR (WOUND HEALING ASSAY)

A capacidade funcional das células HTR-8/SVneo de migrar, simulando o processo
de invaséo trofoblastica, foi avaliada através do ensaio de cicatrizagao de feridas (“scratch
assay”). As células foram cultivadas em placas de 24 pocgos por 24 horas, de modo a
formar uma monocamada celular coesa e uniforme. Utilizando-se uma ponteira de pipeta
estéril de 200 pL, realizou-se uma incisdo mecanica linear no centro de cada poco,
removendo uma faixa de células e criando uma “ferida” livre de células com bordas

definidas, seguindo indicagdes de protocolos experimentais analisados.?’

Imediatamente apds a realizagao da ferida, os pogos foram lavados suavemente
com PBS para remogao das células soltas e detritos celulares que pudessem interferir na
analise. O meio de cultura foi entdo substituido por meio contendo as concentracdes teste
de 100 uM de BP-2 e BP-3, correspondentes a IC90 aproximadamente, determinada pelo
ensaio MTT. Para o controle utilizou-se apenas meio de cultura. Vale salientar que, em
outros protocolos experimentais, conduziu-se o ensaio em condi¢ées de baixo soro (1%
SFB) visando minimizar a contribuicdo da proliferagdo celular no fechamento da ferida e
focar primordialmente na migragdo.**> No entanto, tal protocolo nido foi aplicado no

presente estudo.

A documentacao visual da ferida foi realizada através de um microscopio invertido
com camera. Imagens foram capturadas da ferida no tempo inicial (Oh) e apds 24 e 48
horas de incubacdo. A quantificagcdo da migracao foi realizada utilizando software de

analise de imagem Imaged, medindo a area livre de células nos diferentes pontos
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temporais. Alternativamente, a taxa de migracdo pode ser expressa como a porcentagem

de fechamento da ferida.** A porcentagem de fechamento aumentara a medida que as

células migrarem ao longo do tempo:

A
% Fechamento da Ferida = l%lx 100% (equagao 1)

t=0

Onde:
Aon € a area da ferida medida imediatamente apds o risco (0Oh).

Acan € a area da ferida medida 48h horas apds o arranhao ser realizado.

3.5 ANALISE DE TRIAGEM MULTIPARAMETRICA

Para a avaliagdo dos efeitos citotoxicos e oxidativos, empregou-se uma abordagem
de triagem multiparamétrica. As células foram semeadas em microplaca de 6 pogos com
uma laminula circular por pogo e, apos a adesao, tratadas com 100 yM de BP-2 e BP-3
por 24 horas. Esta concentracdo foi selecionada como uma dose de triagem
representativa para avaliar danos subletais e funcionais. O meio de cultura foi removido e
as ceélulas foram incubadas com um coquetel de sondas fluorescentes especificas
(Hoechst 33342, CellROX Green e lodeto de Propidio) para a andlise simultdnea de

diferentes parametros celulares.

3.5.1 Marcagao Nuclear com Hoechst 33342

O Hoechst 33342 foi utilizado como corante nuclear primario. Este composto
bis-benzimida € permeavel a membrana celular e liga-se com alta afinidade as regides
ricas em adenina-timina no sulco menor do DNA de fita dupla. Mediante excitagao por luz
ultravioleta, emite uma fluorescéncia azul intensa.** No presente estudo, utilizou-se
Hoechst 33342 nao apenas para identificagdo da localizagao nuclear, mas como uma
ferramenta quantitativa para o ensaio de contagem de células e avaliagdo morfologica da
cromatina. A andlise de imagem quantifica o numero de células remanescentes aderidas

apos o tratamento, oferecendo uma medida de citotoxicidade/deslocamento celular. A
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intensidade e distribuicdo da fluorescéncia permite a distincdo entre nucleos normais

(cromatinas difusas) de nucleos em apoptose, que apresentam condensag¢ao cromatinica
(picnose) ou fragmentagdo nuclear (cariorrexe), caracterizadas por um sinal de

fluorescéncia mais intenso e pontual.®®

3.5.2 Avaliacéo de Estresse Oxidativo Intracelular (CellROX Green)

O CellROX Green foi incorporado para a deteccao especifica e sensivel de
estresse oxidativo. Essa sonda fluorogénica de nova geragédo é permeavel a célula e, no
seu estado reduzido, exibe fluorescéncia minima. No entanto, na presenga de ROS no
citoplasma — incluindo radical hidroxila e superdxido — a sonda é oxidada e liga-se ao
DNA, emitindo uma fluorescéncia vermelha profunda estavel e brilhante, com picos de
excitagdo/emissdo de aproximadamente 485/520 nm.*® A intensidade do sinal
fluorescente do CellROX é diretamente proporcional a carga de ROS intracelular
acumulada, permitindo quantificar o grau de estresse oxidativo induzido pelas BPs em

células individuais.®

3.5.3 Avaliacdo da Integridade de Membrana por lodeto de Propidio (PI)

O lodeto de Propidio foi utilizado para avaliar a integridade da membrana
plasmatica, um marcador canénico de morte celular necroética ou apoptose tardia. O Pl é
uma molécula intercalante de DNA que é impermeavel a membranas celulares intactas de
células viaveis. Consequentemente, a sua internalizacdo e ligacdo ao DNA (resultando
em fluorescéncia vermelha com excitagcdo de aproximadamente 535 nm) ocorrem apenas
em células que perderam a integridade da barreira da membrana.** A combinacéo de PI
com Hoechst permite diferenciar células vivas (Hoechst+/Pl-), células em apoptose

precoce (Hoechst brilhante/PI-) e células mortas/necroéticas (Hoechst+/Pl+).’

3.5.4 Protocolo de Coloragao Multiplex e Aquisicao de Imagens

Apods o tratamento experimental, as células foram lavadas com PBS e incubadas

com CellROX Green na concentragao final de 5 uM, e 1 yL/mL de PI, em meio completo,
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por 30 minutos a 37°C, protegidas da luz. Decorrido o periodo de incubagao, realizou-se

trés lavagens com PBS, e fixou-se com formaldeido por 15 minutos a 4°C. Em seguida,
lavou-se a placa uma vez com PBS. Armazenou-se a placa tratada com PBS a 4°C por 96
horas. Decorrido o periodo de repouso, incubou-se 2 uL/mL de Hoechst 33342 por 30
minutos, e preparou-se a lamina para analise em microscopia de epifluorescéncia. A
aquisicdo de imagens foi realizada imediatamente apds a coloragdo com Hoechst,
capturando-se multiplos campos por tratamento para garantir representatividade

estatistica.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram compilados e expressos como média + desvio padrao
(DP) das replicatas experimentais. A normalidade da distribuicdo dos dados foi assumida
para a aplicagao dos testes paramétricos.

Para a avaliagao da citotoxicidade (ensaio MTT), as curvas de dose-resposta foram
ajustadas por regressao nao-linear para o calculo da IC50 e do coeficiente de
determinagao (R?), utilizando software estatistico GraphPad Prism.

Para os ensaios funcionais, especificamente a analise do scrafch assay a
comparagao entre as médias dos grupos tratados com as BPs e o grupo controle foi
realizada utilizando o teste t de Student para amostras independentes. Valores de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A investigagao centrou-se na determinacao dos impactos das BPs na homeostase
metabdlica e na sobrevivéncia global das células trofoblasticas HTR-8/SVneo. Os dados
gerados através do ensaio MTT, complementados pela contagem nuclear com Hoechst
33342, e avaliagdo da migragao celular revelaram um padréo de toxicidade dependente

da dose e da estrutura quimica dos compostos.

4.1 ANALISE CINETICA DA CITOTOXICIDADE E DETERMINACAO DO IC50
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A viabilidade celular e a poténcia citotéxica dos compostos foram avaliadas

quantitativamente através do calculo da Concentragéo Inibitéria Média (IC50) nos tempos
de 24, 48 e 72 horas. A analise integrada das curvas de dose-resposta e dos valores de
IC50 revelou perfis toxicoldgicos distintos e dependentes do tempo para a BP-2 e a BP-3.

Nas primeiras 24 horas de exposi¢cao aos compostos, os dados apontam para uma
toxicidade acentuada para a BP-2. A analise comparativa direta entre as BPs evidenciou
uma distingdo expressiva nos seus perfis toxicolégicos. As curvas de dose-resposta
obtidas pelo ensaio MTT demonstraram que a BP-2 exerce um efeito citotdxico
significativamente mais potente do que a BP-3 em concentragbes equimolares.
Observou-se um declinio estatisticamente significativo na atividade mitocondrial das
células expostas a BP-2 em concentragdes mais baixas do que aquelas necessarias para
observar efeitos similares com a BP-3.

Esta resposta pode ser visualizada na Figura 2, onde a curva da BP-2 (vermelha)
apresenta um deslocamento para a esquerda (maior poténcia) em relagdo a BP-3 (azul),

resultando no menor IC50 registrado no estudo (278,0 uM vs 607,2 uM).

Figura 2. Curvas de dose-resposta da viabilidade celular de trofoblastos HTR-8/SVneo
expostos a Benzofenona-2 (BP-2, vermelho) e Benzofenona-3 (BP-3, azul) por 24h (A),
48h (B) e 72h (C). O eixo Y representa a % de viabilidade celular e o eixo X representa o
logaritmo da concentragao [uM]. As linhas pontilhadas vermelhas indicam o limiar de 50%
de viabilidade. Observe o deslocamento das curvas da BP-3 para a esquerda ao longo do
tempo (aumento da toxicidade) e o deslocamento das curvas da BP-2 para a direita

(reducgao da toxicidade aparente).
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Fonte: o autor, 2025.
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Esse fenbmeno pode relacionar-se com as propriedades moleculares dos
compostos, racionalizando-se pela analise da estrutura quimica esta hierarquia de
toxicidade. A BP-2 possui uma estrutura polihidroxilada, contendo quatro grupos hidroxila
(-OH) distribuidos nos dois anéis aromaticos, enquanto a BP-3 possui apenas um grupo
hidroxila e um grupo metoxi (-OCH;). A presengca de multiplos grupos hidroxila,
particularmente na configuragéo orto ou para, aumenta a reatividade quimica da molécula.
Estudos toxicolégicos sugerem que polifendis e compostos polihidroxilados podem sofrer
autoxidagado ou metabolizagdo enzimatica gerando quinonas reativas, que s&o potentes
eletrofilicos capazes de formar adutos com proteinas e DNA, além de participarem em
ciclos redox que geram estresse oxidativo.’

A redugcdo na conversao do MTT em formazan reflete primariamente o
comprometimento da fungcdo mitocondrial. Dado que a placenta é um o6rgao
energeticamente exigente, a inibicdo da respiracdo mitocondrial induzida pela BP-2
sugere um mecanismo de toxicidade que pode privar o trofoblasto da energia necessarias
para fungdes vitais como o transporte de nutrientes e a sintese hormonal.

No entanto, a avaliacao longitudinal (48 e 72h) revelou uma inversao neste padrao,
conforme sumarizado pela figura 3. Enquanto a BP-2 apresentou um aumento nos valores
de IC50 ao longo do tempo, — indicando uma possivel adaptagéo celular ou instabilidade

do composto — a BP-3 exibiu um perfil de toxicidade cumulativa.

Figura 3. Dinamica temporal dos valores de IC50 (ug/mL) para BP-2 (A) e BP-3 (B). (A) A
BP-2 apresenta alta toxicidade em 24h (barra baixa), seguida por um aumento expressivo
do IC50 em 48 e 72h, indicando menor toxicidade a longo prazo. (B) A BP-3 demonstra
um padrao inverso, com reducao gradual e progressiva do IC50 ao longo do tempo (24h >

48h > 72h), evidenciando um efeito citotoxico dependente da acumulagao temporal.
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Fonte: o autor, 2025.

Segundo os dados, o IC50 da BP-3 caiu de 607,2 uM (24h) para 372,8 uM (72h),
confirmando que a BP-3, embora menos potente que a BP-2 em termos de citotoxicidade
imediata, reduz a viabilidade em concentragdes mais elevadas e tempos prolongados.
Essa analise indica que, apesar da sua menor reatividade intrinseca, a acumulagao
lipofilica intracelular pode eventualmente atingir limiares toxicos. 3 Este comportamento
sugere que a BP-3 representa um risco significativo em exposi¢cdes crbnicas, tipicas do

uso diario e frequente de produtos de cuidados pessoais.

4.2 IMPACTO FUNCIONAL NA MIGRACAO

A integridade estrutural e a viabilidade do trofoblasto sdo condigdes necessarias,
mas nao suficientes, para uma placentagao bem-sucedida. A fungao critica do EVT é a
sua capacidade de migrar e invadir a decidua materna para remodelar as artérias
espiraladas.® O ensaio de cicatrizagdo de feridas (scratch assay) foi conduzido para
avaliar se as BPs interferem nesta funcido celular complexa, independente da sua
toxicidade letal imediata.

4.2.1 Analise da Motilidade Celular

Para quantificar a migracdo, a area livre de células (“ferida”) foi mensurada
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digitalmente nos tempos 0, 24 e 48 horas. A figura 4 ilustra o processo de analise de

imagem empregado, onde a ferida (Painel A) é convertida em uma mascara binaria

(Painel B) para calculo da area desnudada.

Figura 4. Representagdo metodologica da analise da area da ferida. (A) Fotomicografia
de células HTR-8/SVneo capturada no momento inicial (Oh) sob tratamento com BP-2. (B)
Processamento digital de imagem correspondente utilizando o software Imaged,
demonstrando a delimitacdo da area livre de células (mascara binaria) utilizada para

calculos de migragéo.

Fonte: o autor, 2025.

A analise cinética do fechamento da ferida revelou comportamentos distintos entre
0s grupos experimentais. O grupo controle exibiu o0 maior nivel de migragao, atingindo um
fechamento de aproximadamente 87% apos 48 horas. Este perfil € consistente com o
fendtipo altamente invasivo esperado para células EVT saudaveis, conforme demonstrado

pela linha de tendéncia ascendente na figura 5.

Figura 5. Cinética do fechamento da ferida em células HTR-8/SVneo expostas as BPs. O
grafico representa a porcentagem média de fechamento da ferida (x erro padrao) ao longo
de 48 horas. Nota-se a progressao linear vigorosa do grupo Controle (verde) em contraste
com a inibicdo da migragdo observada nos grupos tratados com BP-3 (azul) e BP-2

(laranja).
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Fonte: o autor, 2025.

Em contraste, a exposicdo a BP-3 resultou em inibicdo significativa da motilidade
celular (p < 0,01), estabilizando em uma taxa de fechamento préxima a 45-50%. A analise
estatistica apresentada na tabela 1 infere que apenas a BP-3 diferiu significativamente do
controle, enquanto a BP-2, apesar da tendéncia de reducado, nao atingiu o limiar de

significancia estatistica.

Tabela 1. Andlise estatistica comparativa do fechamento da ferida (48h).

Comparagao Valorp  Significancia Interpretagao

Controle vs BP-3 p <0,01 Significativo (**) Diferenga real: inibicdo da migracao

Controle vs BP-2 p >0,05 Nao significativo Sem diferenga estatistica comprovada

Nota: A significancia foi determinada pelo teste t de Student ndo pareado/independente para
amostras independentes no tempo de 48h. (**) indica p < 0,01.
Fonte: o autor, 2025.

Embora ndo tenha atingido a significancia estatistica (p > 0,05) em relagdo ao
controle, a BP-2 também demonstrou redugdo na migragdo (fechamento ~40~45%),
apresentando valores absolutos de area aberta similares a BP-3 ao final de 48 horas,
conforme detalhado na figura 6. Apesar da auséncia de significancia estatistica estrita, o

efeito biologico de “estagnacdo” da ferida causado pela BP-2 é visualmente evidente, e
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sugere um efeito de classe, onde ambas as BPs prejudicam a capacidade de fechamento

da monocamada.

Figura 6. Quantificagdo da area da ferida ao longo do tempo. As barras representam a
area média da ferida nos tempos Oh, 24h e 48h para os grupos BP-2 (branco), BP-3
(cinza) e Controle (preto). As linhas de tendéncia ilustram a velocidade de redugdo da
area, evidenciando que o controle apresenta a maior taxa de fechamento (maior
inclinagao negativa), enquanto os tratamentos mantém areas abertas maiores ao final do

experimento.
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Fonte: o autor, 2025.

4.2.2 Interpretagao: Paralisia Funcional vs. Citotoxicidade

O conjunto dos dados indica que a BP-3 exerce um duplo impacto sobre as células
HTR-8/SVneo, promovendo redugdo da viabilidade e inibicdo da migracdo. Destaca-se
ainda que a inibicado da migragao foi observada inclusive em concentragdes ou tempos no
qual a morte celular total ndo havia ocorrido, implicando um efeito funcional precoce. As
células permanecem vivas e aderidas, mas tornam-se estaticas ou disfuncionais.

A quantificagdo da “area nao coberta” (uncovered area) significativamente maior no
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grupo BP-3 sugere uma paralisia parcial da maquinaria motora celular.?® Este fenédmeno

pode estar associado a interferéncia nas vias de sinalizacdo do citoesqueleto, como a
desregulacédo de proteinas de adesao focal ou inibicdo de metaloproteinas (MMPs), cuja
ativacdo é comprovadamente um mecanismo vital para a proliferagcao e invasao eficaz da
linhagem HTR-8/SVneo.? A interrupgdo destas vias por xenobidticos resulta na paralisia

da maquinaria motora celular observada neste estudo.

4.3 ANALISE MULTIPARAMETRICA E LIMITACOES METODOLOGICAS

Para investigar os mecanismos de citotoxicidade, realizou-se uma triagem
multiparamétrica em células HTR-8/SVneo tratadas com 100 uM de BP-2 e BP-3 por 24
horas. O protocolo incluiu a marcagdo nuclear com Hoechst 33342, avaliacdo de
integridade de membrana com lodeto de Propidio (Pl) e detecgao de ROS com CellROX®
Green. E importante notar que, devido a restricdes logisticas experimentais, as placas
foram fixadas e mantidas em PBS a 4°C por 96 horas antes da aquisicao das imagens,

um fator considerado na interpretacdo dos dados de fluorescéncia labéis.

4.3.1 Quantificagdo da Densidade Celular

A analise dos nucleos revelou um padrao inesperado de densidade celular nos
grupos tratados. Nao houve perda massiva de células e “campos vazios”, ao contrario,

observou-se um fendmeno de retencao celular dependente do tratamento.

Conforme demonstrado na figura 7, o grupo controle apresentou a menor
densidade celular média (~48 células/campo). Em contraste, os grupos expostos as BPs
exibiram densidades significativamente maiores. O tratamento com BP-2 resultou em uma
densidade intermediaria (~112 células/campo), enquanto a BP-3 induziu um acumulo
celular acentuado, atingindo uma média de ~292 células/campo - um valor

aproximadamente seis vezes superior ao do controle.

Figura 7. Andlise quantitativa e qualitativa da densidade celular em células HTR-8/SVneo
coradas com Hoechst 33342 (24h). (A-C) Micrografias de fluorescéncia representativas
(ampliagcao objetiva 10x) com os nucleos marcados em azul. (A) Grupo BP-2. (B) Grupo

BP-3. (C) Grupo Controle. (D) Exemplo de mascara binaria de segmentacao utilizada para
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a contagem automatizada de nucleos via software Imaged. (E) Grafico de barras

representando a média de células por campo (x desvio padrdo). Nota-se o aumento

expressivo da retencao celular no grupo BP-3 comparado ao controle.
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Fonte: o autor, 2025.

4.3.2 Avaliagdo Morfologica e Qualitativa

A Inspecéo visual das microfotografias indica que o aumento da densidade celular
estd associado a presencga de nucleos morfologicamente integros, e ndo a artefatos de
imagem. Nao foi observado um aumento evidente de caracteristicas tipicas de apoptose
tardia ou necrose, como picnose intensa ou cariorrexe, em nenhum dos grupos tratados.
A Tabela 2 detalha as caracteristicas observadas, destacando que, apesar da alta

densidade nos grupos tratados, a arquitetura nuclear permaneceu preservada.

Tabela 2. Comparagao Qualitativa Comparativa das Imagens Hoechst.

Parametro Controle (Figura 6C) BP-2 (Figura 6A) BP-3 (Figura 6B)
Densidade Baixa. Nucleos Intermediaria. Maior Alta. Forte acumulo
dispersos. que o controle. celular no campo.
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Morfologia Nucleos bem definidos,  Preservada, com Preservada, com
tamanhos homogéneos. poucos sinais de poucos sinais de
fragmentacgao. fragmentacgao.
Distribuicao Relativamente dispersa, Leve tendéncia a Distribuicdo densa e
poucos agrupamentos. agrupamentos. relativamente
homogénea.

Interpretagéo Populagéo celular tipica A densidade visual ¢ O maior numero de

Visual de cultura com alta maior que a do nucleos entre as
mobilidade/turnover. controle, indicando condigdes sugere
auséncia de perda forte retencéo
celular massiva. celular e inibigao da
dispersao.

Fonte: o autor, 2025.

4.3.3 Avaliacao de Estresse Oxidativo e Necrose: Consideracdes Técnicas

A anadlise com as sondas CellROX Green para estresse oxidativo, e Pl para
necrose nao resultou em sinais fluorescentes detectaveis nos grupos tratados ou controle.
Embora a auséncia de sinal pudesse sugerir falta de toxicidade oxidativa ou litica, o
intervalo de 96 horas entre a fixagcdo e a leitura impde cautela na interpretacdo dos

resultados.

O CellROX Green é retido apés fixagdo com formaldeido, mas sua estabilidade a
longo prazo em meio aquoso (PBS) é limitada, podendo ocorrer perda de sinal por difusao
ou oxidagdo espontanea.*® Similarmente, o PI, embora intercalante, pode ter sua
fluorescéncia reduzida ou lixiviada durante o armazenamento prolongado sem meio de
montagem antifade.*® Portanto, ndo € possivel excluir a ocorréncia de estresse oxidativo
transiente ou ruptura de membrana com base nestes dados especificos. Contudo, a
auséncia de debris celulares ou nucleos “fantasmas” na microscopia e analise via Hoechst
reforca que, se houve morte necrética, ela nao foi o evento predominante responsavel

pela perda de fungao observada.

4.4 DISCUSSAO INTEGRADA: DESACOPLAMENTO METABOLICO FUNCIONAL

Apesar das limitagbes na detec¢cdo de ROS, a integracdo dos dados pelo ensaio

MTT, Hoechst e Scratch Assay permite delinear o mecanismo de agédo das BPs avaliadas
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neste estudo.

O cenario observado aponta para uma dicotomia entre citotoxicidade metabdlica e
paralisia funcional. Sendo o fenbmeno mais intenso de desacoplamento induzido pela
BP-3, sugerindo um estado de dorméncia ou senescéncia induzida por estresse, no qual a
célula ndo apresenta fungbes ndo essenciais para a sua sobrevivéncia.?® Quanto a
paralisia migratéria, a alta densidade celular nos campos tratados com BP-3, em contraste
com a dispersao do controle, corrobora com os dados do ensaio de cicatrizacio, visto que

a analise inferiu que as células perderam sua capacidade migratéria e de disperséao.

Em contrapartida, a BP-2 exibiu um comportamento intermediario. Embora tenha
causado um choque metabdlico mais severo em 24h (menor IC50 no MTT), a retengao de
células no campo (~112 células) foi menor que a da BP-3, sugerindo um componente de
toxicidade letal mais pronunciado, levando a perda parcial de células ou a uma inibigcao
menos eficiente da dispersdo celular em comparagcdo a BP-3. A falta de significancia
estatistica na inibicdo da migragao pela BP-2 refor¢ga que seu impacto funcional é mais

variavel e menos especifico que o da BP-3.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo visou elucidar os efeitos citotoxicos e funcionais de dois filtros
ultravioleta amplamente disseminados, a Benzofenona-2 e a Benzofenona-3, sobre a
fisiologia de células trofoblasticas de primeiro trimestre (HTR-8/SVneo). A integracao de
dados metabdlicos, morfolégicos e de motilidade permitiu tracar perfis toxicolégicos
distintos para cada composto, desafiando a interpretacdo direta de que a auséncia de

morte celular imediata equivale a seguranga toxicolégica.

Neste estudo demonstrou-se que a BP-2 exerce uma toxicidade metabdlica severa.
A sua estrutura polihidroxilada induziu um colapso quase total da atividade mitocondrial
nas primeiras 24 horas de exposi¢ao, mesmo em concentragdes inferiores as da BP-3.
Contudo, esse efeito apresentou variacdo ao longo do tempo, sugerindo possiveis

mecanismos de adaptacao celular ou instabilidade quimica do composto.

Em contraposicdo, a BP-3 revelou um perfil de toxicidade leve e crbénica , de
particular relevancia clinica. Embora menos potente em induzir faléncia metabdlica
imediata, a BP-3 demonstrou toxicidade cumulativa em exposi¢cdes prolongadas (48 e

72h), e sua capacidade de induzir estado de quiescéncia metabdlica e paralisia funcional

Versao Final Honol ogada
26/ 01/ 2026 18: 00



36
€ particularmente preocupante. Como evidenciado pela alta densidade nuclear pela

analise multiparamétrica, as células expostas a BP-3 permaneceram viaveis e fisicamente
aderidas a placa, porém tornaram-se incapazes de migrar, resultando em uma falha

significativa no fechamento da ferida in vitro conforme o ensaio scratch assay.

A analise multiparamétrica foi fundamental para refinar o mecanismo de acao,
indicando que estes efeitos deletérios podem ocorrer na auséncia de necrose litica,
ilustrado pelas membranas integras, ou na auséncia de surtos oxidativos agudos
detectaveis nas condi¢oes testadas. Os resultados suportam a hipétese de que as BPs
atuam através de vias de sinalizagdo que bloqueiam a motilidade celular e deprimem o
metabolismo energético, mimetizando o fendtipo de trofoblastos disfuncionais observados

na fisiopatologia da pré-eclampsia e da restricdo de crescimento intrauterino.

Em sintese, conclui-se que a exposicdo a estes contaminantes ambientais,
especialmente a BP-3, possui o potencial de comprometer etapas criticas da placentagao,
como a invasao trofoblastica por perda de funcionalidade. Os dados apresentados
reforcam a necessidade de estabelecer critérios mais restritivos para o uso de filtros UV
organicos durante a gestacao, e incentivam a adog¢ao do principio da precaugdo na
formulacdo de produtos de cuidados pessoais. Recomenda-se que estudos futuros
investiguem as vias moleculares especificas envolvidas na paralisia migratéria e avaliem
o impacto crénico em modelos de organdides placentarios, visando aproximar ainda mais

os resultados da complexidade do ambiente in vivo.
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