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Costa SA. AlteracGes no esmalte dentario de ratos a partir da exposicéo perinatal ao
Bisfenol A [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

RESUMO

A amelogénese é um processo sensivel as interferéncias de fatores genéticos,
traumaticos, hormonais, de agentes medicamentosos e a alguns poluentes. O Bisfenol
A (BPA) é um desregulador endocrino que tem sido sugerido como fator de
interferéncia em processos importantes do periodo perinatal. OBJETIVO: Avaliar o
desenvolvimento e a microestrutura do esmalte dentério de ratos a partir da exposi¢ao
ao BPA durante o periodo gestacional e de amamentacdo. METODOLOGIA: Apdés o
acasalamento e confirmacdo da prenhez, seis ratas (Rattus norvegicus, albinus,
Holtzman) foram aleatoriamente distribuidas em trés grupos que receberam
diariamente, no Grupo 1: dose intragastrica de BPA (5 ug/kg) durante toda a gestacao
e até o periodo de desmame dos filhotes (21 dias apGs o nascimento); Grupo 2: dose
intragastrica de 6leo de milho puro durante a gestacdo e dose de BPA (5 pg/kg)
durante o periodo de amamentacao dos filhotes; Grupo 3: dose intragastrica de 6leo
de milho durante toda a gestacdo até o periodo de desmame dos filhotes. Os filhotes
foram eutanasiados nos periodos de 7 dias (G1=5; G2=5; e G3=4) e 12 dias (G1=7,
G2=6; e G3=4) de vida para avaliacdes morfométricas dos germes dos dentes
molares; e aos 60 dias foram eutanasiados os filhotes (G1=17; G2=11; e G3=6) sendo
extraidos os incisivos inferiores para analise do contetdo elementar na superficie dos
esmalte. Para o processamento histolégico e analises morfométricas (7 e 12 dias), as
cabecas dos ratos foram removidas, fixadas e processadas para inclusdo em parafina.
Cortes frontais exibindo os primeiros molares superiores foram corados com
hematoxilina de Carazzi e eosina (H&E) para mensuracéo da espessura da matriz de
esmalte nas regides das cuspides e na lateral vestibular. Os incisivos (60 dias) foram
submetidos a microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia por energia
dispersiva (EDS) para andlise do conteudo de fésforo, célcio e carbono. Os dados
guantitativos foram comparados por ANOVA e poés-teste de Tukey e Games-Howell,
considerando a=0.05. RESULTADOS: Os animais de 7 dias expostos ao BPA (Gl e
G2) apresentaram matriz de esmalte com espessuras semelhantes e ambas mais
delgadas que o grupo controle (G3) em todas as regides avaliadas (p<0.036). Aos 12
dias, os animais ao BPA (G1 e G2) apresentaram espessuras semelhantes e ambas

mais delgadas que o grupo controle (G3) na area da cuspide (p<0.004). Nos animais



de 60 dias, os grupos expostos aos BPA (G1 e G2) n&o diferiram entre si quanto aos
elementos avaliados, sendo ambos menores que o grupo controle (G3) para 0s
elementos fésforo e célcio (p<0.001). CONCLUSAO: Os dentes dos animais que
foram expostos ao BPA no periodo gestacional e/ou na amamentacdo sofreram
alteragbes no conteudo de calcio, fosforo e carbono na superficie do esmalte dos
dentes incisivos (60 dias) e reducdo da espessura da matriz de esmalte dos germes

dos dentes molares (7 e 12 dias).

Palavras-chave: Esmalte dentario. Amelogénese. Rato.



Costa SA. Changes in the dental enamel of rats from perinatal exposure to Bisphenol
A [dissertacao de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.
ABSTRACT

Amelogenesis is a process that is sensitive to interference from genetic, traumatic,
hormonal factors, drogs and some pollutants. Bisphenol A (BPA) is an endocrine-
disrupting chemical that has been suggested as an interference factor in important
processes in the perinatal period. OBJECTIVE: Evaluating the development and
microstructure of dental enamel in rats from exposure to BPA during pregnancy and
breastfeeding. METHODS: After mating and confirmation of pregnancy, six rats
(Rattus norvegicus, albinus, Holtzman) were randomly distributed into three groups
that received daily, in Group 1: intragastric BPA (5 pg/kg) during pregnancy and
breastfeeding period of the puppies (21 days after birth); Group 2: intragastric corn oil
during pregnancy and BPA (5 pg/kg) during the puppies’ breastfeeding period; Group
3: intragastric corn oil during pregnancy and breastfeeding period. The puppies were
euthanized in the periods of 7 days (G1 =5; G2 =5; and G3 = 4) and 12 days (G1 =
7, G2 = 6; and G3 = 4) of life for morphometric evaluations of the molar teeth germs;
and at 60 days the puppies were euthanized (G1 = 17; G2 = 11; and G3 = 6) and the
lower incisors were extracted for analysis of the elemental content on the enamel
surface. For histological processing and morphometric analysis (7 and 12 days), the
rats' heads were removed, fixed and processed for inclusion in paraffin. Frontal
sections showing the first maxillary molars were stained with Carazzi hematoxylin and
eosin (H&E) to measure the thickness of the enamel matrix in the region of the cusps
and in the buccal side. The incisors (60 days) were submitted to scanning electron
microscopy (SEM) and dispersive energy spectroscopy (EDX) to analyze the content
of phosphorus, calcium and carbon. Quantitative data were compared by ANOVA and
Tukey and Games-Howell posthoc, considering a = 0.05. RESULTS: In the 7-day
animals exposed to BPA (G1 and G2), they had an enamel matrix with similar
thicknesses and both were thinner than the control group (G3) in all evaluated regions
(p <0.036). At 12 days, BPA animals (G1 and G2) had similar thicknesses and both
were thinner than the control group (G3) in the cusp area (p <0.004). In the 60-day
animals, the groups exposed to BPA (G1 and G2) did not differ in relation to the
evaluated elements, both being smaller than the control group (G3) for the elements
phosphorus and calcium (p <0.001). CONCLUSION: The teeth of animals that were

exposed to BPA during pregnancy and/or breastfeeding underwent changes in the



content of calcium, phosphorus and carbon on the enamel surface of the incisor teeth
and reduced thickness of the enamel matrix of the molar teeth germs.

Keywords: Dental enamel. Amelogenesis. Rat.
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1 INTRODUCAO

A formacdo do esmalte dentario € marcada por estagios sucessivos de
sinalizacdo e inducdo entre células epiteliais e ectomesenquimais®?. As células do
epitélio interno do 6rgdo do esmalte se diferenciam lentamente em ameloblastos,
célula responsavel pela amelogénese®“. As células ectomesenquimais periféricas da
papila dental se diferenciam em odontoblastos e iniciam a formacgéo da dentina?®.
Apos a formacdo da dentina do manto, os ameloblastos completam sua

morfodiferenciacéo e iniciam o estagio de secrecédo da matriz proteica®.

Durante o estagio de secrecdo, os ameloblastos assumem formas cilindricas,
com nudcleo e mitocéndrias polarizados na por¢cao proximal, enquanto que a regiao
distal adquire aspecto coénico, denominado processo de Tomes*. Neste periodo, as
proteinas que formam a matriz extracelular do esmalte séo sintetizadas e secretadas.
Sédo elas: as amelogeninas, que definem a forma e a espessura do esmalte; a
ameloblastina e a enamelina que sao produzidas em menor quantidade e estao

envolvidas na formacéo dos cristais de hidroxiapatital+8.

No estagio subsequente, esses cristais aumentam de tamanho, enquanto as
proteases sdo depositadas sobre a matriz organica, primeiramente a
metaloproteinase-20 (MMP-20) e posteriormente a calicreina-4 (KLK4), que removem
o conteudo orgéanico gradativamente, caracterizando o estagio de maturacdo do
esmalte dentario*’. Neste momento, os ameloblastos sofrem alterages estruturais,

reordenando suas organelas e tornando suas bordas pregueadas ou lisas®.
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Dada a cronologia definida da sintese do esmalte dentario'®° e as
caracteristicas dos defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDE), muitas vezes
podem ser identificados possiveis fatores etioldgicos e os estagios em que alguns
distarbios tenham ocorrido®11, visto que estes séo registrados permanentemente na
superficie da estrutura dental, por causa da natureza ndo remodeladora deste tipo de

tecidol?.

Estudos em animais tém mostrado que, além dos fatores genéticos,
traumaticos e hormonais!®, agentes medicamentosos e alguns poluentes podem
afetar a amelogénese®®1112, Souza et al.'®* mostraram que a amoxicilina interferiu no
estdgio de secrecdo da matriz proteica, causando alteracdes morfolégicas nos
ameloblastos e reduzindo a espessura da matriz de esmalte de ratos. Jedeon et al.'4
observaram defeitos no esmalte de ratos a partir da exposicao perinatal ao Bisfenol

A.

O Bisfenol A (BPA) € um composto quimico desregulador do sistema
enddcrinot®16, utilizado como intermediario na producdo de termoplasticos, como
matéria-prima para vernizes, além de servir como antioxidante de 6leos, plasticos e
borrachal’. Esta presente na composicdo de embalagens plasticas como copos para
bebés, mamadeiras e brinquedos de policarbonato, embalagem de produtos
enlatados através do seu revestimento com resinas epo6xit®>*8, inclusive em sistemas
restauradores odontoldgicos!®-2%. No Brasil, 0 composto € proibido na composicdo de
produtos para lactentes??, mas ainda é discutida sua utilizado na producdo de

embalagem de alimentos.
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Calafat et al.?%, avaliando uma amostra populacional com idade entre 6 e 60
anos, encontraram, em meédia, 2,6 ug/L de BPA na urina de 92,6% dos 2.517
participantes, sugerindo ampla e frequente exposicdo a este poluente. Com base
neste estudo, Lakind e Naiman® sugeriram que a exposi¢éo diaria ao BPA varia, de
acordo com a idade, entre 0,03 e 0,05 ug/kg de peso corporal. Em humanos, a
exposicao parental ao BPA e seus analogos estdo associadas sobretudo ao parto
prematuro® e ao baixo peso ao nascer?®. JA& em animais, este composto esta
relacionado a distirbios no desenvolvimento dos sistemas nervoso, reprodutor e
respirat6rio®®. O BPA e sua forma ativa no organismo, aglicona-BPA, também foram
encontrados em concentracdes semelhantes, tanto no liqguido amniético de ratas,
como no plasma sanguineo de suas respectivas proles recém-nascidas, sugerindo a

passagem placentaria deste composto?®.

Estudos em animais também mostram a associacdo entre desreguladores
enddcrinos como o BPA e a formacgéo dos tecidos duros, tanto no aumentando da
massa Ossea?’ quanto provocando defeitos qualitativos no esmalte dentéario,

semelhantes a HMI em humanos4.28,

O modelo animal proposto por Jedeon et al.?° (2013) demonstra o efeito do BPA
sobre o tecido dentario maduro, porém, suas limitacbes estdo relacionadas a
reprodutibilidade do método que ainda nao foi testado por outros pesquisadores e pelo
fato da administracdo do BPA nao ter sido realizada exclusivamente durante o periodo
de amamentacdo, ou seja, sem diferenciar as vias de transmissao vertical para o
filhote. Tal informacéo é de fundamental importancia para que se elucide o potencial
de acéo desse composto quimico, determinando sua transmissao via placentaria e/ou

por transmisséao via amamentacao.
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2 PROPOSICAO
Avaliar o desenvolvimento e a microestrutura do esmalte dentéario de ratos a
partir da exposicdo ao BPA durante o periodo gestacional e de amamentacéo.
1. Mensurar a espessura da matriz de esmalte de germes de molares de ratos.
2. Avaliar o conteudo de fosforo, célcio e carbono na superficie do esmalte de

incisivos de ratos.
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3 METODOLOGIA
3.1 Animais

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr/UNESP, sob o registro n°® 29/2018
(ANEXO A). Foram utilizadas 6 ratas fémeas e 3 ratos machos (Rattus norvegicus,
albinus, Holtzman), com 2-3 meses de idade, pesando aproximadamente 250 g. As
ratas foram mantidas no biotério da FOAr com temperatura (23£10°C) e umidade
relativa (55£5%) controladas, iluminacao artificial por lampada fluorescente com foto
periodos de claro e escuro, 12h cada, tendo racdo e 4gua ad libitum. Passado o
periodo de adaptacdo de cinco dias no biotério, as ratas foram postas em

acasalamento na proporcdo maxima de duas fémeas para cada um macho (2:1).

O dia gestacional 1 foi determinado pela presenca de espermatozoide no
esfregaco vaginal a fresco e apds coloracéo pelo método de Shorr (Figura 1), colhido
12 horas ap6s os pares serem colocados em acasalamento, e analisado em

microscopia de luz (Primo Star, Zeiss, Oberkochen, Alemanha)?°.
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Figura 1 - Aspecto do esfregaco vaginal de ratas antes e ap6s o acasalamento com

svra ao QG,S‘»}O;‘E-“ YEMNCE Y . YR

,: F v, X )
; / Y- c - d
a,b — Estro, indicativo do periodo fértil (magnificacdo 10x e 40x, respectivamente); c,d — Presenca de

espermatozoide, indicativo de prenhez (magnificacdo 10x e 40x, respectivamente).
Fonte: Imagens obtidas no Laboratério de Histologia — FOAr/UNESP

Determinada a prenhez (Figura 1c,d), as ratas foram identificadas
aleatoriamente e dividas em trés grupos para administragdo intragastrica (gavagem)

de:

G1 - solucdo de BPA (Sigma-Aldrich, Minessota, EUA) dissolvido em 6leo de
milho com concentracédo de ~1,75 ugBPA/mL, aplicada diariamente durante toda a
gestacéo (21 dias) e amamentacgdo (21 dias), ajustada na dose de 5 uygBPA/kg'428 de

peso animal.

G2 - 6leo de milho puro durante a gestacdo (21 dias) e solucdo de BPA

equivalentes ao grupo G1, aplicada diariamente durante a amamentacao (21 dias).
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G3 - 0leo de milho puro, aplicado diariamente durante toda a gestacéo (21 dias)

e amamentacgédo (21 dias), com volume correspondente ao grupo G1428,

Os filhotes foram selecionados aleatoriamente e sofreram eutanasia apos 7
(G1=5; G2=5; G3=4) e 12 (G1l=7; G2=6; G3=4) dias do nascimento, periodo
correspondente ao estagio de secrecdo da matriz proteica do 1° molar de ratos®°; e
ao inicio do estagio de maturacdo da mesma matriz®!, respectivamente (Figura 2).
Apoés a eutanasia, os filhotes foram decapitados e as cabecas foram imediatamente

imersas em solucéo de formaldeido a 4%.

Passados 60 dias de vida, 34 filhotes (G1=17; G2=11; G3=6) restantes também
sofreram eutanasia para obtencdo dos incisivos inferiores em estagio completo de

irrupcao e oclusédo que foram imediatamente extraidos apds a eutanasia.

Figura 2 - Esquematizacdo do plano de administracdo de Bisfenol A no periodo
perinatal de acordo com o grupo e tempo de exposicao.

Gestagao Amamentagdo
(21 dias) (21 dias?

G2

G3

P12 60
H dias dias
i Sacrificio Sacrificio

1° dia Parto Fim da
gestacional exposicao

Oleo de milho . BPA 5 pgrkg Sem exposicao

Fonte: Elaboragéo propria.

Cada rata, assim como seus filhotes, foram eutanasiados com sobredose de

Cloridrato de Cetamina a 10% (Cetamin, Syntec do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil)
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associado ao Cloridrato de Xilazina a 2% (Xilazin, Syntec do Brasil Ltda, Sao Paulo,

Brasil).

3.2 Processamento Histologico dos Germes Dentarios

Apoés a eutanasia, as cabecas dos filhotes de 7 e 12 dias foram imersas em
solucéo de formaldeido a 4%. Apos 48 h de fixacdo, foram descalcificadas em solucdo
de EDTA a 7% de 3 a 7 dias dependendo do estagio de desenvolvimento. Ambos o
formaldeido e o EDTA foram tamponadas com PBS a 0,1M, com pH 7,2.
Posteriormente, os espécimes foram desidratados em concentracdes crescentes de
etanol, a partir da solucdo 70° GL até o etanol absoluto, diafanizados em xilol e

finalmente embebidas em parafina para a obtencéo de cortes frontais.

Foram obtidos 6 cortes por animal com ~5 uym de espessura, distando ~45 ym
entre si, contendo a porcao central dos germes dos primeiros molares superiores. Os
cortes foram realizados paralelamente ao longo eixo dos molares em desenvolvimento
com auxilio de um micrétomo (RM2125RTS, Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) e

entdo corados com hematoxilina de Carazzi e eosina (H&E).

3.3 Analise Morfométrica da Matriz de Esmalte

Com o intuito de avaliar se 0 BPA promoveu alguma alteracdo no estagio de
secrecdo dos ameloblastos, foi mensurada a espessura da matriz de esmalte dos
germes de primeiros molares superiores em desenvolvimento nos periodos de 7 e 12
dias de idade, com o auxilio de um microscépio de luz (BX51, Olympus, Toéquio,
Japao), lente objetiva 40x e um sistema de analise de imagens (versdo 3.2.1.276, DP
Controller, Olympus, Téquio, Japao) e capturadas com auxilio de uma camera digital

(DP-71, Olympus, Toquio, Japdo) acoplada ao microscopio. O parametro de
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mensuracao adotado foi a distancia entre o limite amelo-dentinario e a porcao distal
da camada de ameloblastos. Corte foi analisado na por¢ao da ponta da cuspide e na
regido lateral vestibular. Finalmente, apés a mensuracao dos 6 cortes de cada germe
dentario, foi obtida a média aritmética para cada animal, distinguindo as duas regides

do germe dental analisado.

3.4 Preparo dos Dentes Incisivos

ApOs a eutanasia, os animais de 60 dias tiveram os tecidos moles
cuidadosamente removidos e os incisivos foram seccionados no limite da margem
Ossea cervical (Figura 3) com auxilio de disco de carborundum acoplado a um motor

de rotacéo (LB-100, Beltec, Sdo Paulo, Brasil), sob irrigacdo constante.

Figura 3 - Esquematizacado do seccionamento dos dentes incisivos.

Fonte: Elaboragéo propria.

Os dentes seccionados foram imediatamente analisados com o auxilio de lupa
estereoscopica (SZ2-ILST, Olympus, Toquio, Japao) por dois pesquisadores com
reconhecida experiéncia em defeitos de desenvolvimento do esmalte dentario para a

confirmacgé&o do aparecimento de alterac¢des clinicas na superficie.
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3.5 Anélise de Microscopia Eletronica de Varredura

Para avaliacdo microscopica da superficie do esmalte, os dentes dos animais
de 60 dias foram lavados 2 vezes em cuba ultrassoénica (Cristéfoli, Parana, Brasil), por
5 minutos cada, em agua deionizada, sem aquecimento e entdo desidratados a 60° C
por 5 minutos em estufa (MyLabor, S&o Paulo, Brasil). Posteriormente, foram
montados em uma plataforma de aluminio e escaneados pelo microscopio eletrénico
de varredura (TM3030, Hitachi, Toéquio, Jap&o), com filamento de cobre, num

ambiente a vacuo, 15kV e magnificacdo 50x.

3.6 Andlise de Espectroscopia de Raios X por Energia Dispersiva

A fim de quantificar elementos presentes na superficie do esmalte, as mesmas
amostras também foram analisadas através da espectroscopia de raios X por energia
dispersiva usando um sistema detector elementar (Quantax 70, Bruker,
Massachusetts, EUA), acoplado ao microscoépio eletrénico de varredura a 15 kV. Para
cada amostra, pontos distintos distribuidos na superficie do esmalte foram analisados

para medir a porcentagem do conteudo de P, Ca e C.

3.7 Analise Estatistica

Os dados quantitativos foram avaliados quanto a normalidade com o teste de
Shapiro-Wilk e entdo comparados por ANOVA, com auxilio do software SPSS
Statistics, versao 27 (IBM Corp., Nova lorque, EUA). O pés-teste Games-Howell
detectou as diferencas dos dados da morfometria, e o0 pos-teste de Tukey detectou as
diferencas do contetdo elementar superficial, de acordo com a homecedasticidade

das médias. Ambas as analises consideraram a=0.05.
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4 RESULTADOS
O numero total de filhotes e sua distribuicdo nos grupos experimentais estao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicéo da frequéncia absoluta do numero de filhotes de acordo com
0 grupo de exposicdo ao BPA e a idade de eutandsia.

Idade (dias)
Grupo Total
7 12 60
Gl 5 7 17 29
G2 5 6 11 22
G3 4 4 6 15
Total 14 17 34 65

G1 - solugdo de BPA (5 pgBPA/kg) durante a gestacdo + amamentagdo; G2 — solu¢do de BPA (5
MgBPA/kg) durante a amamentagdo; e G3 — 6leo de milho durante a gestacdo + amamentagéo
(controle).

Fonte: Elaboragéo propria.

Os animais de 7 dias apresentaram caracteristicas histologicas semelhantes,
com excec¢do da espessura da matriz de esmalte na regido das cuspides. Estes
animais apresentaram camada de dentina e esmalte circundando quase

completamente a coroa de forma irregular (Figura 4).

Figura 4 - Germe dentario de molares superiores de ratos de 7 dias de idade
corados em H&E.

Fd

amamentacdo; e G3 - Exposto a 6leo de milho durante a gestacdo + amamentac¢do. Fd — Foliculo
dentaria; Ac — Alca cervical; To — Trabeculado 6sseo; Pd — Papila dentaria; Od — Camada de
odontoblastos; D — Dentina; Me — Matriz de esmalte; A — Camada de ameloblastos; OE — Orgéo epitelial
do esmalte.

Fonte: Imagens obtidas no Laboratério de Histologia — FOAr/UNESP.

As células ameloblasticas mostraram-se dispostas adjacentes a matriz de

esmalte, em camada Unica, com nudcleos posicionados na regido proximal do
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citoplasma. A papila dentaria delimitava-se parcialmente pela alca cervical e em sua
periferia estavam posicionados os odontoblastos, numa camada subsequente a pré-
dentina (Figura 4).

Com relacdo a espessura da matriz de esmalte, o Grafico 1 mostra que 0s
grupos G1 e G2 (expostos ao BPA) apresentaram matriz de esmalte com espessuras
semelhantes e ambas mais delgadas que o grupo G3 (controle) em todas as regifes

avaliadas (p=0.036).

Gréfico 1 - Espessura (um) da matriz de esmalte do germe dentario de molares
superiores de ratos de 7 dias de idade de acordo com o local de aferigéo.

200

180

160

140

120

100

Espessura da matriz de esmalte (um)
[ab)

Cuspide Lateral

G1 uG2 uG3

G1 - solucdo de BPA (5 pgBPA/kg) durante a gestacdo + amamentagdo; G2 — solugdo de BPA (5
MgBPA/kg) durante a amamentagdo; e G3 — 6leo de milho durante a gestacdo + amamentacao
(controle).

* Letras iguais significam igualdade, ANOVA e pds-teste Games-Howell (a=0.05).

** |Intervalos correspondentes ao desvio-padréo.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Quanto aos animais de 12 dias, notadamente a camada da matriz de esmalte
apresentou-se mais espessa que nos animais de 7 dias devido ao estagio de
desenvolvimento do germe mais avancado. Neste periodo, é possivel notar o inicio
da degradacdo da matriz de esmalte na pontas das cuspides, bem como o inicio da
formacao da dentina radicular, a partir da regiao cervical. Os ameloblastos mostraram-

se encurtados, delimitando o espaco da matriz de esmalte (Figura 5).

Figura 5 - Germe dentario de molares superiores de ratos de 12 dias de idade

corados em H&E.
7 G-

G1 - Exposto ao BPA durante a gestacdo + amamentacdo; G2 - Exposto ao BPA durante a
amamentacdo; e G3 - Exposto a 6leo de milho durante a gestacdo + amamentagdo. Fd — Foliculo
dentaria; DR — Terco cervical da raiz; To — Trabeculado 6sseo; Pd — Papila dentéria; Od — Camada de
odontoblastos; D — Dentina; Me — Matriz de esmalte; A — Camada de ameloblastos; OE — Orgéo epitelial
do esmalte. **Regido de degradacdo da matriz de esmalte.

Fonte: Imagens obtidas no Laboratério de Histologia — FOAr/UNESP.

O Gréfico 2 mostra que os grupos G1 e G2 (expostos ao BPA) apresentaram
espessuras semelhantes e ambas mais delgadas que o grupo G3 (controle) na area
da cuspide (p<0.004). Na regido lateral vestibular, foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos G1 (expostos ao BPA durante a gestacao
e amamentacéo) e G3 (controle). Contudo, esta diferenca nao foi estatisticamente
significante (p=0.076) entre os grupos G2 (expostos ao BPA pela amamentacao) e o

G3 (controle).
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Gréafico 2 - Espessura (um) da matriz de esmalte do germe dentario de molares
superiores de ratos de 12 dias de idade de acordo com o local de afericao.

300
250

200

b
b
150 3
a
100 2 ab
50 .
0

Cuspide Lateral

Espessura da matriz de esmalte (um)

G1 uG2 uG3

G1 - solugédo de BPA (5 ygBPA/kg) durante a gestacdo + amamentacdo; G2 — solu¢do de BPA (5
MgBPA/kg) durante a amamentagdo; e G3 — 6leo de milho durante a gestacdo + amamentagéo
(controle).

* Letras iguais significam igualdade, ANOVA e pds-teste Games-Howell (a=0.05).

** Intervalos correspondentes ao desvio-padréo.

Fonte: Elaboragéo propria.

Aos 60 dias, os incisivos dos animais expostos ao BPA (G1 e G2) apresentaram
manchas de aspecto branco-amareladas e assimétricas, clinicamente semelhantes a
HMI, na maioria dos animais. Os incisivos do grupo controle (G3) ndo apresentaram

alteracdes a normalidade, mantendo a coloracéo alaranjada uniforme (Figura 5).
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Figura 6 - Aspecto do esmalte dentéario de ratos de 60 dias de acordo com o grupo
de exposicao.

G1 — Exposto ao BPA durante a gestacdo + amamentacdo; G2 - Exposto ao BPA durante a
amamentacao; e G3 - Exposto a 6leo de milho durante a gestagcéo + amamentacéo.
Fonte: Imagens obtidas no Biotério — FOAr/UNESP.

Nas imagens obtidas em microscopia eletrénica varredura, os dentes incisivos
dos animais de 60 dias expostos ao BPA (G1 e G2) exibiram areas escuras, dispostas
irregularmente na superficie vestibular, sugestivas de defeitos de desenvolvimento do
esmalte. No grupo controle (G3) a superficie do esmalte apresentou aspecto branco

e uniforme, conforme a normalidade (Figura 7).
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Figura 7 - Aspecto dos dentes incisivos de ratos de 60 dias de acordo com o grupo
de exposicdo por microscopia eletronica de varredura, magnificacdo 50x.

5

G3

G1 — Exposto ao BPA durante a gestagcdo + amamentagdo; G2 - Exposto ao BPA durante a
amamentacao; e G3 - Exposto a 6leo de milho durante a gesta¢do + amamentacao.
Fonte: Imagens obtidas no Laboratério de Materiais Dentarios — UFMA.

Na andlise quantitativa do contetdo superficial de fésforo, calcio e carbono nos
dentes incisivos (Grafico 3), foi possivel observar que os grupos G1 e G2 (expostos
ao BPA) nao diferiram entre si quanto aos elementos avaliados, sendo ambos
menores gque o grupo G3 (controle) para os elementos fosforo e célcio (p<0.001). A
frequéncia média de carbono néo diferiu estatisticamente entre os grupos G2 (exposto

ao BPA pela amamentacao) e o grupo G3 (controle).
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Gréfico 3 - Frequéncia média do conteudo de fésforo, célcio e carbono na superficie
do esmalte de dentes de ratos de 60 dias.

20.00

Frequéncia média (%)
&
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—_—
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15.00 a
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5.00
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G1 G2 uG3

P - fosforo; Ca - calcio; C - carbono; G1 — Exposto ao BPA durante a gestagdo + amamentagdo; G2 -
Exposto ao BPA durante a amamentacéo; e G3 - Exposto a 6leo de milho durante a gestacgéo +
amamentacao.

* | etras iguais significam igualdade, ANOVA e poés-teste Tukey (0=0.05).

** Intervalos correspondentes ao desvio-padréo.

Fonte: Elaboragéo propria.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho in vivo mostra alteragdes significativas causadas por Bisfenol A
no desenvolvimento do esmalte dentario de ratos em trés momentos distintos da sua
formacdo, a saber: estagio de secrecao (7 dias), inicio do estagio de maturacao (12
dias) e o estagio de maturacdo completa (60 dias). Além disso, de acordo com a
literatura consultada, este € o primeiro estudo que apresenta o leite materno como

veiculo de BPA capaz de produzir defeitos no esmalte.

As alteracbes na formacdo do esmalte dentario sdo comuns em humanos e
algumas, como o HMI, ainda ndo apresentam uma relacdo de causalidade bem
estabelecida 32734, Assim, o desenvolvimento de modelos experimentais animais para
a inducao de defeitos de desenvolvimento do esmalte é necessario para auxiliar na
compreensao dos processos relacionados a essas alteracdes. O protocolo adotado
neste estudo para reproduzir o defeito do esmalte dentario de ratos a partir do BPA foi
baseado no trabalho de Jedeon et al.'* e é precedido por outros estudos in vivo do
nosso grupo de pesquisa'®3®. Os procedimentos executados seguiram rigidos
protocolos metodolégicos, considerando 0s aspectos sanitarios e humanisticos, afim

de praticar ao maximo os principios éticos para o uso dos animais em pesquisa¢%’.

A amelogénese é um processo complexo e extremamente sensivel, uma vez
gue pode ser influenciada por diversos fatores, como por exemplo a deficiéncia de
calcio e vitamina D, febre alta, hipOxia, exposicdo a antibidticos e a poluentes
ambientais' %1238, Os desreguladores enddcrinos, como o Bisfenol A, apresentam
potencial de interferéncia na amelogénese e por esta razdo vém sendo estudados'#28,
O consumo de BPA e seus analogos entre mulheres gravidas é amplo e frequente,

assim como para a populacdo em geral, variando proporcionalmente ao consumo de
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alimentos em recipientes plasticos ou enlatados'®233%49, Considerando que a ingestéo
diaria de BPA por via oral é expelida totalmente pela urina em até 24 horas*!, um
estudo realizado por Liu et al.®*® mostrou que a exposicdo média ao BPA livre
diariamente durante o segundo trimestre de gravidez no Canada € de 32 ng/kg, nédo

diferindo das estimativas para mulheres canadenses de 19 a 30 anos (42 ng/kg/dia)*2.

O BPA é normalmente eliminado na bile através de um transportador
canalicular de anions organicos (mrpz) que o libera conjugado a um derivado do acido
glicurénico (BPA-GA), sendo esta ligacdo possivel pela acdo da 5’-difosfo-
glucuronosiltransferase (UGT2B1) que tem a funcdo de inativar e posteriormente
eliminar xenobiéticos potencialmente téxicos do corpo**. Em ratas prenhas, a
expressdo hepatica do mrpz é diminuida** e o BPA-GA deixa de ser depositado na
bile e passa a ser eliminado diretamente na circulacdo sistémica, atravessando a
barreira placentaria e posteriormente desfazendo a conjugacao, o que libera o BPA

para agir sobre os 6rgdos do feto*3.

A exposicdo ao BPA por meio da amamentagdo também é possivel entre
humanos*®, como mostra Dualde et al.*6 num estudo com 120 lactantes espanholas,
as quais apresentaram em média 0,29 ngBPA/mI de leite materno, ja a ingestéo diaria
dos respectivos bebés atingiu 0,04 ugBPA/kg. Nossos resultados sugerem que o BPA
transmitido através do leite materno pode ser capaz de causar DDEs, ja que o0s
animais que foram expostos ao BPA apenas pelo leite (G2) apresentaram resultados
semelhantes aos animais que receberam BPA desde a gestacdo (G1), em todos os

estagios observados.
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Mesmo que a formacdo do incisivo inferior de ratos seja continua, a
interferéncia do BPA na sintese de andrégeno, e consequentemente sobre a
amelogénese, é observada apenas nos primeiros dias de vida!4. Isto porque a proteina
UGT2B1, que realiza a inativacdo e eliminacdo do BPA na forma de BPA-GA, néao é
observada em filhotes antes dos 21 dias de vida*’, periodo que coincide com o final

da amamentacao.

Nossos resultados mostram gque nos estagios iniciais (7 e 12 dias), a exposi¢ao
ao BPA causou reducdo na matriz de esmalte. Souza et al.'® observaram efeito
semelhante aos nossos em animais com 7 dias de vida, a partir da administracao de
amoxicilina (100 e 500 mg/kg/dia) em ratas prenhas e a seus filhotes. Neste estudo,
observamos ainda manchas com aspecto branco-amarelado, dispostas
irregularmente ao longo da face vestibular nos dentes incisivos dos animais de 60
dias. Quando analisados quanto ao conteudo elementar superficial destes dentes,
foram observadas regibes hipomineralizadas, sugestivas de defeitos do esmalte.
Souza et al.®®, apesar de ndo observarem diferenca estatistica na concentracéo de
calcio e fosforo, a partir da administracdo de amoxicilina em ratos, notaram que a
maior dose do antibiético afetava consideravelmente o esmalte de alguns animais,
sinalizando que agentes extrinsecos podem afetar o esmalte completamente formado.
Os nossos achados corroboram com Jedeon et al. 14, que encontraram deficiéncia no
conteudo de calcio e fosforo, aléem do aumento do conteudo orgéanico refletidos em
manchas clinicamente visiveis em dentes de ratos Wistar Han aos 30 dias de vida,
semelhantes a HMI em humanos, a partir da exposicdo de ratas prenhas ao BPA

durante a gestacdo e amamentacéao.
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As manchas e a deficiéncia elementar de célcio e fésforo, observadas nos
dentes completamente formados podem ter sido causadas pela reducdo da matriz de
esmalte observada nos estagios iniciais da amelogénese?!?, ou podem ter ocorrido em
paralelo, como fator adicional decorrente da exposicao perinatal ao BPA. Isto porque
uma vez em contato com o organismo, seja por via placenta, seja pela amamentacéo,
o BPA inibe a sintese do horménio sexual andrégeno®. Jedeon et al.*® mostra a
presenca de receptores de androgeno preferencialmente em ameloblastos maduros,
sugerindo seu envolvimento no estagio final de mineralizacédo do desenvolvimento do
esmalte*®. Por outro lado, a literatura evidencia que alteracdes nos estagios iniciais de
formacdo da matriz de esmalte podem afetar a sua composicdo e causar lesdes

visiveis clinicamente®051,

A avaliacdo de alteracdo na amelogénese ndo levando em consideracdo a
distincao entre os grupos dos filhotes machos e fémeas € uma limitacdo deste estudo,
visto que a acdo de desreguladores enddcrinos sobre a amelogénese parece estar
relacionadas aos receptores de horménios ligados ao sexo*®%2. Ademais, ainda é
limitado extrapolar a ligacao etioldgica do BPA a alteracdes dentarias em humanos, a
partir de DDEs observadas em modelo animal. Assim, estudos que observem o
consumo de BPA por mulheres no periodo da gestacao e lactacdo, e posteriormente
o aparecimento de DDEs em seus filhos podem endossar esta hipétese. O momento
adverso atual também limitou o desenvolvimento deste estudo, contudo, o material
sanguineo e os anticorpos para analises de imunoexpresséo estdo acondicionados
para que no momento oportuno, os dados possam ser analisados e discutidos com

mais embasamento e plenitude.



38

6 CONCLUSAO

Os animais expostos ao BPA no periodo gestacional e/ou na amamentacao
sofreram reducédo da espessura da matriz de esmalte dos germes dos dentes molares
e apresentaram alterac6es no conteudo de calcio, fosforo e carbono na superficie do

esmalte dos dentes incisivos.
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