MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUAGAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIAS APLICADAS A ANIMAIS
DE INTERESSE REGIONAL
Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui,
CEP: 64049-550 Telefones: 3215-5856
E-mail: ppgtair@ufpi.edu.br

JOAO VICTOR SILVA ARAUJO

PLACAS DE PEYER, INGESTAO DE BISFENOL A E SUPLEMENTAGAO COM
SELENIO EM MODELOS MURINOS.

Teresina
2023


mailto:ppgtair@ufpi.edu.br

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIAS APLICADAS A ANIMAIS
DE INTERESSE REGIONAL
Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui,
CEP: 64049-550 Telefones: 3215-5856
E-mail: ppgtair@ufpi.edu.br

JOAO VICTOR SILVA ARAUJO

PLACAS DE PEYER, INGESTAO DE BISFENOL A E SUPLEMENTAGAO COM
SELENIO EM MODELOS MURINOS.

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacgao
em Tecnologias Aplicadas a Animais de Interesse
Regional-PPGTAIR da Universidade Federal do Piaui,
na area de concentracao Diagnésticos avancados em
Medicina Veterinaria e linha de pesquisa Biotecnologia
celular e aplicabilidades como parte dos requisitos
para obteng¢ao do Titulo de Doutor.

Orientador: Prof. Dr. Airton Mendes Conde Junior
Co-orientador(a): Profa. Dra. Kelly Palombit

Teresina
2023


mailto:ppgtair@ufpi.edu.br

FICHA CATALOGRAFICA
Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Setorial CCA
Servigo de Representacao da Informagao

A663p Araujo, Jodo Victor Silva.
Placas de peyer, ingestdo de bisfenol a e suplementacdo com
selénio em modelos murinos. / Jodo Victor Silva Aratjo. -- 2023.
56 f.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Piaui, Centro de
Ciéncias Agrarias, Programa de Po6s-Graduagdo em Tecnologias
Aplicadas a Animais de Interesse Regional - Teresina, 2023.

“Orientador: Prof. Dr. Airton Mendes Conde Junior.”

1. Trato gastrintestinal. 2. Sistema imunoldégico. 3. Mucosa
Intestinal. 4. Bisfenol A. 1. Conde Junior, Airton Mendes. II. Titulo.

CDD 599.323

Bibliotecario: Rafael Gomes de Sousa - CRB3/1163




Placas de Peyer, ingestdo de Bisfenol A e suplementagdo com Selénio em modelos
murinos

Jodo Victor Silva Aratjo

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Airton Mendes Corde Janior
(Presidente / Orientador) / DMOR/ CCS / UFPI

i (et

Prof. Dr. José Miguel Luz Parente

(Examinador interno) / DCG/ CCS / UFPI

s G@\ch‘ PAC 4y o (\&Lec_::_.«. u-.\[f’l o Lee_ ? i

Profa. Dra. Carla Maria de Carvalho Leite
(Examinadora externa / DMOR/ CCS / UFPI

k4
Profa. Dra. Mari%’{vonc Mendes Benigno Guerra

ﬂwu_a C\}-.’J'\.-LL’ ﬂhm/;t/\ ﬁil-um}ﬁ’ 6&-0\;1/\/&5\
Cf

(Examinadora externa) / DMOR/ CCS / UFPI

Prof. Dr. Jodo Batista Rapoéo Mazullo Filho

(Examinador externo) ULBRA



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer, em primeiro lugar, a Deus, pela for¢a e coragem durante toda
esta longa caminhada. Por me amparar nos momentos dificeis, me dar for¢a interior
para superar as dificuldades, mostrar os caminhos nas horas incertas e me suprir em
todas as minhas necessidades.

A minha mae, Rita de Céssia da Silva Araujo, que me deu ndo somente a vida,
mas principalmente a minha educacao e condigdes de estudo, pelo apoio, amor e por
terem me dado as melhores oportunidades para conquistar o que conquistei até hoje.

A minha irma, Maria Rita Silva Araujo, por nunca ter deixado de discutir comigo
sobre a vida, o universo e por sempre torcer por mim. Pelo incentivo aos meus ideais,
encorajamento nas horas de duvidas, pela compreenséao e constante participagao em
minha luta.

Ao Pablo Savio Costa do Nascimento, meu parceiro de todos os momentos que
nunca permitiu que o desalento se instalasse, pela paciéncia demonstrada mesmo
quando as coisas nao corriam conforme planejado, pelo permanente incentivo e
preocupagao com que sempre acompanhou o desenrolar deste meu trabalho.

Ao Professor Dr. Airton Mendes Conde Junior, meu orientador por contribuir
inigualavelmente para minha formagéo académica, profissional e pessoal; por ter
deixado fazer parte do seu grupo de trabalho e, ter acreditado em mim e nas minhas
capacidades. Agradeco ainda o trato simples, correto e cientifico, com que sempre
abordou as nossas reunides de trabalho. Agradecgo-lhe ainda o tema do trabalho, que
sempre me aliciou, o que fez, a maioria das vezes, conseguir ultrapassar dificuldades
surgidas.

A minha Coorientadora Professora Dra Kelly Palombit, seu apoio, orientagéo e
idéias fizeram desta uma experiéncia inspiradora para mim. Vocé foi mais que uma
amiga para mim. Muito obrigado por ter aceitado o desafio de me orientar deste o
mestrado até agora, por sua paciéncia nesses meses, pela oportunidade oferecida,
confianga em mim depositada na realizagao deste trabalho e pela amizade. Que Deus
Ihe ilumine sempre professora, vocé é LUZ!

Ao Sérgio Guerra, por ter me dado uma oportunidade desde a primeira
conversa que tivemos, por ter acreditado em mim, por ter me incentivado, por todo o
apoio... hunca vou esquecer;

A Universidade Federal do Piaui e ao Programa de Pés-Graduacdo em



Tecnologias a Animais de Interesse Regional, pela oportunidade de realizagao do meu
tdo sonhado Doutorado. Ao Departamento de Morfologia e ao Laboratdrio de Pesquisa
em Ciéncias Morfologicas (LABCIM) por abrir as portas para a realizagdo deste
trabalho.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pelo apoio financeiro durante todo o meu doutorado. Ao Laboratério Citolab pela
disponibilidade em contribuir com a Pesquisa.

Aos meus colegas do Departamento de Morfologia e de pesquisa, agradego
por essa amizade que construimos, companheirismo e ajuda, fatores muito
importantes na realizagdo desta Tese e que me permitiram que cada dia fosse
encarado com particular motivagcdo. Sem vocés a etapa de coleta seria muito ardua.
A participacao de vocés foi primordial no decorrer desta pesquisa, muito obrigado!

Agradec¢o aos membros da banca examinadora, pelo interesse, disponibilidade
e pela grande contribuicdo para com meu trabalho. Mas também a todos os
professores que com seus conhecimentos contribuiram de alguma forma para minha
formacéo, por ter me mostrado a for¢ca das palavras em um dia de desespero. E por
fim, a todos cujos nomes nao foram citados, mas que, cada qual as suas maneiras

contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo deste trabalho.



“A Deus, que se mostrou criador.
Seu félego de vida em mim, foi sustento e me deu coragem para questionar
realidades e propor sempre um novo mundo de possibilidades.”



RESUMO

Bisfenol A [2,2-bis (4hidroxifenil) propano, BPA], um dos desreguladores enddécrinos,
€ objeto de grande preocupacédo devido ao uso generalizado em todo o mundo.
Diversos estudos tém demonstrado que o BPA apresenta efeitos toxicos quando
ingerido, tornando o contato dessa substancia um fator de risco para o
desenvolvimento de disturbios em diversos 6rgaos, dentre eles, o intestino e o tecido
linféide associado ao mesmo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a
morfologia das placas de Peyer de ratos jovens suplementados com selénio expostos
ao BPA. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFPI, com
o protocolo numero 583/19. 28 ratos Wistar (Rattus novergicus albinus) filhotes
machos foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: Controle (CT), BPA, Se e
BPA+Se. O desmame dos filhotes foi realizado no 21° dia e, a partir do dia 22 pés-
natal, os animais do grupo BPA receberam doses diarias de 5 mg/kg de BPA diluido
em 0,3 ml de 6leo de milho, administradas por via oral. O grupo Se recebeu 10 ug/kg
de Se, o grupo BPA+Se recebeu 5 mg/kg de BPA e 10 pg/kg de Se e o grupo CT n&o
recebeu nenhuma substancia, porém passaram pelo processo de gavagem oral. Apos
4 semanas de exposic¢ao, os filhotes foram anestesiados e eutanasiados para coleta
do intestino e posterior analise histoldgica, imunohistoquimica e morfometria. Nossos
resultados mostraram que o BPA causou danos na camada epitelial das placas de
Peyer, houve um desarranjo estrutural na arquitetura da regiao folicular dos grupos
BPA e BPA+Se, zonas de inflamagao com presencga de vacuolos no tecido. Também
foi observado uma reducdo da expressao por Ki-67 das placas de Peyer no grupo
BPA, bem como uma reducgao significativa nos numeros de células de defesa no
mesmo. Os animais que foram expostos ao BPA e que receberam suplementagao
com Se nao mostraram danos na camada epitelial e ndo houve reducéo da expressao
por Ki-67. O BPA, quando ingerido acima do nivel de seguranga, alterou tecido das
PP e reduziu a proliferagao celular. Além disso, o BPA reduziu a populacao de células
imunes nas placas de Peyer. O Se foi capaz de reverter os danos observados,
sugerindo um potencial agente antioxidante.

Palavras-Chave: Trato gastrintestinal, Sistema imunolégico, Mucosa Intestinal,
Bisfenol A.



ABSTRACT

Bisphenol A [2,2-bis(4hydroxyphenyl)propane, BPA], one of the endocrine disruptors,
is of great concern due to its widespread use throughout the world. Several studies
have shown that BPA has toxic effects when ingested, making contact with this
substance a risk factor for the development of diseases in various organs, including
the intestine and associated lymphoid tissue. Therefore, the objective of this work was
to study the morphology of Peyer's patches in young rats supplemented with selenium
and exposed to BPA. The study was approved by the UFPI Animal Use Ethics
Committee, with protocol number 583/19. 28 male Wistar rats (Rattus novergicus
albinus) were randomly divided into 4 groups: Control (CT), BPA, Se and BPA+Se.
The pups were weaned on the 21st day and, from the 22nd postnatal day, the animals
in the BPA group received daily doses of 5 mg/kg of BPA diluted in 0.3 ml of corn oil,
administered orally. The Se group received 10 ug/kg of Se, the BPA+Se group
received 5 mg/kg of BPA and 10 pg/kg of Se and the CT group did not receive any
substance, but was subjected to the oral gavage process. After 4 weeks of exposure,
the puppies were anesthetized and euthanized for intestinal collection and subsequent
histological, immunohistochemical and morphometric analysis. Our results showed
that BPA caused damage to the epithelial layer of Peyer's patches, there was a
structural disarray in the architecture of the follicular region of the BPA and BPA+Se
groups, zones of inflammation with the presence of vacuoles in the tissue. A reduction
in Ki-67 expression in Peyer's patches was also observed in the BPA group, as well
as a significant reduction in the number of defense cells in the group. Animals exposed
to BPA, but supplemented with Se, showed no damage to the epithelial layer and there
was no reduction in Ki-67 expression. BPA, when ingested above the safe level, altered
PP tissue and reduced cell proliferation. Additionally, BPA reduced the immune cell
population in Peyer's patches. Se was able to reverse the observed damage,
suggesting antioxidant potential.

Keywords: Gastrointestinal tract, Immune system, Intestinal mucosa, Bisphenol A.
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1. INTRODUGAO

O trato gastrintestinal € composto por varios tipos celulares, como células
epiteliais, células caliciformes e células do sistema imunoldgico que desempenham
um papel significativo na homeostase intestinal. Uma vez que o trato gastrintestinal
esta exposto a um numero significativo de patégenos, estruturas como as placas de
Peyer atuam na identificagdo dos antigenos e na produgao de anticorpos (OKUMURA;
TAKEDA, 2017; ZHANG; WU, 2020; REBOLDI; CYSTER, 2016; PANNEERSELVAM,;
BUDH, 2020).

As placas de Peyer (PP s) sdo um grupo de foliculos linfoides bem-organizados
localizados na Iamina propria e na submucosa da porgao distal do intestino delgado -
ileo. Nessa estrutura, os linfécitos B residem nos centros germinativos desses
foliculos onde ocorre sua maturagao, e os linfécitos T estdo na zona parafolicular. Em
seus apices, as PP’s contém células M (microdobras), enterdcitos que expressam
MHC de classe Il. Eles endocitam a forma particulada de antigenos e os levam para
as células apresentadoras de antigenos (APCs) (BIAGIO SOLARINO et al., 2009;
PANNEERSELVAM; BUDH, 2020; MORBE et al., 2021).

Sabe-se que uma disfuncdo da homeostase intestinal contribui para a
patogénese da doenca inflamatéria intestinal (DIl). Compostos quimicos como
desreguladores enddécrinos sdo substancias capazes de interferir na sintese, na
secrec¢ao e no metabolismo de horménios. Além disso, essas substancias quimicas
sao capazes de modular a resposta imunolégica do organismo. Dentre elas, destaca-
se o Bisfenol A (BPA) conhecido por ligar-se aos receptores de estrégenos e assim
interferir nas suas agbes (MALOY; POWRIE, 2011; VANDENBERG et al., 2012;
Ratajczak-Wrona et al., 2020; MILANO et al., 2022).

Estudos mostraram que o BPA pode penetrar nos alimentos durante o
armazenamento em latas, recipientes de plastico ou papel. Lavar ou aquecer
embalagens, assim como outros manuseios, podem estimular a liberagcao de BPA, e
consequentemente, causar aumento da concentragdo dessa substancia nos
alimentos (ELHAM et al., 2023). Varias vias de exposicdo ao BPA foram descritas,
incluindo o sistema digestério (ingestdo), a transmissao vertical (materno fetal), o
sistema respiratério (inalagao) e o sistema tegumentar (contato com a pele) (ALMEIDA
et al., 2018; LOPEZ-RODRIGUEZ et al., 2021; FAHEEM et al., 2021; JANG et al.,
2022).
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Lai et al. (2016) revelaram em seu estudo que exposicdo ao BPA alterou a
composi¢ao da microbiota intestinal de forma semelhante a ingestdo de uma dieta rica
em gordura e sacarose. Além disso, um estudo realizado por Mao et al. (2023) mostrou
que a exposic¢ao ao BPA perturbou as comunidades da microbiota intestinal dos ratos,
0 que por sua vez alterou o metabolismo do BPA. Ozaydin et al. (2018) mostraram
que essa substancia causou acumulo de células de defesa nas PP’s e no baco.

O selénio (Se) se tornou um elemento de grande interesse tendo em vista seu
efeito antioxidante. Neste sentido, a suplementag¢ao de Se pode provocar redugcao do
risco de danos em varios 6rgaos, como intestino, corag¢ao, pulméo e rins, assim como
determinar efeito protetor contra toxicidade por substancias como o BPA, ja
demonstrado em alguns estudos (WETHERILL et al., 2007; WANG et al., 2015; AL-
AMOUDI, 2018).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema Digestoério e Sistema Imunolégico Associado a Mucosa Intestinal

O trato gastrintestinal € composto por érgao cavitarios e parenquimatosos, que
se estende desde a boca até o es6fago, estbmago e intestino, bem como 6rgéos
acessorios, notadamente o pancreas, figado e vesicula biliar e tem como fungéo
degradar e absorver nutrientes, além de eliminar os residuos (DANIEL et al., 2014;
MASS et al., 2020).

Os intestinos iniciam-se a partir do piloro e se estendem até o reto. O intestino
delgado € composto pelo duodeno, jejuno e ileo, sendo sustentados pelo grande
mesentério, ja o intestino grosso compde-se de ceco, colon (ascendente, transverso,
descendente e sigmoide) e reto (DYCE; SACK; WENSING, 2004).

O epitélio intestinal tem fungado bimodal de maximizar a absorgao de nutrientes
digeridos, pois € composto primariamente por enterdcitos, as células epiteliais
intestinais sdo colunares e estdo envolvidas na absorcdo de nutrientes e fungdes
metabdlicas. Além disso, essas células formam uma barreira com permeabilidade
seletiva entre a bainha epitelial e o conteudo luminal e liberam imunoglobulina A (IgA)
secretéria para o lumen, como também participam ativamente da imunidade por
produzirem peptideos antimicrobianos e citocinas pro-inflamatérias em resposta a
ativagdo de seus receptores de reconhecimento de patéogenos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2012).

A camada muscular contém células musculares lisas orientadas em espiral,
divididas em duas subcamadas, uma camada circular interna e uma longitudinal
externa. Entre essas duas subcamadas observa-se o plexo nervoso mioentérico,
também conhecido como plexo de Auerbach, na qual realiza e coordena as
contragdes de segmentacdo e peristalse (GARTNER; HIATT, 2007). A serosa é
formada por uma camada delgada de tecido conjuntivo frouxo, revestida por um
epitélio pavimentoso simples. Na cavidade abdominal, a serosa que reveste os 6rgaos
€ denominada peritbnio visceral e esta em continuidade com o0 mesentério
(GARTNER; HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

O intestino é considerado importante local de interagao antigénica, uma vez
que esta em constante contato com microrganismos comensais, patogénicos, bem
como moléculas derivadas de alimentos ingeridos. Assim, o desenvolvimento e

progressao das respostas imunoldgicas nesse local devem ser regulados, evitando



16

por um lado uma reagao exacerbada e prejudicial ao organismo frente a antigenos
que devem ser incorporados, e ao mesmo tempo promovendo uma resposta efetiva
contra patégenos, quando necessaria (HOOPER; LITTMAN; MACPHERSON, 2012;
DE VOS WM et al., 2022, DILLON et al., 2021, NOBS et al., 2020, CAMILLERI, 2019,
DOMINGUEZ-BELLO MG et al., 2019).

O tecido linfoide nao envelopado, composto por células do sistema
imunoldgico, esta associado as superficies mucosas do trato gastrintestinal e sistemas
respiratorio e urinario e referidos coletivamente como M.A.L.T. Especificamente na
mucosa intestinal esta o sistema G.A.L.T (gut-associated lymphoid tissue), constituido
de tecido linfoide denso, representado por foliculos linfoides isolados no intestino
grosso ou formando agregados como nas PP’s no ileo (ABBAS, 2014; CAMILLERI,
2012 SUZUKI, K. et al 2007).

As PP’s sao estruturas semelhantes a linfonodos, ndo encapsuladas, cuja
superficie sado livres de vilosidades e glandulas de Lieberkihn, formadas por
agregados de foliculos linfoides com centros germinativos. Vistas a olho nu,
morfologicamente as PP s@o areas alongadas e espessadas. Em humanos, as PP’s
localizam-se particularmente na porgéo final do intestino delgado, e em outros animais
como a alpaca, essa estrutura esta localizada nas trés porgdes do intestino (MASS et
al., 2020; FLORES, J.; NAVARRETE, M.; SATO, 2020)

As células M (microfold cells) compreendem um grupo celular muito importante
no transporte dos antigenos do lumen para as PP’s e foliculos linfoides isolados.
Essas sao células epiteliais achatadas, caracterizadas por numerosas invaginagoes
basais e estao localizadas em regides do epitélio que recobrem a parte superior das
PP’s e foliculos isolados (VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008; SUZUKI et al., 2007;
KOBAYASHI et al., 2019; MASS et al., 2020).

As células M sao responsaveis pela captacdo de antigenos por endocitose,
transporte para macroéfagos e células linfoides adjacentes, as quais migram entao para
outros compartimentos do sistema linfoide. Isso permite que células dendriticas e
macrofagos teciduais capturem esses antigenos para serem transportados até os
foliculos linfoides. Ha também linfécitos T e B efetores (linfécitos T CD4 auxiliares,
linfécitos T CD8 citotéxicos e plasmécitos secretores de IgA) previamente
ativados/diferenciados nos G.A.L.T ou linfonodos drenantes (VOLMAN; RAMAKERS;
PLAT, 2008; SUZUKI et al., 2007; CHEN, et al, 2020; SUN; NGUYEN;
GOMMERMAN, 2020).
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2.2 Bisfenol A

Bisfenol € um nome genérico dado a um grupo de difenilalcanos comumente
empregados, principalmente, na industria de fabricagcdo de produtos plasticos. Desse
grupo, o bisfenol A (BPA) é o que mais se destaca, sendo componente de processos
industriais na producdo de policarbonatos, resinas epoxi e resinas de poliéster-
estireno insaturadas e agentes retardantes de chama, garrafas de agua e leite devido
a sua dureza (VANDENBERG et al., 2009; JIMENEZ-DIAZ et al., 2010; OMEROGLU;
ZDAL; BULUT, 2017; VOGEL, 2009; BIEDERMANN et al., 2010; ERICKSON, 2008;
JIMENEZ-DIAZ et al., 2010; BERNARDO et al., 2015).

A produgao comercial de BPA iniciou aproximadamente em 1950, quando as
primeiras resinas epoxi foram desenvolvidas. Essas resinas eram geralmente
utilizadas no revestimento interno de embalagens de alimentos e bebidas, para
protegé-los do contato direto com os metais (RUBIN, 2011). Outras aplicagdes
incluem seu uso como estabilizante na producéo de plasticos (inclusive embalagens
de alimentos), como revestimento interno nas latas de aluminio usadas em bebidas,
como selante dentario, como antioxidante, dentre outras (EFSA 2023; FLINT et al.,
2012).

O BPA [2,2-bis (4hidroxifenil) propano, BPA] € um composto orgénico sintético,
no qual suas moléculas estdo unidas por ligagoes ésteres. Estas estdo sujeitas a
hidrolise quando expostas a altas temperaturas ou a agao de substancias acidas ou
basicas, resultando na contaminacéo de alimentos e bebidas (RUBIN, 2011; GIULIVO
et al., 2016). Esse fato é evidente ja que uma das maiores vias de exposi¢cao ao BPA
€ aingestao, seguida da inalacao e administracao intravenosa (CALAFAT et al., 2008;
ELHAM et al., 2023; MANZOOR, 2022; CHOWDHURY et al., 2016).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA, 2023) realizou
uma reavaliacdo dos riscos para a saude publica relacionados com a presenca de
BPA nos géneros alimenticios. Esta organizagcdo estabeleceu uma redugdo da
ingestao diaria toleravel (TDI) de BPA de 4 ug/kg de peso corporal por dia para 0,2
ng/kg de peso corporal por dia.

A Organizagao Mundial de Saude (WHO, 2010) demonstrou que a exposi¢ao
diaria ao BPA em criangas com idade de 0 a 6 meses amamentadas exclusivamente
por lactante foi de 0,3 pg/kg de peso corporal, ja em criangas na mesma faixa etaria
de idade, alimentados com férmula liquida em mamadeiras de policarbonato foi de 2,4

ug/kg por dia em média. Simkova et al. (2020) demonstraram em sua pesquisa que
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materiais compaésitos dentarios contendo Bis-GMA Charisma Classic, Filtek Ultimate
Universal Restorative, Charisma Diamond "livre de BPA" e Admira Fusion liberam 9,1
ng/g, 15,4 ng/g, 1,6 ng/g e 2,1 ng/g respectivamente.

O BPA sofre conjugagdo metabdlica no tecido hepatico através da enzima
Uridina-difosfoglucuronosil-transferase  (UGT), processo  denominado de
glucuronidagao e no intestino pelas sulfotransferases (SULT), sendo uma reagao de
sulfatacdo. Esta representa cerca de 20% das reagdes em humanos e 5% em
roedores (EFSA, 2023).

O BPA tem uma estrutura semelhante ao estrogénio, sendo classificada como
um disruptor quimico endécrino (EDC), podendo se ligar a receptores de estrogénio
(ER), receptores de androgenos (AR), receptores de hidrocarboneto aril (AhR) e
receptores ativados por proliferadores de peroxissomo (PPAR) (ALMEIDA et al., 2018;
VOM SAAL; WELSHONS, 2014; FAN et al., 2015; WETHERILL et al., 2005; I1SO et
al., 2006; ZIV-GAL et al., 2013).

Estudos mostraram que o BPA pode levar a disturbios como diabetes,
obesidade, puberdade precoce, e hipertireoidismo. Também tém efeitos adversos
sobre a fertilidade, o sistema nervoso e o comportamento (VANDEMBERG et al.,
2009; THARP et al 2012; STUMP et al 2010; MANNIKKAM et al., 2013; BAE et al.,
2012).

2.3 Bisfenol A e Células do Sistema Imunolégico

Humanos e animais estdo expostos a esse poluente sintético nos alimentos, na
agua potavel e no ar. Estudos afirmam que esse composto atua como desregulador
endocrino no organismo, mas sua atividade danifica diretamente o sistema
imunologico (KHARRAZIAN; VOJDANI, 2016; BANSAL et al., 2017; OZAYDIN et al.,
2018; ZBUCKA-KRETOWSKA et al., 2017; MA et al., 2019; LIU et al., 2020).

Estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo causado pelo BPA promove
reacoes inflamatdrias em varios tecidos do corpo, disturbios na resposta imune,
progredindo para uma série de efeitos adversos (GU et al., 2019). Estudos de Malaisé
et al. (2018) e Malaisé et al. (2020) mostraram que o BPA aumentou a producao de
fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 17 (IL-17) no intestino e desencadeou
um perfil de células T helper 17 no bago de camundongos. Além disso o BPA
aumentou a secrecgao de IL-17 por essas células T em esplendcitos, assim como em

células imunes intestinais isoladas de camundongos fémeas expostas a baixas doses.
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Kuo et al. (2012) e Hirahara; Nakayama (2016) descreveram em seus trabalhos
que o BPA pode reduzir a sobrevivéncia das células imunes, levando a uma alteragao
do equilibrio imunolégico, modulando as respostas imunes e contribuindo, por
exemplo, para doengas autoimunes e doengas alérgicas.

Gao et al. (2020), constataram que a exposi¢ao perinatal ao BPA resultou em
um desequilibrio de células T reguladoras (Th17) na prole masculina pela ativagao da
via PI3K/Akt/mTOR. Liu et al., 2020 demonstraram que a exposi¢cdo ao BPA alterou a
expressdo de miR-27b-3p e CYP1B1 em linfocitos de carpa, induzindo estresse
oxidativo que causou o processo de apoptose pela via mitocondrial.

Segundo Park et al. (2020) a exposi¢cao ao BPA no epididimo pode induzir a
infertilidade masculina por meio de dois mecanismos desequilibrados da homeostase
imunoldgica, interrompendo a capacidade das células basais de perceber mudangas
ambientais ou levando a uma quebra da fagocitose dos macréfagos através da
reducao negativa de projecao intraepitelial e citocinas relacionadas a inflamacéo.
Além disso, altas concentragdes de exposi¢céo a longo prazo ao BPA podem deprimir
significativamente as atividades das enzimas ACP e AKP que representam a
capacidade imune inata do corpo (ZHANG et al., 2020).

Estudos sobre o efeito nocivo do BPA nas células de defesa fizeram grandes
avancgos. Tais estudos mostraram que o BPA pode interferir diretamente na fungao
dessas células, alterando o fendtipo celular e reduzindo a capacidade de
movimentagdo e eliminagcdo de patégenos (RATAJCZAK-WRONA et al., 2020).
Balistrier et al. (2017) relatou que o BPA alterou a fungao in vitro dos neutrdfilos,
incluindo a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), quimiotaxia e morte
bacteriana. Além disso, observaram alteracbes na imunidade inata in vivo,
principalmente naqueles com fungéo imune comprometida.

Ratajczak-Wrona et al. (2021) que demonstraram que o BPA influencia as
funcdes dos neutrdfilos associados a locomogao e eliminagao de patégenos, o que
pode perturbar a resposta imune dessas células em mulheres e homens. No entanto,
Hernandez Avila et al. (2019) encontraram em seus resultados que o BPA
administrado durante o periodo neonatal ndo teve impacto em nenhuma porcentagem
da populacao de células B, mas afetou sua capacidade de gerar IgM de alta afinidade,
medida por sua reatividade em antigenos tumorais.

Como mencionado anteriormente, o BPA afeta muitos sistemas do corpo,

incluindo o sistema respiratério. Evidéncias mostram que o BPA promove
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sensibilizagao e inflamagao das vias aéreas, comprometendo a fungao imunoldgica,
intensificando processos alérgicos e asma. Como prova disso, podemos citar a
pesquisa de Koike et al. (2018) na qual foi observado que a exposi¢ao a baixas doses
de BPA durante o periodo de desenvolvimento juvenil afetou a inflamag¢ao pulmonar
induzida pela ovalbumina com aumento alérgico, inflamagdo das vias aéreas e
imunidade fungao celular, bem como a resposta Th2 em ratos.

Yang et al. (2020) demonstraram que a exposigao ao BPA reduziu a metilagcao
da MAPK1 5'CGlI, sugerindo que esses fatores podem estar relacionados ao
desenvolvimento de asma em criangas. Os resultados da pesquisa realizada por
Wang et al. (2020) indicaram que o BPA piorou a inflamagao pulmonar induzida por
OVA e induziu fungdo imune anormal em camundongos, € seu mecanismo foi
relacionado a ativagdo da via de autofagia pela regulagcdo negativa da expressao de
mTOR. Isso porque apds a supressdao da autofagia realizada em seu estudo, a
resposta inflamatéria enfraqueceu, sugerindo tratamentos alternativos relacionados
as doencas inflamatorias.

Varios estudos foram publicados relatando seus efeitos sobre a atividade
carcinogénica deste composto no organismo. Estudos recentes mostraram que,
mesmo em baixas doses, o estresse oxidativo causado pelo acumulo de BPA no
organismo proporciona efeitos genotéxicos, causando disfungao celular, apoptose e
resposta inflamatdria. Wang et al. (2019) mostraram que a absor¢do de BPA na dieta
induziu estresse oxidativo e reduziu a capacidade antioxidante, causando uma
resposta inflamatéria local mediada pela expressdao do gene da citocina pro-
inflamatoria, gerando apoptose pelo aumento da expressdo génica e atividade
enzimatica entre os membros da familia das caspases.

Nava-Castro et al. (2019) demonstram que a exposi¢do ao BPA favoreceu o
crescimento de tumores derivados do escroto de camundongos e modulava as
porcentagens de diferentes células imunes no bago e linfonodos periféricos. Além
disso, descobriram que a expressao de citocinas relacionadas a inflamacgéao (IL-10 e
TNF-a) em tumores estava significativamente aumentada em comparagdo com os
grupos controle e veiculo.

Danos mutagénicos relacionados a atividade cromossémica em células
mononucleares também s&o mencionados. Os resultados de um estudo de Pietro et
al. (2020) mostraram que o BPA poderia induzir um efeito bifasico na proliferagdo de

células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), sendo pré-proliferativo em
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baixas concentragdes e antiproliferativo em altas doses, induzindo aberracdes
cromossOmicas e causando a aparecimento de células fragmentadas caracterizadas
por um elevado numero de cromossomos fragmentados e pulverizados.

Tran; Herz; Lamy, (2020) descobriram que a exposi¢cao a longo prazo a baixas
doses de BPA reduziu a atividade da telomerase em células T CD8 + ativadas, nas
quais os teldmeros mostraram um encurtamento significativo de seu comprimento.
Também relataram reducdo no numero de cépias de DNA mitocondrial, proliferacédo

celular e IFN-y, bem como supresséao da proteina hTERT, em linfocitos CD8+.

2.4 Selénio e Células do Sistema Imunolégico

Como um importante oligoelemento, o selénio (Se) desempenha um papel
importante no funcionamento do corpo humano, pois € utilizado para a biossintese de
selenoproteinas (proteinas que contém um ou mais residuos de selenocisteina). In
vivo, as fungdes das selenoproteinas humanas sdo muito diversas, como a atividade
antioxidante (MINICH et al., 2022; AVERY; HOFFMANN, 2018).

As fungdes criticas das selenoenzimas incluem participagcado na regulagao da
sintese dos hormonios tireoidianos, aumento da fertilidade masculina e efeitos anti-
inflamatdrios. Entre as 25 selenoproteinas identificadas em humanos, GPxs e TrxRs
sdo enzimas antioxidantes bem reconhecidas (HARIHARAN; DHARMARAJ, 2020;
MINICH et al., 2022; LABUNSKYY; HATFIELD; GLADYSHEV, 2014).

GPX atuam indiretamente no mecanismo de cicatrizagcao de feridas. Outras
selenoproteinas incluem a selenoproteina-S que regula as citocinas inflamatérias e a
selenoproteina-P que serve como indutor da homeostase. A importancia do Trx para
muitos aspectos da funcao celular torna provavel que essas desempenhem um papel
na protecdo contra danos oxidativos, crescimento e transformacao celular e na
reciclagem do ascorbato de sua forma oxidada (HARIHARAN; DHARMARAJ, 2020;
BJORKLUNDet al., 2021; MUSTACICH, 2000).

O sistema imunoldgico depende da ingestdo adequada de selénio na dieta e
esse nutriente exerce seus efeitos bioldgicos principalmente por meio de sua
incorporagao as selenoproteinas. Estudos relatam que o selénio € um micronutriente
essencial que desempenha um papel crucial no efeito das respostas imunes
(SHAKOOR et al., 2021; GOMBART; PIERRE; MAGGINI, 2020; CALDER et al.,
2020).

Yao et al. (2021) verificaram em seu estudo que a suplementacao de selénio
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aumentou a expressao de GPX4 em células T, aumentou o numero de células TrH €
promoveu respostas de anticorpos em camundongos imunizados e adultos jovens
apo6s a vacinagdo contra influenza. Espaladori et al. (2020) concluiram que a
incorporagao de Se, seja como medicagao intracanal isoladamente ou em conjunto
com outras medicagdes, pode potencializar o reparo tecidual periapical apos
procedimentos de limpeza e modelagem do sistema de canais radiculares.

Hu et al. (2021) concluiram que a suplementagcdo de Se esta associada a
redugbes nos niveis de autoanticorpos tireoidiano (TPOAb, TGAb e TSH) em
pacientes com tireoidite linfocitica cronica e ao aumento de horménios tireoidianos
(GPx3 e SePP1). Esses resultados podem ser explicados assumindo que o Se pode
ter o potencial de aumentar a capacidade antioxidante e aumentar as células T
reguladoras ativadas in vivo de pacientes com tireoidite de Hashimoto.

O BPA pode prejudicar o funcionamento de 6rgédos e sistemas internos,
incluindo os sistemas nervoso, gastrintestinal, cardiovascular, reprodutor e excretor
(WAZIR; MOKBEL, 2019). Estudos demonstraram que a deficiéncia de selénio pode
levar a multiplos danos nos tecidos e 6rgaos do corpo e pode coexistir com exposi¢coes
téxicas crénicas ao BPA (CHEN et al., 2022; LIU et al., 2022a; LIU et al 2022b).

Yin et al. (2023) concluiram que a deficiéncia de selénio e a exposi¢cao ao BPA
induziram a piroptose do tecido traqueal em galinhas através da via NF-
KB/NLRP3/Caspase-1, e a exposicdo ao BPA exacerbou a piroptose traqueal induzida
por deficiéncia de selénio. Chen et al. (2022) descobriram que a deficiéncia de Se
promoveu significativamente a expressao de apoptose renal e necrose em rins de
frango expostos ao BPA. Além disso, seus resultados mostraram que o BPA agravou
a apoptose e a necrose em rins de frango com deficiéncia de Se por meio da regulagéo
do estresse oxidativo e da via de sinalizagao PI3K/AKT.

Por outro lado, estudos anteriores mostraram que o uso apenas de selénio
amenizou a toxicidade do BPA no figado, testiculos e pulmbées (ABEDELHAFFEZ et
al. 2017; AMRAOQOUI et al., 2018; KHALAF et al., 2019; AHMED ZAKI et al., 2021;
BASHIR et al. 2022). Kaur et al. (2021) verificaram que a suplementacdo de Se
restaurou consideravelmente as atividades das enzimas antioxidantes e reduziu as
expressdes de quinases ativadas pelo estresse, que diminuiram ainda mais a
apoptose. Assim, a suplementacido de Se demonstrou ser eficaz contra o dano
testicular provocado pelo BPA. Glzel et al. (2020) verificaram que efeitos oxidativos e

proliferativos celulares do BPA foram aumentados pela ativagdo do potencial receptor
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transitorio vaniléide 1 (TRPV1), mas sua agao sobre os valores foi diminuida pelo

tratamento com selenito de sédio (Na-Se).
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3. JUSTIFICATIVA

Por ser um composto quimico importante na industria para a fabricacdao de
produtos plasticos, quantidades alarmantes de BPA sao produzidas todos os anos,
tornando a exposi¢ao cronica a essa substancia um fator a ser considerado dentro da
miriade de outros agentes toxicos as quais os seres humanos estao sujeitos.

Muitos sao os estudos demonstrando os efeitos do BPA sobre diversos 6rgaos
e vias metabdlicas, dentre eles, o figado, 6rgao que desempenha diversas fungdes no
corpo. O BPA sofre conjugacdo metabdlica por glucoronidagédo no tecido hepatico, o
que torna o figado um érgéo vulneravel a essa substancia, mesmo em baixas doses,
fato que ja foi evidenciado por estudos que avaliaram a hepatotoxicidade induzida pela
exposic¢ao ao BPA.

O Se, um dos principais agentes do sistema de defesa contra danos oxidativos,
exerce efeitos benéficos ja comprovados sobre os danos promovidos pela exposi¢cao
ao BPA em 6rgaos como pulméo e testiculo. No entanto, estudos que possam avaliar
a influéncia desse micronutriente sobre o tecido linfoide associado ao sistema
digestorio, afetado pelo BPA, ainda sdo escassos, visto que esse sistema é o primeiro
ao entrar em contato a essa substéncia quando ingerida.

Dessa forma, este estudo se prop6s a demonstrar os efeitos da suplementacéao
de Se sobre o sistema imunolégico associado ao trato gastrinstestinal, contribuindo

para estudos futuros sobre possiveis tratamentos das altera¢des induzidas pelo BPA.
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4, OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Estudar a morfologia das placas de Peyer de ratos jovens suplementados com

selénio expostos ao BPA.

4.2 Objetivos Especificos
e Observar os efeitos do BPA na morfologia das placas de Peyer através de
técnicas histoquimicas;
e Avaliar os parametros histopatolégicos e histomorfométricos apos exposi¢cao
ao BPA e suplementacdo com selénio;
e Quantificar a expressao dos marcadores Ki-67 e BCL-2 através de técnica
imunohistoquimica para potencial de agressao bioldgica;

e Descrever os efeitos da suplementagao de selénio na lesao intestinal.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Aspectos éticos

O delineamento da pesquisa € do tipo experimental. Todos os procedimentos
descritos relacionados foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Federal do Piaui, com o protocolo numero 583/19 (Anexo
A). Os procedimentos realizados neste estudo estdo em conformidade com as
diretrizes éticas para experimentacdo animal preconizadas no “European
Communities Council Directive” de 24 de novembro de 1986 (86/609/EEC) sobre as

recomendacgdes dos cuidados e uso de animais de laboratdrio.

5.2 Animais e Aplicagao do Bisfenol A

Foram utilizados 28 ratos machos Wistar (Rattus novergicus albinus) jovens
(n=7/grupo estudado), obtidos do Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Foi fornecido aos animais ragédo e agua a
vontade.

Os animais foram mantidos com suas matrizes até o 21° dia pds-natal no
Biotério do Departamento de Biofisica e Fisiologia do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) e divididos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo Controle (CT); Grupo BPA,
Grupo BPA+Se e Grupo Se. O desenho experimental do estudo esta representado na

Figura 1.

Figura 1. Desenho experimental do estudo.

Nascimento Desmame Eutanasia
0 21 50
[ i
Aclimatacao Aplicacao
CcT BPA BPA+Se Se
Nenhuma 5 mg/kg de BPA 5 mg/kg de BPA 10 pg/kg de Se
substancia +*
10 pg/kg de Se

Fonte: Dados do estudo, 2023. Os numeros representam os dias desde o nascimento até a eutanasia.
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A partir do 22° dia pés-natal, os filhotes machos do grupo BPA (n=7) receberam
doses diarias de 5 mg/kg de BPA (dose ja utilizada pelo grupo de pesquisa, Chem
Service Inc.®, West Chester, PA) diluido em 0,3 ml de 6leo de milho administradas
por via oral com gavagem. O grupo BPA+Se (n=7) recebeu doses diarias de 5 mg/kg
de BPA + 10 pg/kg de Se dissolvido em agua (utilizado na forma de selenito de sddio
- Na2SeO3 - Dindmica®). O grupo Se (n=7) recebeu 10 pg/kg de Se dissolvido em
agua (utilizado na forma de selenito de sédio - Na2SeO3 - Dindmica®) e o grupo CT
(n=7) n&o recebeu nenhuma substancia, porém passaram pelo processo de gavagem
oral (Figura 2) (AL-AMOUDI, 2018).

Figura 2. Aplicacao de BPA e Se via gavagem oral.

Fonte: Dados do estudo, 2023. Representagao dos grupos animais e técnica de gavagem via oral.

Apos 4 semanas de exposicao e suplementacio, os animais foram levados ao
Laboratdrio de Pesquisa em Ciéncias Morfolégicas (LABCIM-UFPI), onde foi realizado
o protocolo de eutanasia no qual estes receberam uma dose de analgésico (Tramadol
4mg/kg - via intraperitoneal) e apos 5 minutos foram anestesiados com uma
associagao anestésica de xilazina (10 mg/Kg) e cetamina (80 mg/kg) administrados
por via intramuscular profunda.

Em seguida, os animais foram eutanasiados utilizando uma superdose
anestésica, e entao foi realizada uma incisdo na regido abdominal do animas, expondo
as alcas intestinais para retirada do material a ser estudado. Os tecidos foram

armazenados em solug¢ao de formalina tamponada a 10% (Figura 3).
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Figura 3. Incisao na regidao abdominal de rato expondo as algas intestinais.

Fonte: Dados do estudo, 2023. Protocolo de eutanasia dos animais e exposi¢ao das algas intestinais.

5.3 Coloragao por Hematoxilina e Eosina

O processamento iniciou com desidratacdo do tecido com subsequentes
imersdes de 60 min com alcool etilico (Synth, Brasil) 70%, 80%, 90% e 100%.
Posteriormente comecgou a diafanizagao ou clarificagdo em Xilol PA (Anidrol, Brasil)
em dois banhos de 60 min cada. Na sequéncia a impregnacao e inclusdao em parafina
histolégica (Easy Path, Brasil) liquefeita sendo submetido a duas imersdes de 30 min
com temperatura controlada maxima de 60 °C (Figura 4).

ApOs a secagem e enrijecimento dos blocos de parafina foi realizado os cortes
do tecido no micrétomo rotativo RM2235 (Leica Biosystem, Brasil) para obtencao de
cortes na espessura de 5,0 ym despejados em |lamina fosca de vidro para iniciar a
coloragdo. As laminas foram desparafinizadas permanecendo 10 min em estufa a 60
°C e completada em trés banhos de xilol, por 5 min cada, hidratados em solucdes
alcodlicas de concentragdes decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por 5 min cada
e lavados em agua corrente por 10 min (Figura 4).

Em seguida, os cortes foram contracorados pela Hematoxilina de Harris por 45
seg e lavados em agua corrente durante 5 min, sendo, em seguida corados pela
Eosina por 25 seg. Por fim, as laminas foram banhadas em concentragdes crescentes
de alcool etilico (Synth, Brasil) 100% e 70 % durante 5 min seguidos de 2 banhos em

Xilol PA (Anidrol, Brasil) por 5 min cada para montagem da lamina (Figura 4).
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Figura 4. Técnica de microtomia e protocolo padrdo de coloragao por
Hematoxilina e Eosina.

| 70% || 80%
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Fonte: Dados do estudo, 2023. Fixagao do intestino, processamento histoldgico, microtomia e protocolo
padrao de coloragao por Hematoxilina e Eosina.

As fotos dos tecidos foram obtidas utilizando microscopio de luz e a camera de
celular Xiaomi 11, versao Mi 11 Lite 5G, (9216x6912). As pranchas histologicas foram

confeccionadas utilizando o software GIMP versao 2.10.34.

5.4 Imunohistoquimica

A reagao de imunohistoquimica (IHQ) aconteceu no laboratério privado Citolab,
localizado na cidade de Teresina-Piaui. A imunomarcagao foi realizada com anticorpo
anti-Bcl-2 (CONFIRM anti-bcl-2 (124) - Mouse Monoclonal Primary Antibady, Ventana,
Roche®, Estados Unidos) e anti-Ki-67 (CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) - Rabbit
Monoclonal Primary Antibody, Ventana, Roche®, Estados Unidos) expresso no
citoplasma e no nucleo, respectivamente.

Os tecidos foram fixados, embutidos em parafina e cortados em
aproximadamente 4 ym de espessura com auxilio do micrétomo rotativo de parafina
LUPETEC Modelo MRP2015. Sequencialmente, os fragmentos, apés o corte,
formaram fitas que foram transferidas para um banho histolégico contendo agua

destilada a uma temperatura de no maximo 50 °C e mantidos até sua distensdo. Em
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seguida, foram colocadas em laminas TOMMO (VWR®) carregadas positivamente
para analise de IHQ.

As laminas contendo as amostras de interesse foram desparafinizadas em um
banho em xilol, hidratadas em trés banhos de alcool etilico 99%, em seguida,
submetidas a reagao automatizada no equipamento BENCHMARK IHC/ISH (Ventana,
Roche®, Estados Unidos). O processo mecanizado utilizou o kit de detecgao ultraView
DAB Detection Kit, os anticorpos avaliados, os reagentes, os contrastantes e pds
contrastantes (Hematoxilin Il e Bluing Reagent), conforme fornecido pelo fabricante.
Em seguida, as laminas foram preparadas para montagem com laminula (24x50mm)
e resina acrilica e por fim analisadas descritivamente. As fotos dos tecidos foram
obtidas utilizando microscoépio de luz e a camera de celular Xiaomi 11, versao Mi 11
Lite 5G, (9216x6912). As pranchas foram confeccionadas utilizando o software GIMP
versao 2.10.34.

5.5 Coloragao por Tricromico de Masson

As laminas foram desparafinizadas permanecendo 10 min em estufa a 60 °C e
completada em trés banhos de xilol, por 5 min cada, hidratados em solugdes alcodlicas
de concentragdes decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por 5 min cada e lavados
em agua corrente por 10 min. Em seguida, as laminas passaram por um processo de
mordentacdo em solugcdo de Bouin por uma noite em temperatura ambiente. Apos
esse periodo, as laminas foram lavadas em agua corrente até desaparecer o amarelo
deixado pela solugédo de Bouin e, em seguida, lavadas em agua destilada. Os tecidos
entdo foram corados em solugdo de Hematoxilina Férrica de Weigert por 10 min e
lavados em agua corrente por 10 min. Depois de lavadas em agua destilada, os
tecidos foram corados em solugéo de Escarlate de Biebrich por 5 min e apds lavagem
em agua destiladas, houve o processo de diferenciacdo em solucdo de Acido
Fosfotungstico-Fosfomolibdico por 15 min. Apds lavagem em agua destilada, o
material foi corado em solugcdo de Fast Green durante 10 min. Apds esse processo,
os tecidos foram levados a solucdo de Acido Acético Glacial 1% por 5 min e

seguidamente desidratados e diafanizados para montagem das laminas (Figura 5).
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Figura 5. Técnica de microtomia e protocolo de coloragao especial por
Tricromico de Masson.

Fonte: Dados do estudo, 2023. Microtomia e protocolo de coloragéo especial por Tricromico de Masson.

As fotos dos tecidos foram obtidas utilizando microscépio de luz e a camera de
celular Xiaomi 11, versao Mi 11 Lite 5G, (9216x6912). As pranchas histologicas foram

confeccionadas utilizando o software GIMP versao 2.10.34.

5.6 Analise Morfométrica

O numero de leucdcitos foi contado em todas as preparagdes de montagem
através de uma camera de video digital de alta resolugdo acoplada ao microscépio
optico (Leica Mycrosistems DM 400, Alemanha). As imagens foram transmitidas a um
computador (Pentium Dual Core Duo), utilizando o software Leica X (LASX) com uma
ampliagao de 1000 x. Todas as células bem delimitadas em cada fragmento foram
contadas. Para a quantificacdo foram feitas contagens em cinco campos

microscopicos alternados para cada animal na regido do centro germinativo das PP’s.

5.7 Analise Estatistica

Os grupos estudados tiveram seus dados comparados estatisticamente através
da anadlise de variancia (ANOVA), seguido pelo Teste de Tukey, com um nivel de
significancia de p < 0,05. A analise foi feita utilizando o GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA.
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6. RESULTADOS

As PP’s estdao localizadas na camada mucosa do intestino delgado.
Macroscopicamente, nao foi evidenciada diferenga morfoldgica qualitativa entre os
grupos. Em relagéo ao numero de foliculos por placa observou-se que era variavel em
todos os grupos, sendo mais frequente a presenga de dois a trés em cada uma delas
(Figura 6).

Figura 6. Aspecto geral das placas de Peyer no intestino delgado de ratos Wistar
dos grupos CT, BPA, BPA+Se e Se coradas pela técnica de HE.

Seccdes histoldgicas das placas de Peyer de ratos Wistar machos dos grupos. Controle - CT (A),
Bisfenol A - BPA (B), Bisfenol A + Selénio - BPA +Se (C) e Selénio - SE (D). RF: Regido Folicular; RIF:
Regiao Interfolicular; (*) vacuolos inflamatérios. Barras de escala: aumento de 40x.

No grupo CT, observou-se que a estrutura histolégica da camada epitelial das
PP’s é do tipo cilindrico simples (Figura 7 A-B), com presenga de células produtoras
de muco (células caliciformes), enterécitos com borda em escova indicando certa
funcao absortiva, presenca de linfocitos intraepiteliais e células achatadas em sua
superficie (células de microfold). Também foi possivel observar presencga de linfocitos

na regiao folicular com parénquima integro, e com auséncia de vacuolos na sua
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estrutura.

Entretanto, observou-se uma desorganizacdo da camada epitelial do grupo
BPA (Figura 7E), apresentando uma descontinuidade da mesma, e alteracdes
morfolégicas nas células caliciformes sugerindo que esse contaminante levou a
processos apoptoticos na camada epitelial prejudicando reparos na mesma (Figura
7F). Nos grupos BPA+Se e Se (Figura 7 I-M), a camada epitelial foi preservada
quando comparado ao grupo CT (Figura 7 A-B).

Verificou-se que houve um desarranjo estrutural na arquitetura da regiao
folicular dos grupos BPA e BPA+Se, onde foram notadas zonas de inflamagéo,
principalmente a regido basal das PP’s com presenca de vacuolos na sua estrutura
(Figura 7G). Nota-se que a inflamacéo foi menos acentuada no grupo BPA+Se quando
comparado ao grupo BPA, o que mostra uma atividade antioxidante e anti-inflamatéria
do Se sob tecido o exposto ao BPA.

A avaliagao imunohistoquimica dos marcadores celulares revelou que houve
reducdo no processo de proliferagao celular no grupo BPA quando comparado aos
outros grupos. Além disso, houve uma intensa marcagéo Ki-67 no grupo BPA+Se,
quando comparado aos outros grupos (Figura 8). Todavia, ndo houve marcagao nos

grupos submetidos a reagdo com BCL-2 (Figura 9).
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Figura 7. Fotomicrografia das placas de Peyer de ratos Wistar dos grupos CT,
BPA, BPA+Se e Se coradas pela técnica HE.
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Seccdes histopatoldgicas das placas de Peyer de ratos Wistar machos dos grupos Controle - CT (A, B,
C e D), Bisfenol A - BPA (E, F, G e H), Bisfenol A + Selénio - BPA +Se (I, J, K, L) e Selénio — SE (M,
N, O, P). O grupo CT mostrando estrutura normal, com epitélio cilindrico simples, com presenca de
linfécitos intraepiteliais (circulo) e linfécitos na regido folicular (C e D). O grupo BPA apresentou
alteragOes teciduais na camada epitelial onde observa-se processos apoptéticos (seta), presenga de
vacuolos (*) e células imunologicas (cabega de seta) (G — H). O grupo BPA + Se ndo apresentou
alteragbes na camada epitelial, porém na regido folicular observou-se presenga de vacuolos (*) e
grande atividade celular. O grupo Se apresentou uma arquitetura semelhante ao grupo CT. Barras de
escala:A-C,E-G, |-K,Me O -aumento de 100x; B—-D, F-H, J—-L, N e P - aumento de 400x.



35

Figura 8. Fotomicrografia das placas de Peyer de ratos Wistar dos grupos CT,
BPA, BPA+Se e Se marcadas com ki-67.
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Seccgdes histolégicas das placas de Peyer de ratos Wistar machos dos grupos Controle - CT (A),
Bisfenol A - BPA (B), Bisfenol A + Selénio - BPA +Se (C) e Selénio - SE (D) submetidas a técnica de
imunohistoquimica para expressao dos antigenos. Observa- se que a proliferagéo celular foi reduzida
no grupo BPA quando comparada aos outros grupos. A marcagao de Ki-67 foi intensa principalmente
na camada epitelial das placas de Peyer. Barras de escala: aumento 200x.
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Figura 9. Fotomicrografia das placas de Peyer de ratos Wistar dos grupos CT,
BPA, BPA+Se e Se marcadas com BCL-2.
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Seccgdes histoldgicas das placas de Peyer de ratos Wistar machos dos grupos Controle - CT (A),
Bisfenol A - BPA (B), Bisfenol A + Selénio - BPA +Se (C) e Selénio - SE (D). N&o foi observado
marcagdes de BCL-2 nas placas de Peyer dos grupos estudados, exceto no grupo BPA + Se. Barras
de escala: aumento 200x.

A técnica de coloracao especial por Tricrbmico de Masson revelou uma
diferenciagao entre as células imunolégicas que compdéem as placas de Peyer e o

tecido conjuntivo pertencente da mesma (Figura 10).
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Figura 10. Fotomicrografia das placas de Peyer de ratos Wistar dos grupos CT,
BPA, BPA+Se e Se coradas pelo método de Tricromico de Masson.
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Secgles histologicas das placas de Peyer de ratos Wistar machos dos grupos Controle - CT (A),
Bisfenol A - BPA (B), Bisfenol A + Selénio - BPA +Se (C) e Selénio - SE (D) coradas pelo método de
tricromico de Masson. Observou-se a presenca de linfécitos (cabeca de seta), grupos de leucécitos
(circulo) e macrofagos (*) em todos dos grupos estudados. Barras de escala: aumento 1000x.

Em maior aumento (1000x), foram observados leucdcitos de variados
tamanhos e intensidades de coloracdo. Apés mensuracao, foi observado que houve
uma redugao significativa (p < 0,05) no numero de células de defesa nas PP’s no
grupo BPA (30,08+1,87) quando comparado aos outros grupos (CT: 38,72+3,30;
BPA+Se: 37,56+2,61; Se: 38,36+1,98) (Figura 11). Entretanto, foi observado uma
presenga maior de macrofagos no grupo BPA e BPA+Se. Nao foram observadas

diferencgas significativas no numero de células imunoldgicas nos outros grupos.
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Figura 11. Namero de leucécitos das Placas de Peyer.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023. Numero de células nas placas de Peyer na regido do centro
germinativo dos grupos. Controle - CT, Bisfenol A - BPA, Bisfenol A + Selénio - BPA+Se e Selénio —
SE, (p<0,05). (* versus grupos CT; BPA+Se; Se).

7. DISCUSSAO

Esse trabalho mostrou que o tratamento com BPA promoveu uma alteragao na
camada epitelial das PP’s, induzindo a possiveis processos apoptoticos e alteragdes
morfoldgicas nas células caliciformes. Esses resultados também foram observados no
trabalho de Feng et al. (2019), onde descobriram que além de levar a processos
apoptaticos, o BPA ainda reduziu o numero de células caliciformes, inibiu a expressao
de proteinas de juncio apertada e alterou a diversidade e a composigao estrutural da
microbiota, eventualmente reduzindo a permeabilidade intestinal em camundongos.

Esses resultados n&o corroboram com os achados de Ozaydin et al. (2018)
onde em seus grupos experimentais ndo foram observadas alteragdes. As diferengas
de resultados devem-se ao tempo de exposi¢cado a substancia e a dose administrada
nos grupos estudados.

Por outro lado, publicacbes na Roménia revelam que a toxicidade acarretada

pelo BPA conseguiu provocar alteragdes teciduais em outros 6rgaos. Os efeitos do
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BPA dependem de varios mecanismos moleculares e epigenéticos que determinam
se o sistema enddcrino ou reprodutor é afetado, em que lesdes benignas
preexistentes podem se tornar cancerosas (DUMITRASCU, et al., 2020).

Ambreen et al. (2019) realizaram uma avaliagéo in vivo em ratos intoxicados
com BPA e demostraram semelhangas com o presente trabalho, no qual a analise
histologica revelou alteragdes no tecido intestinal de grupos de ratos tratados com
BPA em comparagédo com o controle. Além disso, o grupo tratado com baixas doses
de BPA apresentou lesdo no intestino delgado. Ja o grupo que recebeu altas doses
obteve fissura significativa no intestino, com hiperplasia das células na lamina proépria
juntamente com encolhimento e ruptura das vilosidades. Portanto, a gravidade do
trauma depende tanto do tempo de exposicdo quanto da quantidade de dose recebida.

A capacidade protetora do Se também ja foi documentada frente ao estresse
oxidativo induzido pelo BPA. Rafiee et al. (2021) verificaram que, no geral, o Se
reduziu o estresse oxidativo mitocondrial e melhorou efetivamente a sobrevivéncia e
a motilidade dos espermatozoides de camundongos, sugerindo que o Se pode
melhorar o dano mitocondrial causado pelo BPA e o comprometimento da qualidade
do esperma de camundongos, prevenindo o estresse oxidativo.

Khalaf et al. (2018) concluiram que a coadministragdo de Se e nano — Se (NSe)
atenuou a toxicidade reprodutiva induzida pelo BPA via melhora da atividade
antioxidante, altera¢des genéticas e restauragao do tecido testicular quase como seu
grupo controle. Esses resultados indicaram que ambas as formas de Se e NSe podem
ser usadas como agentes protetores reprodutivos contra o efeito prejudicial induzido
pelo BPA. Nosso estudo corrobora com esses trabalhos onde é possivel perceber um
possivel efeito protetor do Se contra a lesdo induzida pela exposi¢cao ao BPA. Além
disso, percebemos uma reducao da inflamacéo causado pela administragao do BPA
na regiao folicular das PP’s.

Nossos resultados apontam que houve uma redugdo no processo de
proliferagdo celular na camada epitelial das PP’s no grupo BPA. Estudos anteriores
demonstraram que o BPA foi capaz de inibir a proliferacado celular nas células epiteliais
e caliciformes colonicas humanas (QU et al., 2018; ZHAO et al., 2019). Esses achados
indicam a potencialidade do BPA em interromper a fungdo da barreira intestinal.
Entretanto, nosso estudo nao correlaciona os efeitos do BPA e a inducéo de apoptose
devido a auséncia de marcadores nas PP’s. Qu et al. (2018) demonstraram que essa

substancia promoveu a apoptose celular, debilitando as fungcbes da barreira epitelial



40

intestinal, alterando a permeabilidade intestinal.

Nossos resultados também corroboram no trabalho de Wang et al. (2021) onde
concluiram que o BPA exerce efeitos deletérios na camada epitelial, no qual, ativa
uma resposta imune inata que interrompe imediatamente o equilibrio entre o dano e o
reparo celular. Consequentemente, a barreira e a permeabilidade epiteliais intestinais
sao rompidas, levando a danos intestinais.

Os dados desse estudo mostraram que o Se tem um efeito protetor em relagao
a disfuncao da barreira epitelial causado pelo BPA. Esse estudo mostra que os niveis
de expressao de Ki-67 foram aumentados em animais que receberam BPA. O efeito
protetor do Se em condigdes de estresse oxidativo ja foi relatado por Dou et al. (2023),
onde demonstraram que o efeito protetor dos SeNPs na lesdo da barreira epitelial
intestinal esta intimamente associado a via de sinalizagcdo de crosstalk mitocondria-
lisossoma mediada por TBC1D15/Rab7.

Canter et al. (2021) apontaram que o selénio teve papel potencial na
integridade da barreira intestinal e alteragdes estruturais nas células caliciformes
glandulares e produtoras de mucina na mucosa e submucosa do célon. Liu et al.
(2020) mostraram que o Se atenuou a ruptura da mucosa intestinal induzida pelo
estresse oxidativo, que foi associada a capacidade antioxidante elevada da mucosa e
melhorou as fung¢des da barreira intestinal. Xu et al. (2018) também relataram que
particulas de selénio promoveram o crescimento e a proliferacao de células epiteliais
intestinais suinas, células epiteliais colbnicas humanas e macrofagos derivados de
células de leucemia monocitica aguda humana.

Esses resultados corroboram com os achados de Afzal et al. (2022) onde em
seu estudo foi observado uma redugéo significativa na hemoglobina (Hb), linfécitos,
volume globular (PCV), glébulos vermelhos (RBC) e monécitos de maneira
dependente da dose em comparagdo com seu grupo controle. Eles sugerem que
devido ao acumulo téxico de BPA houve uma diminui¢ao do pH, do volume plasmatico
no sangue além de um baixo suprimento de oxigénio para as hemacias. Tran et al.
(2020) verificaram que o BPA teve efeitos negativos potenciais na resposta de células
T, pois diminuiu a atividade da telomerase por meio de uma via de sinalizagcao
ER/GPR30-ERK.

Nossos achados n&do corroboram com os de Ye et al. (2023) que verificaram
um aumento das células imunes infiltradas no colon e aumento da expressao de

GHSR (receptor secretagogo do horménio) e citocinas e quimiocinas pro-



41

inflamatorias, como lI6e Ccl2, na mucosa do colon. Entretanto, nossos resultados se
assemelham ao deste estudo, pois a exposicdo ao BPA elevou o numero de
macrofagos nos grupos expostos ao BPA. Os autores sugeriram que a sinalizagao de
GHSR do receptor de grelina sensivel a nutrientes esta envolvida na modulagao do
efeito do BPA em macréfagos e quando a expressao de GHSR aumenta, ativa a
imunidade inata sistemicamente.

Ozaydeun et al. (2018), perceberam que os linfécitos CD8 + e CD4 + nas PP’s
ileais, expostas ao BPA, estavam localizados principalmente na regido interfolicular
(IFR). Nao obstante, houve aumento significativo na contagem de linfécitos CD8 + e
diminuicdo nos linfécitos CD4 + em comparagao com os grupos controle e veiculo.
Sendo valido ressaltar, que em situagdes fisiologicas se encontra o predominio de
CD4+ nas PP’s. Nosso trabalho n&o corrobora com esses achados, sugerindo que
essa alteracdo na quantidade de leucécitos pode estar relacionada ao tempo de
exposicao e na dosagem de BPA, alterando significativamente a resposta imunolégica
desempenhada pelas PP’ s.

Observamos que nos animais suplementados com o Se, as células de defesa
permaneceram em quantidade similar ao grupo controle. A literatura mostra que o
selénio pode atuar como antioxidante, protegendo contra o estresse oxidativo,
auxiliando na sobrevivéncia e crescimento celular, assim, desempenhando um papel
quimiopreventivo (SELENIUS, et al., 2010; RAZAGHI, et al., 2021).

Kdse; Naziroglu (2014) mostraram em seu trabalho que a suplementagdo com
Se também protegeu os neutrdéfilos do estresse oxidativo endégeno. Huang; Rose;
Hoffmann (2012) sugerem que a suplementacéo de selénio, em sua maior parte, é
imunoestimulante, que é medida por uma ampla gama de parametros, incluindo
proliferacdo de células T, atividade de células NK, fungdes de células imunes inatas e
muitos outros dependendo da dose.

Nosso trabalho corrobora com esses achados, pois foi notada intensa
proliferagdo celular nas PP’s e sugerimos que 0 Se é necessario para uma fungao
imunoldgica ideal, além de minimizar os danos oxidativos causados pelo BPA. Porém,
o selénio na dose administrada, nao mostrou diferenca significativa no niumero de
células de defesa quando comparado ao grupo controle, sugerindo a necessidade de
uma avaliacdo mais refinada de como o selénio afeta diferentes tipos de respostas

imunes.
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8. CONCLUSOES

De acordo com os resultados, observou-se que a ingestao do Bisfenol A acima
dos niveis considerados seguros resultou em altera¢des nos tecidos das placas de
Peyer, provocando uma redugao na proliferagéo celular. Além disso, o BPA diminuiu
a populacdo de células imunes nessas estruturas. E fundamental ressaltar que o
selénio demonstrou ter um possivel efeito protetor contra a toxicidade induzida pela
exposicado ao BPA. Os resultados obtidos sugerem que o Se desempenha um papel
crucial nas fungdes imunolégicas das placas de Peyer. Os achados deste estudo ndo
apenas contribuem para a compreensdo atual da fungdo imunoldgica dessas
estruturas, mas também fornecem uma base sdlida para pesquisas futuras. Acredita-
se que este trabalho possa ampliar nossa compreensao dos impactos do BPA e servir

como ponto de partida para investiga¢des adicionais.
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ANEXO |

Carta de aprovagao do CEUA/UFPI da referida pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS i

Campus Uswersdanc Ministro Petrdmio Portela, Bairro Ininga, Teresna, Powi, Brasi, CEP: 64145.550
Telefong (85) 3215-5724 _e-mail cecapEDulpi ody br

MINISTERIO DA EDUCACAO ﬁ

CERTIFICADO

Cenrtficamos que a poposta intitulada "Efeitos da administracao gestacional do bisfenol A
sobre o sistema nervoso entérico de ratos wistar’, registrada r* 29117, sob a
rasponeabilidade da  Profa. Dra. KELLY PALOMBIT do Departamento de
Morfologia/CCS/UFPI que envolve a producao, manutencdo ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), parz fins de Pesquisa
Clentifica- encontra-s2 de acordo com 0s preceitos da Lei n® 11.7%4, de 8 d2 oulubro de 2008,
do Decreto n” 6.888, de 15 de julho de 2009, e com ae normae editadaes pelo Coneelho
Nacwonal de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA). e foi Aprovadc pela Comisséo de
Etica no Uso de Anmais (CEUAIUFPI) da Universidade Federal do Piavi, em Reuniao na
presente data 26/05/2017.

. Finalidade | { )Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacao Junho! 2017 a Agosto/ 2019
' Espécie/Linhagem/raca | Rato heterogénicol wistar ]
N° de Animnais 166 |
[Pesol Idade | 200/ Aduitn - E
Sexo 117 Machos ¢ 49 Fémeas |
| Ongem Biotério Central-Universidade Federal do Piaui-Teresina/Pl. ]

Teresina 2R re Main de 2017
o |eanrfratdaane=

Prof*, Ivdie L.lde Méandang
Comgh 02 Eaca e Eaparan im0 AnCadklf |

Coaraenadgry

56



	1b6b2d1309315a933a97d9e4d340a15cd85a4cf5650fe44d037fabe521bf4772.pdf
	3f13a0afba072d27a8bcc963fe83eaeafbb29991a1c30deb665c4aa4a20d9a36.pdf
	3f13a0afba072d27a8bcc963fe83eaeafbb29991a1c30deb665c4aa4a20d9a36.pdf

	1b6b2d1309315a933a97d9e4d340a15cd85a4cf5650fe44d037fabe521bf4772.pdf
	1b6b2d1309315a933a97d9e4d340a15cd85a4cf5650fe44d037fabe521bf4772.pdf
	3f13a0afba072d27a8bcc963fe83eaeafbb29991a1c30deb665c4aa4a20d9a36.pdf


