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Resumo

O Bisfenol-A (BPA) € um mondmero amplamente utilizado na producéo de plastico policarbonato. Apresenta
efeitos no sistema enddcrino que podem resultar em alteragdes como aumento da incidéncia de cancer de mama
e prostata. Objetivou-se avaliar os efeitos de exposicdo ao BPA in vivo. Para isso camundongos C57BI/6
receberam BPA na agua durante 6 semanas. Foram coletadas as glandulas salivares maiores, lingua, mucosa
jugal, palato, glandulas mamarias das fémeas (n=10) e prostata dos machos (n=30). Observou-se aumento da
espessura do epitélio e queratina das mucosas orais e reducdo do numero de &acinos das glandulas
submandibulares. Nos machos notou-se aumento do ndamero de tdbulos granulares convolutos e alteracdes
morfolégicas no lobo anterior prostatico. Ndo houve hiperplasia epitelial nas glandulas mamarias das fémeas.
Conclui-se que a exposicao cronica ao BPA induz alteracdes morfolégicas na mucosa oral, glandulas salivares
e prostata de camundongos, sugerindo efeitos em tecidos normais.
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Introducao

O Bisfenol-A (BPA) (4,4-isopropilidenodifenol) € um mondmero plastico sintético composto por dois anéis
fendlicos, aplicado na sintese de policarbonatos e resinas ep6xi (MICHALOWICZ, 2014). E amplamente utilizado
na industria para a producdo de garrafas plasticas, eletroeletronicos, latas de alimentos, resinas de uso
odontolégico e diversos outros materiais de uso diario (MICHALOWICZ, 2014; VOGEL, 2009). Devido a larga
aplicabilidade, o BPA é um dos principais produtos quimicos sintetizados mundialmente, com mais de 3,8 milhdes
de toneladas produzidas somente em 2014 (HOEKSTRA; SIMONEAU, 2013; MICHALOWICZ, 2014;
VANDENBERG et al., 2010).

A principal via de exposicéo ao BPA é aingestao oral, que pode ocorrer por meio da hidrélise do polimero
para alimentos e bebidas (HOEKSTRA; SIMONEAU, 2013; KANG; KONDO; KATAYAMA, 2006). Outras formas
de exposicao incluem o contato por meio do ar, do solo, ou através da pele (BIEDERMANN; TSCHUDIN; GROB,
2010; HOEKSTRA; SIMONEAU, 2013; RUBIN, 2011; ZALKO et al.,, 2011). Em decorréncia da constante
exposicao e facil absorgéo, o BPA ja foi detectado em amostras humanas de soro, saliva, urina, liquido aminidético,
leite materno, dentre outros liquidos corporais (HOEKSTRA; SIMONEAU, 2013; RUBIN, 2011; VANDENBERG
et al., 2007, 2010).

Na década de 30 foi descoberta a atividade estrogénica do BPA (DODDS; LAWSON, 1936). Este atua a
nivel celular como xenoestrégeno mimetizando o 173-estradiol e sensibilizando receptores de estrégeno e de
androgeno, mesmo em concentragdes muito baixas, levando a uma interrupgao das vias de sinalizacéo induzidas
pelo estrégeno (ROUTLEDGE et al., 2000; WETHERILL et al., 2005). O contato do BPA com humanos e animais
pode induzir efeitos hepatotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos em virtude do seu potencial oxidativo e
mutagénico (KERI et al., 2007; RICHTER et al., 2007; HASSAN et al., 2012). Nesse contexto, o BPA j& foi
considerado possivel contribuinte em processos tumorigénicos humanos, como no cancer de mama, préstata e
ovario (BILANCIO et al., 2017; SHAFEI et al., 2018a, 2018b). O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do
BPA em um modelo in vivo murino de exposi¢éo crénica ao BPA por ingestdo oral.



712 Reunido Anual da SBPC - 21 a 27 de julho de 2019 - UFMS - Campo Grande / MS

Metodologia

Animais C57BL/6 (30 machos e 10 fémeas) com aproximadamente 6 semanas, foram obtidos no Biotério
Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), mantidos no biotério do Laboratério de
Imunofarmacologia do ICB-UFMG sob condi¢gBes controladas de iluminacdo e temperatura, dieta padrdo para
camundongo, agua ad libitum, sendo pesados semanalmente.

Os animais foram separados em trés grupos: 11 camundongos machos tratados com BPA (Sigma, St.
Louis, MO, USA) diluido semanalmente na agua de beber na concentracdo de 200mg/L; 10 animais machos
tratados com o veiculo de diluicdo do BPA, o dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich), na maior concentragao
utilizada no grupo experimental BPA; e 09 animais constituindo o grupo controle, que receberam somente agua
filtrada durante o periodo experimental. As fémeas foram separadas em grupo BPA e Veiculo (5 animais em
cada) respeitando as mesmas doses. Em todos os grupos foram utilizadas garrafas de vidro.

Os camundongos receberam as doses de BPA, veiculo ou apenas agua, durante seis semanas. Apds
este periodo, os animais foram eutanasiados com sobredose de anestésico, que consiste em solucdo de
guetamina (100mg/mL) e xilazina (20mg/mL) nas doses de 180mg/kg e 25mg/kg respectivamente, por via
intraperitoneal, procedendo entdo a coleta dos seguintes 6rgdos/tecidos: glandulas salivares maiores, lingua,
mucosa bucal, palato e préstata. As glandulas mamarias das fémeas também foram coletadas.

Todos os tecidos citados previamente foram fixados em solucdo tamponada de formaldeido a 10%, e
processados por técnicas de rotina. As linguas, palatos, mucosas bucais, glandulas e préstatas foram cortadas
no sentido antero-posterior e as metades incluidas segundo a orientacéo da seccao desejada. Cortes de 3 um
de espessura foram obtidos para coloracdo com hematoxilina e eosina (HE).

As laminas das linguas, palato e mucosa jugal foram fotografadas em microscopia de luz (Leica DM500;
aumento 20x), 10 campos em cada lamina, para andlise morfométrica realizada com o auxilio do software Image
J (Scion Corporation, E.U.A). A espessura epitelial e da camada cornea foram mensuradas para verificar os
efeitos produzidos pelo BPA.

A estrutura das glandulas salivares foi avaliada em 5 cortes consecutivos, utilizando microscopia de luz
(Leica DM500). Para especificar as alteracdes estruturais desenvolvidas em consequéncia ao BPA, foram
verificadas a quantidade dos acinos e tabulos granulares convolutos (GCT) com o auxilio do software Image J
(Scion Corporation, E.U.A).

Os lobos prostaticos foram separados (anterior, dorsolateral e ventral) e analisados para a presenca de
hiperplasia e proliferacao intraepitelial.

As glandulas mamarias foram avaliadas qualitativamente quanto a presenca de alteracdes morfolégicas
e hiperplasicas.

Cortes na espessura de 3um foram obtidos da lingua e palato dos animais (n=05), montados em laminas
silanizadas, para a reacao de imunoistoquimica para o anticorpo Ki67 (Abcam).

Resultados e Discusséo

Por meio do estudo in vivo murino de exposi¢édo crdnica ao BPA, observou-se que em camundongos
C57BL/6 machos ha um aumento significativo da espessura do epitélio e camada cérnea das mucosas orais
(mucosa jugal, lingua e palato) induzido pelo BPA, em relacdo aos grupos controle e veiculo (DMSO).
Consistentemente houve um aumento do nimero de células epiteliais Ki67+ nas linguas e palatos de animais
machos do grupo BPA em relacdo aos demais grupos, indicando o aumento da atividade proliferativa das
mesmas. Nas glandulas submandibulares houve uma diminui¢&o significativa do nimero de 4cinos e aumento
significativo do nimero de tdbulos granulares convolutos (GTC) por mm?2, no grupo BPA em relacdo aos demais
grupos.

Nas fémeas, houve aumento significativo na espessura do epitélio da mucosa jugal e da lingua, no grupo
BPA em relagdo ao grupo veiculo (DMSO). Nao houve diferenca significativa da espessura da camada cornea
nas amostras analisadas. A analise da glandula submandibular revelou uma diminuicdo significativa da média de
acinos por mm? no grupo BPA. Por sua vez nio houve diferenca significativa na contagem de tdbulos granulares
convolutos.

Os tubulos granulares convolutos (GTC) sdo estruturas presentes em roedores, com fungfes secretoras
particularmente sensiveis aos horménios sexuais que induzem sua hipertrofia estrutural e aumento da secrecao
de fatores de crescimento (EGF, NGF, TGF) importantes na manutencéo do epitélio oral e do paladar (GRESIK
et al., 1986, 1996). Em roedores, as acdes dos hormoénios sexuais sobre as estruturas glandulares devem ser
analisadas considerando-se o dimorfismo sexual que apresentam. O dimorfismo sexual nas glandulas
submandibulares se manifesta principalmente no desenvolvimento dos GTC, que ocorre mais proeminentemente
nos machos do que nas fémeas (CARAMIA, 1966; GRESIK, 1975; YAMAMOTO et al., 2018). O aumento
significativo do ndmero de GTC nos machos tratados com o BPA pode sugerir um aumento da producéo de
fatores de crescimento, que poderia ter culminado no aumento da atividade proliferativa das células epiteliais da
cavidade oral. Entretanto, outras analises séo necessarias para testar essa informacao.

O papel do BPA na desregulacado da homeostase oral foi investigado anteriormente em um modelo in
vivo utilizando ratos (FOLIA et al.,, 2013). Nesse estudo, BPA induziu o ressecamento das mucosas orais,
espessamento do epitélio, além de altera¢cdes no nimero e volume dos acinos glandulares (FOLIA et al., 2013),
corroborando alguns dos nossos achados intraorais.

Por sua vez, a andlise considerando os diferentes lobos prostéaticos revelou que o tratamento com BPA
promoveu alteracdes pontuais de maneira lobo-especifica. Nesse sentido as principais modificagcdes foram
observadas na prostata anterior, onde o BPA induziu hiperplasia epitelial facilmente detectado pelo intenso
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pregueamento do epitélio glandular, observado sutiimente no grupo controle e veiculo. Além disso, areas de
proliferacdo intraepitelial também foram observadas. Em contraste, BPA ndo promoveu alteragées significativas
nos demais lobos prostéticos (ventral e dorsolateral). Na andlise das glandulas mamarias n&o foi observada a
presenca de hiperplasia epitelial induzida pelo BPA.

Conclusbes

O estudo in vivo da exposicdo cronica ao BPA por meio da ingestéo oral, revelou que o BPA induziu
alteracdes morfolégicas na mucosa oral e glandulas salivares, sugerindo efeitos diretos do BPA em tecidos
normais. Os efeitos do BPA estenderam-se a préstata, 6rgdo sensivel a acdo de horménios.
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