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RESUMO

Evidéncias acumuladas indicam que a salde dos seres humanos, ani-
mais e espécies selvagens pode sofrer conseqgléncias adversas da
exposicdo a produtos quimicos presentes no meio ambiente e que inte-
ragem com o sisterma endbcrino, tais como bifenilas policloradas, dioxi-
nas, estrogénios de ocorréncia natural e sintéticos. Por outro lado, per-
manecem incertezas cientificas com respeito aos dados relatados e,
fambém, quanto & hipdtese de haver niveis suficienfemente elevados
de exposicdo a estes agentes, a ponto de exercer efeito estrogénico
generadlizado sobre a populagdo. Este trabalho revisa os principais topi-
cos relacionados a um dos xenoestrogénios que vem sendo mais recen-
temente estudado: o Bisfenol A (BFA), um mondmero de pléstico poli-
carbonato, com pouca homologia estrutural com o estradiol (E;) mas
semelhante ao dietilestilbestrol (DES), hexestriol e componente bisfendli-
co do tamoxifeno. O presente trabalho comenta e analisa criticamente
0s efeitos do BFA sobre o frato reprodutivo e fungdo lactotrdfica em ani-
mais de experimentacdo, a luz das informagdes disponiveis e experién-
cia do grupo nesta area, e recomenda algumas necessidades de
pesquisa. (Arq Bras Endocrinol Metab 2000;44/4: 323-330)
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ABSTRACT

Some evidences indicate that humans and domestic and wildlife species
might suffer adverse consequences from exposure to environmental
chemicals that inferact with the endocrine system, including polychlori-
nated biphenyls, dioxins, synthetic and naturally occurring plant estro-
gens. However, considerable scientific uncertainty remains regarding the
causes of these reported effects and whether sufficiently high levels of
endocrine-disrupting chemicals exist in the ambient environment to exert
adverse effects on the general population. This review summarizes the
principadl issues related to bisphenol A, an environmental endocrine dis-
rupting chemical with estrogen activity. Bisphenol A is a monomer of plas-
fics and has little structural homology with estradiol, sharing similarity with
synthefic estrogens such as diethylstilbestrol and with the bisphenolic
component of tamoxifen. In the light of available information and our lab-
oratory experience in this field of research, this work comments and criti-
cally analyses the effects of BPA on the reproductive fract and lactotroph
function in several rat strains, and also offers some recormmendations for
additional research. (Arq Bras Endocrinol Metab 2000;44/4: 323-330)
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-q TUALMENTE EXISTE GRANDE INTERESSE na Toxicologia Endocrinolégi-

a, nova area de conhecimento que esta situada entre a endocrinolo-
gia ¢ a toxicologia. O principal objeto de estudo sdo as substincias deno-
minadas xenobidticos (substancias quimicas de ovigem exidgena: plantas,
produtos sintéticos, poluentes ambientais, etc) que interferem na produgio,
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liberagdo, transporte, metabolismo, ligagio ou elimi-
nagio dos horménios naturais, os responsiveis pela
manuten¢io da homeostasia e regula¢io dos processos
de desenvolvimento. Entre os xenobi6ticos incluem-se
substincias quimicas que mimetizam os estrogénios,
anti-androgénios e moléculas atuantes em compo-
nentes do sistema endbcrino tais como tiredide,
hipotalamo e hipéfise (1-4), entre outros.

Até agora, a maioria dos estudos nesta area con-
centrou-s¢ na a¢io estrogénica de virias substincias
quimicas de origem sintética (1,5) (xenoestrogénios:
xenobidticos com estyutura nio esterdide ¢ com agio simi-
lav aos estrogénios enddgenos) (tabela 1). A idéia de que a
exposi¢io de homens ¢ animais a substincias do meio
ambiente com agdo estrogénica poderia resultar em
alteragdes adversas no desenvolvimento reprodutivo,
funcional ¢ /ou comportamental, ndo é nova. A primeira
preocupagio com este assunto surgiu ha trinta anos, em
relagio ao o,p'-1,1,1-tricloro-2,2-bis-(p-clorofenil-
etano (DDT) (6). Ainda em 1938, foi feita a primeira
demonstrag¢io de que alguns produtos quimicos poderi-
am ter a¢io estrogénica quando administrados em ani-
mais (7). Este assunto foi retomado mais recentemente
devido ao surgimento de hipdteses que levantam a pos-
sibilidade de a exposi¢io a agentes quimicos ambientais,
com agdo estrogénica, poder estar relacionada ao
aumento da incidéncia de cincer de mama (8,9), queda
da quantidade de esperma, diminuigio da fertilidade
(10,11) defeitos congénitos secundérios a exposi¢io
fetal (12) ¢ outras alteragdes (13).

Pode-se caracterizar uma substincia como
estrogénica a partir de duas propriedades: afinidade
pelo receptor de estrogénios (ER), demonstrada tanto
in vitro como in vivo, ¢ demonstragio de efeito trofi-
co no trato reprodutivo feminino. O mecanismo de
a¢do através do qual o estrogénio expressa seus efeitos
¢ complexo e envolve sua ligacio a ER a ¢/ou § segui-
do da liga¢ao do complexo horménio-receptor com os
clementos de transcricio responsivos ao estrogénio
(ERE). A estrutura dos EREs ¢ a propor¢io dos subti-
pos de ER em células/tecidos especificos vdo influen-

ciar a ativagio dos genes especificos pelo estimulo de
estrogénios naturais ou sintéticos (14).

Uma série de autores tem se dedicado a questio
dos mecanismos de a¢io dos xenoestrogénios ¢ varios
artigos de revisio foram recentemente publicados
(4,15-17). Essas substincias quimicas podem agir
através de diferentes mecanismos, dependendo do
periodo e extensio de exposi¢do. Assim, os xenoes-
trogénios podem modificar a estrutura do DNA e
expressio génica, alterar a sintese/secre¢do, trans-
porte /elimina¢io dos horménios ou, ainda, interferir
com as etapas de liga¢do ao receptor ou com eventos
em nivel pos-receptor.

BISFENOL A

Um dos compostos que tem, ultimamente, gerado
ampla discussio é o bisfenol A (BFA) (18-20), um
monodmero de plastico policarbonato, cuja estrutura de
dois anéis de fenol insaturados tem pouca homologia
estrutural com o estradiol (E,) mas é semelhante ao
dictilestilbestrol (DES), ao hexestriol ¢ ao compo-
nente bisfenodlico do tamoxifeno (figura 1).

A atividade estrogénica do BFA foi descoberta
ocasionalmente. Pesquisadores da Universidade de
Stanford identificaram uma proteina ligadora de
estrogénio em levedura e, posteriormente, estudaram a
existéncia de um ligante endégeno acoplado a esta
proteina. Depois do primeiro relato de que a levedura
produzia E5 (21), esses autores verificaram que a ativi-
dade estrogénica ndo era proveniente da levedura, mas
sim do meio de cultura preparado com 4agua auto-
clavada em frasco de policarbonato (22). A substincia
foi purificada e identificada como bisfenol A. Aproxi-
madamente 2-3ug/L foram detectados em dgua auto-
clavada. A seguir, foi demonstrado que o BFA satisfaz
todos os critérios para substincia estrogénica, com
dose minima efetiva de 10-20nM.

Por causa da estabilidade superior, flexibilidade
e resisténcia, as resinas epoxi-BFA sdio utilizadas em
varios produtos, como camadas de revestimento inter-

Tabela 1. Exemplos conhecidos de xenoestrogénios (modificada de Roy D. et al, 1998 (13)).

Exemplos

PESTICIDAS

Herbicidas: 2A—Diclorofen1$l, Afrazina )

Inseticidas: Dicofol, Dieldrin, o.p’-DDT, Metoxiclor,
Clordecone, Heptaclor

QUIMICOS INDUSTRIAIS

Bifenilas policloratos (PCBs); Fitalatos; Alquitfendis

(octilfenol, bisfenol-A, naftol)

AGENTES QUIMICOS NATURAIS
FARMACOS

Fitoestrogénios; Micoestrogénios

Cimetidina, digitdlicos, sulfonamidas,

aminoglutetimida, cetoconazol.
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Figura 1. Estrutura do bisfenol A, estradiol, tamoxifeno e dietilestilbestrol.

no de latas de alimentos, complexos dentarios para
obturagdes ¢ embalagens de remédios (23). O bisfenol
A foi produzido em quantidades de mais de 700 mil
toneladas em 1996, havendo aumento anual de 5-6%
na produgio.

Conhece-se ainda muito pouco a respeito da
exposi¢io ao BFA. Embora o BFA seja um material
resistente, sua liberagio no ambiente ¢ possivel quan-
do a polimerizagio é incompleta ou através de
hidroliza¢do causada por altas temperaturas (22,24). A
partir do revestimento das latas de alimentos, foi
detectada liberagdo de BFA em concentracdes na faixa
de 0,004 2 0,023mg kg de alimento (24). Constatou-
se, também, que o BFA escapa dos dentes tratados
com resinas para a saliva: até 950ug de BFA foram
coletadas na saliva durante a primeira hora apés a
polimerizagio (25). A quantidade de BFA liberada de
plasticos varia numa faixa que vai desde niveis indetec-
taveis até 139pg/g de alimento (24). Como a questio
dos efeitos do BFA envolve os interesses da indastria
quimica, existem outros trabalhos mostrando a segu-
ran¢a do uso de produtos contendo BFA (26-28). (4
dose de vefevéncia pava exposicio oval cvdnica de BFA foi
estabelecida em 0,05mg/kyg de peso corporal/dia, peln
Agéncia de Protegio ao Meio Ambiente dos Estados
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Unidos para os Alimentos. Um limite especifico para a
migragio de BFA proveniente de embalagens foi fixado
em 3myg/ky de alimento. Considerando as normas da
Unido Européia pava poluentes ovginicos em dguas, o
limite ¢ de 0,Ing/ml para BFA [29]).

Em estudos ## vitro posteriores, foi demonstra-
do que o BFA ¢ uma substincia com a¢do estrogénica
fraca, aproximadamente 1.000-15.000 vezes menos
potente do que o estradiol ou o estriol (30). O BFA,
efetivamente, compete com o E,, ligando-se tanto ao
receptor estrogénico o {31) como ao f (32), com
afinidade pelo menos 1.000 vezes mais baixa do que o
E,. Tem havido um niimero cada vez maior de estu-
dos afirmando que a sensibilidade a xenoestrogénios é
dependente do periodo de desenvolvimento, do sexo
dos animais ¢ da variabilidade entre- e intra-espécies.
Em ratas imaturas Alpk:AP, tratadas por via oral ou
subcutinea, o BFA induziu a abertura vaginal em 70%
dos animais expostos a inje¢des subcutineas de 600-
800mg/kg.dia, por 3 dias (33). Em ratas Wistar, o
tratamento com doses significativamente menores de
BFA induziu a abertura vaginal precoce em todas as
ratas tratadas (34). Em outras condi¢bes experimen-
tais, o tratamento com BFA por 3 dias induziu aumen-
to nos niveis do receptor de progesterona (31).
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O trato reprodutivo das ratas de diferentes
cepas apresenta respostas muito similares ao trata-
mento com E, ¢ DES (35,36), mas parece haver
maior susceptibilidade ao BFA entre as ratas Fischer
344 (F344) que entre as ratas Sprague-Dawley (SD)
(35). Para as ratas F344, a exposi¢ic ao BFA,
mesmo ¢m doses pequenas, ¢ suficiente para exercer
acdo estrogénica similar a do E,, estimulando a pro-
liferagio do epitélio do ttero ¢ vagina, induzindo ¢
mantendo de forma prolongada a expressio do
proto-oncogene ¢-fos, embora sem aumento no peso
do atero (35). Além disso, o BFA demonstrou sele-
tividade celular, em ratas F344, estimulando a
secregdo de prolactina mas, diferentemente do E,,
sem alterar os pesos hipofisirio e uterino.

Poucos dados estio disponiveis sobre os
efeitos do BFA em ratas Wistar. Recentemente,
nosso grupo demonstrou que o tratamento de ratas
adultas castradas com BFA em doses didrias tio
baixas como 1lmg/kg.dia, por via subcutinea,
resultou em aumento do peso uterino, mantendo
relagdo direta com a dose ¢ tempo de tratamento
(37,38). Esta dosc foi 36 vezes menor do que a
relatada como tendo efeito estrogénico em ratas
Alpk:AP imaturas, avaliando-se a abertura vaginal
precoce ¢ o aumento do peso uterino (33), mas
aproximadamente 35 vezes maior do que foi relata-
da para ratas F344 (39). Por outro lado, cabe salien-
tar a dificuldade de avaliar, com precisio, as com-
paragdes dos resultados gerados em diferentes labo-
ratorios. E bem conhecido que a administracio de
BFA varia tanto em relagdo a dose, duragdo e via de
administra¢do, quanto & utiliza¢do de cepas mais ou
menos sensiveis d agdo dos estrogénios (40,41).

Constatou-se, recentemente, que o cfeito
estrogénico do BFA pode scr somente 100-500 vezes
menor do que o de E,, quando se estudam a prolife-
ragdo celular de mama em ratas Nobel (42) ¢ a indugio
de secrecio de prolactina sérica em ratas F344 (39). O
aspecto relevante destes dados ¢ que estes efeitos
toram observados em doses muito mais baixas do que
o esperado com base em resultados de estudos ante-
riores, particularmente cnsaios iz vitro ¢ bioensaios
que mediam efeitos uterotréficos em ratas (33). Além
disso, os estudos levantaram a questio de que as cepas
de ratas F344, Wistar ¢ SD podem apresentar difer-
engas na susceptibilidade do eixo neuroendécrino e
dos 6rgios reprodutivos ao BFA (34,38,39), supondo
a existéncia de polimorfismo genético também entre a
populacdo humana.
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DIFERENCAS NA SUSCEPTIBILIDADE A ACAO DE
ESTROGENIOS E BFA ENTRE CEPAS DE RATAS

Existem diferengas pouco compreendidas a respeito do
aumento na resposta de proliferagio e/ou diferencia-
¢do de tecidos-alvo ao estimulo estrogénico em algu-
mas cepas de roedores (36). Assim, ratas F344 servem
como modelo experimental extremamente sensivel a
estrogénios, desenvolvendo rapidamente prolactino-
mas ¢ hiperprolactinemia. Em comparagio com ratas
F344 e ACI, as ratas das cepas Holzman (Hn), SD ¢
Wistar respondem aos estrogénios com aumento mo-
derado de prolactina sérica ¢ de proliferagio dos lac-
totrofos (39,43-45). As diferengas entre as cepas F344
¢ Hn podem ser especificas para a proliferagao celular
da hipdfise, porque a resposta de crescimento do ftero
e secre¢io de prolactina é muito similar em ambas as
cepas (36). Estes achados sugerem que as células
hipofisarias das ratas F344, por fatores genéticos deter-
minantes, perderam o(s) mecanismo(s) de controle de
prolifera¢do celular que limita(m) o desenvolvimento
de prolactinomas em hipofise das ratas Hn. Em ratas
Wistar, o valerato de estradiol, ja aos 7 dias de trata-
mento, foi eficaz em clevar significativamente os niveis
séricos de prolactina e, a partir dos 14 dias, em elevar
o percentual de lactotrofos (43,46-48).

As bases moleculares deste polimorfismo
genético ainda nio foram identificadas. Recentemente,
foram descritos cinco sitios caracteristicos nos cromos-
somas (gquantitative trait loci,- QTL) que afetam o
crescimento tumoral em hipofise de ratas F344 (49).
Entretanto, ndo foi detectada diferenga na expressio
dos receptores estrogénicos o ¢ B entre hipéfises de
ratas F344 ¢ SD (50). Foi, ainda, sugerido que as
diferengas de sensibilidade do tecido hipofisirio ao
estimulo estrogénico pudessem ser atribuidas a pre-
senga de variantes do splicing dos ER, ou de coati-
vadores /repressores ¢ afinidade de ligagio de recep-
tores em genes-alvo (51). Além disso, em compara¢io
com ratas SD, as ratas F344 mostraram aumento na
atividade enzimatica da RNA polimerase I em hipofise
como resposta ao estimulo estrogénico (52). A
relevincia destes dados ainda ndo estd bem esclarecida.

Ja foi demonstrado que, assim como ocorre
com o estimulo estrogénico, a hipersecre¢io de pro-
lactina poderia ser induzida pelo BFA através da li-
gacdo com EREs, aumentando a transcricio do gene
da prolactina, a liberagio de PREFE ¢ estimulando a li-
beragio de prolactina em células GH; (39). Para as
ratas F344, a exposi¢cio ao BFA (0,3mg/kg.dia, por
trés dias) foi suficiente para elevar os niveis séricos de
prolactina em 7-8 vezes. Ja as ratas SD ¢ Wistar, que
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respondem ao E, com aumento moderado na secregio
de prolactina, mostraram-se resistentes ao tratamento
com BFA (37,39) (tabela 2). Entretanto, quando
foram utilizadas doses mais altas e por tempo mais pro-
longado, foi possivel induzir hiperprolactinemia e pro-
lifera¢do dos lactotrofos em ratas Wistar (38). Para
estimar o efeito estrogénico do BFA em comparagio
ao E, foram feitos calculos utilizando dados de expe-
rimentos realizados com o mesmo modelo animal,
tratado com valerato de estradiol. A dose de valerato
de estradiol que resultou no mesmo efeito estrogéni-
co, em termos de indugio de hiperprolactinemia, foi
600 vezes menor que a de BFA (43,48).

O tratamento de ratas Wistar com BEA em doses
altas nio somente elevou os niveis de prolactina sérica
mas também aumentou o peso da hipofise em com-
paragio as ratas castradas. E interessante notar que,
similarmente ao E,, o aumento da prolactina em 6-8
vezes fez-se acompanhar de aumento nos pesos da hipo-
fise ¢ do itero na ratas Wistar, mas nio nas ratas F344
(43). Esta diferenga pode ser explicada, pelo menos em
parte, pelas diferencas em protocolos experimentais uti-
lizados nos trabalhos (doses de 77mg/kg.dia por 7 dias,
ap6s 14 dias pbs-OVX [37,38] versus 55ug/rata.dia,
por 3 dias, logo ap6s OVX [39]).

MECANISMOS DE ACAO DO BFA - HIPOTESES

E possivel que 0 mecanismo de agio do BFA envolva
vias classicas de ac¢do estrogénica. Por outro lado, o
BFA excrce atividade similar, mas nem sempre idénti-
ca, ao E, que pode ser decorrente de ligagio mais
firme com proteinas ligadoras dos hormonios sexuais
¢/ou da ativa¢do de um mecanismo distinto do E, em
rclagdo a receptores de estrogénio a (31). O BFA de-
sencadeia as reagdes imediatas caracteristicas para
estrogénios, aumentando a expressio do proto-onco-
gene ¢-fos por periodo mais longo do que o E, em

vagina (35), sugerindo a dissociagido mais lenta do ER
no epitélio da vagina ¢/ou intermedia¢io de cofatores
que tém associagdo especifica com a ativa¢do do recep-
tor pelo BFA mas nio pelo E,.

O mecanismo exato para os efeitos do BFA
observados nos trabalhos descritos até agora ainda nio
pbode ser explicado com precisio. A farmacocinética do
BFA ainda nio estd bem estabelecida, portanto é difi-
cil interpretar as consequéncias do fato de a liberagio
de BFA dos implantes ser mais rapida em comparagio
ao E, (0,05mg/dia para BFA e 0,00111mg/dia para
E,, respectivamente) (28). Entretanto, com base no
conhecimento atual, pode-se cstabelecer algumas
hipéteses, que deverdo ser testadas em estudos poste-
riores. Pelo menos em parte, a atividade biologica do
BFA ¢ mais alta em testes 2n vivo ¢ as diferencas na sus-
ceptibilidade ao estimulo estrogénico do BFA entre as
diversas cepas de ratas poderiam ser explicadas pela
conversio do BFA para um metabdlito mais ativo, bem
como pelo polimorfismo em uma ou mais e¢nzimas
metabolicas.

Pouco se conhece sobre ativagio metabdlica ou
inativagdo dos xenoestrogénios, sobre a farmacocinética
¢ o metabolismo do BFA. Foi demonstrado, em ratos,
que o BFA é quimicamente convertido para bisfenol-o-
quinona (53,54), via 5-hidroxifenol (55) ¢ bisfenol
semiquinona, que sio capazes de se ligarem covalente-
mente ao DNA. A ligacio do BFA com DNA acontece,
in vitro, em presenca de um sistema de ativagdo de pe-
roxidase (56) ou de um sistema de ativagdo dos citocro-
mos P450 (CYP) microsomais hepaticos (53). Foi su-
gerido que um membro da familia CYP1 poderia ser
responsavel pela hidroxilagio de BFA. O complexo
microssomal P450, presente em quase todos os tecidos
{especialmente no figado e nas adrenais), consiste de
uma superfamilia de isoenzimas, intimamente rela-
cionadas, que catalisam o metabolismo oxidativo de
uma grande variedade de substratos hidrofobicos, tanto

Tabela 2. Comparacdo de efeitos hipofisdrios do BFA entre ratas ovariectomizadas Fisher 344, Sprague-Dawley e Wistar,

Cepa Tempo Tratamento Peso hipofisdrio Prolactina
de tratamento (dose/rata.dia) (mg) sérica (ng/mi)
Fisher 344 (39) 3 dias Veiculo (n=12) 6,2+10 50+10
BFA, 300ug (n=12) 8,0+1,1 310£90*
Sprague-Dawley (39) 3 dias Veiculo (n=8) 8.8+0,8 20+5
BFA, 50ug (n=8) 9,0+0.3 25+30
Wistar (37) 3 dios Veiculo (n=5) 8.7+0.6 8,7+2,2
BFA, 50ug (n=7) 8,405 10,3+1.3
7 dics® Veiculo (n=6) 6.820,6 144
BFA, 256mg (n=8) 11,0£0.,5"" 73+4,6**

9 ratas tratadas 14 dias apds ovariectomia bilateral,

* p<0,05 e **<0.001 em relagdo ao grupo controle tratado com veiculo.
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de origem endégena (hormdnios esterdides, prostaglan-
dinas, vitamina D) quanto exégena (drogas, poluentes
ambientais). Uma ou mais formas de citocromo P450,
geralmente com especificidades de substrato amplas ¢
superpostas, podem ser induzidas por drogas ou subs-
tancias cncontradas no meio ambiente. Consequente-
mente, o espectro das isoenzimas especificas da oxi-
dagio microsomal pode influenciar o metabolismo e
toxicidade de drogas ou de outros xenobidticos ou,
ainda, o metabolismo de substratos enddgenos tais
como hormonios esterdides (57). O BFA pode também
interferir nos efeitos dos horménios esteréides, inibindo
as proteinas-chave do metabolismo no figado. Portanto,
ainda ndo pode ser descartada a hip6tese de que o BFA,
bem como o DES, sejam convertidos iz vive, pelo figa-
do e adrenais, para metabolitos com ag¢do estrogénica ¢
tumorigénica aumentada.

Finalmente, no que concerne ao potencial
tumorigénico, o BFA, sendo uma substincia ex6gena,
poderia interferir na regula¢io da sintese do material
genético (58), levando a um estado de proliferagio
celular patolégica na hipéfise; na mama ¢, possivel-
mente, no Gtero. Além disso, sendo uma substincia
com ag¢do estrogénica poderia, por mecanismos simi-
lares a outros estrogénios, promover os mesmos efeitos
através de indugdo de fatores de crescimento e proto-
oncogenes (58,59).

PERSPECTIVAS EM SAUDE PUBLICA

A relevincia e extrapolagio a populacio humana, dos
dados sobre BFA, demonstrados em trabalhos cientifi-
cos, espera estudos mais detalhados para avaliar as fontes,
o risco de exposi¢io a BFA e outros xenoestrogénios ¢ os
mecanismos de acio do BFA. Tanto estudos epidemi-
oldgicos como experimentais fazem-se necessarios para
obter-se esclarecimentos sobre o papel desencadeador
dos xenoestrogénios em diferentes tipos de neoplasias
horménio-dependentes ¢ o surgimento ou progressio de
certas doengas. Contudo, deve-se ao menos considerar
que os efeitos observados em espécies selvagens (19,20)
possam trazer alertas premonitorios quanto as conse-
quéncias da exposi¢io humana aos xenobidticos.
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