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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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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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