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RESUMO 
 
 
O Bisfenol A (BPA) é um produto químico desregulador endócrino com potencial papel 
em cânceres endócrinos. Entretanto, os efeitos do BPA sobre as glândulas salivares 
têm sido pouco explorados. Investigamos o impacto da exposição in vivo subcrônica 
ao BPA e seus efeitos in vitro nas linhagens celulares do carcinoma mucoepidermóide 
de glândula salivar. Camundongos machos e fêmeas foram expostos ao BPA (30.000 
μg/kg/dia). Analisamos glândulas salivares sublinguais e submandibulares desses 
camundongos C56BL6 e camundongos fêmeas submetidos a ovariectomia. A 
concentração de BPA nas glândulas salivares foi avaliada por cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massa com armadilha de íons. A expressão dos 
receptores ERα e ERβ foi avaliada em amostras de glândulas salivares de 
camundongos e linhagens celulares UM-HMC-1 e UM-HMC-3A pelo qRT-PCR, RNA 
mensageiro. Foram avaliadas in vitro, a viabilidade celular p63 e Ki-67, a 
imunoglobulina e a expressão de proteínas-alvo relacionadas às vias de 
sobrevivência/proliferação. O BPA prejudicou a morfologia das glândulas 
submandibulares e sublingual, particularmente nas fêmeas, e aumentou a expressão 
dos receptores de estrogênio, também acompanhado por um acúmulo significativo de 
BPA nestes tecidos. Ao contrário, a redução dos níveis de estrogênio pelo modelo de 
ovariectomia teve um leve impacto nas alterações morfológicas induzidas pela BPA. 
In vitro, a BPA não afetou a proliferação de células neoplásicas, mas aumentou a 
expressão dos receptores de p63 e estrogênio. A fosforilação ERK1/2 foi aumentada 
enquanto a fosforilação AKT e NF-κB foi reduzida. Os dados destacam um efeito 
nocivo do BPA sobre os tecidos das glândulas salivares e células tumorais. Os 
dependentes de estrogênio podem combinar o mecanismo de acúmulo de BPA, 
juntamente com a via de sinalização pró-sobrevivência e aumento da expressão da 
p63. 
 
 
Palavras-chave: BISFENOL A; produto químico perturbador do sistema endócrino; 
poluente ambiental; receptores de estrogênio; glândulas salivares. 



 

ABSTRACT 
 
 
Effects of bisphenol A on murines salivary glands and human tumor cell lines 
 
Bisphenol A (BPA) is an endocrine-disrupting chemical with potential role in endocrine 
cancers. However, BPA effects on the salivary glands have been barely explored. We 
investigated the impact of in vivo sub-chronic exposure to BPA and its in vitro effects 
on salivary gland mucoepidermoid carcinoma cell lines. Male and female mice were 
exposed to BPA (30,000 μg/kg/day). We analyzed sublingual and submandibular 
salivary glands from sham C56BL6 mice and that female ones underwent ovariectomy. 
Concentration of BPA in salivary glands was evaluated by gas chromatography 
coupled to ion trap mass spectrometry. Expression of ERα and ERβ receptors was 
assessed in      mouse salivary gland samples and cell lines UM-HMC-1 and UM-HMC-
3A by qRT-PCR, mARN. In vitro, cell viability p63 and Ki-67 immunostaining and 
expression of target proteins related to survival/proliferation pathways were evaluated. 
BPA impaired the architectural of the submandibular and sublingual glands, particularly 
in female mice, and increased the expression of estrogen receptors. This was 
accompanied by a significant accumulation of BPA in these tissues. Conversely, the 
reduction of estrogen levels by the ovariectomy model slightly impacted BPA-induced 
morphological changes. In vitro, BPA did not affect the proliferation of neoplastic cells, 
but increased the expression of p63 and estrogen receptors. ERK1/2 phosphorylation 
was increased while AKT and NF-κB phosphorylation was reduced. Data highlight a 
harmful effect of BPA on salivary gland tissues and tumorigenic cells. Estrogen-
dependent may orchestrate the BPA-accumulation mechanism, along with pro-survival 
signaling pathway and increased p63 expression. 
 
 
Keywords: bisphenol A; endocrine disrupting chemical; environmental polluant; 
estrogen receptors; salivary glands. 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

  

 O Bisfenol A (BPA) é um dos compostos químicos sintéticos de maior volume, 

utilizados no mundo inteiro na produção de numerosos produtos, tais como plásticos, 

papéis térmicos e materiais médicos e odontológicos (FRANKOWSKI et al., 2020; 

GEENS et al., 2012; MARZOUK et al., 2019).  

 Nos últimos anos, as preocupações no impacto do BPA têm aumentado porque 

evidências indicam que o composto é potencialmente genotóxica e um poluente 

ambiental importante (ĎUROVCOVÁ et al., 2022). 

 O BPA age como desregulador do sistema endócrino capaz de promover 

tumores hormonais (WETHERILL et al., 2007). Além disso, interfere nos mecanismos 

celulares, mesmo em baixas concentrações (NOMIRI et al., 2019) e leva a inflamação 

ao ampliar a produção de citocinas e de mediadores inflamatórios através da ativação 

do fator nuclear-κB (NF-κB) (LEE et al., 2020). Estudos apontam que o BPA tem sido 

constantemente encontrado no plasma (KADDAR et al. 2009), fluidos placentários 

(BONDE et al., 2016), leite materno (IRIBARNE-DURÁN et al., 2022), sêmen 

(CASTELLINI et al., 2022), urina (CASTELLINI et al., 2022), e saliva (GOMES et al., 

2020; LOPES-ROCHA et al., 2022). 

 Em humanos, foram documentados múltiplos efeitos adversos potenciais 

induzidos pelo BPA (HEINDEL et al., 2020; PATEL et al., 2017; PRINS et al., 2019; 

VANDENBERG et al., 2020; VOM SAAL & VANDENBERG, 2021), tais como impacto 

negativo na fertilidade masculina e feminina (BONDE et al., 2016; KARWACKA et al., 

2019), associação com alguns distúrbios endócrinos e aumento da ocorrência de 

câncer mama (WAN et al., 2021), endometrial (CASERTA et al., 2022), e câncer de 

próstata (DI DONATO et al., 2017). Em roedores, a exposição ao Bisfenol A pode 

induzir carcinoma mamário (ACEVEDO et al., 2013; AYYANAN et al., 2011; 

DURANDO et al., 2007; WADIA et al., 2013), aumentar a sensibilidade da próstata às 

exposições de hormônios adultos, e o risco de neoplasia epitelial prostática (ALMEIDA 

et al., 2021; NELLES et al., 2011; NICHOLSON et al., 2018; TAYLOR et al., 2020).  

 Agências reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA) continuam 

a endossar que níveis muito baixos de BPA (4 µg/kg/dia) são seguros e que efeitos 

adversos significativos em humanos não são biologicamente plausíveis (MAFFINI et 

al., 2017; VANDENBERG et al., 2020; VOM SAAL & VANDENBERG, 2021). 

 A cavidade oral foi sugerida, por diversos pesquisadores, como a principal via 



13 
 

de contaminação da BPA, após a exposição prolongada ao mesmo (GAYRARD et al., 

2013; GUIGNARD et al., 2016; TEEGUARDEN et al., 2015). É importante notar que a 

BPA é capaz de interagir com receptores de estrogênio (ACCONCIA et al., 2015; 

MATTHEWS et al., 2001), que são expressos em epitélio oral e queratinócitos, 

particularmente após a estimulação da BPA (ALMEIDA et al., 2021; EMFIETZOGLOU 

et al., 2019). 

 Assim, a exposição frequente de tecidos orais ao BPA levantou questões sobre 

uma possível ligação com a carcinogênese oral e orofaríngea (ALMEIDA et al., 2021; 

EMFIETZOGLOU et al., 2019), bem como alterações nas glândulas salivares (FOLIA 

et al., 2013). Nesta linha, sugere-se que a atividade cancerígena do BPA seja 

encontrada nas glândulas derivadas da endoderme (CUOMO et al., 2017), levantando 

a hipótese de que as glândulas salivares também são alvos e locais potenciais para o 

acúmulo do Bisfenol A. 

 De fato, a literatura recente demonstra que a exposição crônica ao BPA 

resultou em mudanças citopatológicas e apoptose nas células da glândula salivar 

(ÇETIN et al., 2021) e degeneração de células acinares na glândula submandibular e 

no sistema de ductos (BASHIR et al., 2022). Essas descobertas podem estar 

associadas ao efeito do BPA como um produto químico perturbador do sistema 

endócrino (EDC) ou seu potencial pró-oxidativo (BABU et al., 2013; ĎUROVCOVÁ et 

al., 2022; VANDENBERG et al., 2019; VOM SAAL et al., 2021). Além disso, a 

capacidade do Bisfenol A de interferir e/ou prevenir a ligação de hormônios naturais a 

seus receptores - mesmo em baixas concentrações - pode estar ligada aos efeitos 

deletérios desta substância na homeostase das glândulas salivares 

(EMFIETZOGLOU et al., 2019; FOLIA et al., 2013; HEINDEL et al., 2020; PATEL et 

al., 2017; PRINS et al., 2019;). 

 Estudos anteriores apontaram que a expressão de receptores de estrogênio 

(ER) em glândulas salivares humanas normais (TSINTI et al., 2009) e neoplásicas 

(AQUINO et al., 2018) coloca a preocupação com a interferência do BPA nesses 

tecidos. Apesar disso, há uma escassez de estudos na literatura avaliando o impacto 

do Bisfenol A nas glândulas salivares (BASHIR et al., 2022; FOLIA et al., 2013; ÇETIN 

et al., 2021), nos mostrando a importância de um estudo nessa área devido à 

considerável incerteza relacionada a toxicidade do BPA nas glândulas. 

 Além disso, a capacidade deste composto químico de interferir e/ou prevenir a 

ligação de hormônios naturais a seus receptores, mesmo em baixas concentrações, 



14 
 

pode estar ligada ao seu efeito deletério na homeostase da glândula salivar.  

 Nesse contexto, para um melhor entendimento desse tema, se faz necessário 

novas investigações que comprovem a potencial relação do BPA com a cavidade oral, 

em específico as glândulas salivares, que pode contribuir para a elucidação dos 

mecanismos causados pela exposição crônica do Bisfenol A em seres humanos e 

animais. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

• Investigar o impacto da Bisfenol A (BPA) in vitro e in vivo em células de glândulas 

salivares neoplásicas e não neoplásicas. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Verificar os efeitos da exposição subcrônica ao BPA em glândulas salivares 

maiores utilizando modelo experimental em camundongos. 

• Avaliar in vitro os efeitos do BPA em células neoplásicas derivadas do carcinoma 

mucoepidermóide. 
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3 METODOLOGIA EXPANDIDA 

 

3.1 Animais e protocolos experimentais 

 

 Camundongos C57BL/6 machos e fêmeas (5 semanas de idade e 15-25 g de 

peso) foram adquiridos do centro de cuidado animal da Universidade Federal de Minas 

Gerais, Belo Horizonte, Brasil. Os animais foram tratados de acordo com os 

regulamentos do Comitê de Ética Institucional (#387/2016), mantidos em um ciclo de 

12 horas de luz/obscuridade sob temperatura controlada, recebendo uma dieta padrão 

e água ad libitum, e pesados semanalmente. 

 O primeiro conjunto de experimentos consistiu na exposição subcrônica ao 

Bisfenol A. Os animais machos (n=30) e fêmeas (n=30) foram distribuídos 

aleatoriamente em três grupos: controle (água potável), veículo [0. 05% de dimetil 

sulfóxido d6 (DMSO), Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EUA] e Bisfenol A [30 mg/kg/dia; 

Bisfenol A-(dimetil-d6) - C15D6H10O2; Sigma-Aldrich] (ALMEIDA et al, 2021). O 

Bisfenol A foi diluído em água potável e somente garrafas de vidro foram usadas ao 

longo dos ensaios (NUÑEZ et al., 2018). Após seis semanas, os animais foram 

eutanizados com uma overdose anestésica (300 mg/kg ketamina e 30 mg/kg xilazina) 

e as glândulas salivares sublingual e submandibular esquerda foram coletadas e 

fixadas em solução tamponada de formaldeído a 10%. As glândulas salivares 

sublinguais e submandibulares direitas foram imediatamente congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C. 

 O segundo conjunto de experimentos consistiu em um modelo de deficiência 

de estrogênio induzida por ovariectomia. Os animais (n=20) foram anestesiados (100 

mg/kg ketamina e 10 mg/kg xilazina) e alocados aleatoriamente em quatro grupos: 

animais que ingeriram DMSO (sham); animais expostos ao Bisfenol A (sham); animais 

ovariectomizados que ingeriram DMSO; e animais ovariectomizados expostos ao 

Bisfenol A. A ovariectomia consistiu na excisão bilateral dos ovários. Em resumo, os 

ovários foram expostos e removidos, e a pele foi suturada imediatamente após o 

procedimento (grupos ovariectomizados). No grupo de controle cirúrgico, do inglês 

sham, os ovários foram expostos mas não removidos e a pele foi suturada 

posteriormente (MACARI et al., 2015). Uma semana após a ovariectomia, os animais 

começaram a ingerir Bisfenol A (30 mg/kg/dia) ou veículo (0,05% DMSO) em água 
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potável e continuaram o tratamento por seis semanas. Os animais foram então 

eutanizados com uma overdose anestésica e as principais glândulas salivares foram 

coletadas. Os tecidos foram fixados em solução tamponada de formaldeído a 10%. 

 

3.1.1 Avaliação histomorfométrica 

 

 As seções de quatro-μm de espessuras de material em parafina obtidas de 

cada animal foram coradas com hematoxilina e eosina. Um total de 10 campos em 

cada lâmina foram fotografados sob microscopia de luz com ampliação ×20 (DM500, 

Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) para avaliação morfométrica usando o 

software ImageJ (ImageJ, US National Institutes of Health, Bethesda, MA, EUA). A 

análise morfológica foi realizada como previamente definido (NERY et al., 2010). O 

número de ácinos e dutos excretores por mm2 foi examinado na glândula salivar 

sublingual, enquanto o número de ácinos e túbulos granulares convolutos por mm2 foi 

avaliado na glândula salivar submandibular (FOLIA et al., 2013). Todas as análises 

foram realizadas de forma cega por dois autores calibrados (G.K.S. e T.F.A.A.). Um 

terceiro autor (T.A.S.) resolveu quaisquer discrepâncias. 

 

3.1.2 Quantificação do bisfenol a nas glândulas salivares 

 

 As glândulas salivares sublingual e submandibular direita foram usadas para 

determinar a concentração de Bisfenol A através da cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massa com armadilha de íons (FERNANDEZ et al., 2017; GOMES 

et al., 2020). A extração e concentração dos analitos foram realizadas utilizando o 

método de microextração de fase líquida de fibra oca (GOMES et al., 2020). 

 

3.2 Ensaios in vitro 

 

3.2.1 Células 

 

 As linhagens celulares UM-HMC-1 (University of Michigan-Human 

Mucoepidermoid Carcinoma-1) e UM-HMC-3A (University of Michigan-Human 

Mucoepidermoid Carcinoma-3A) foram utilizadas (gentilmente cedidas pelo Professor 

Fabio D. Nunes da Universidade de São Paulo, Brasil). As amostras celulares 
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resultantes foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, 

Invitrogen, Waltham, MA, EUA) suplementado com 1% L-Glutamina (Invitrogen), 1% 

antibiótico/antimicótico (Sigma-Aldrich), 10% de soro fetal bovino (Invitrogen), 20 

ng/mL de fator de crescimento da epiderme (Sigma-Aldrich), 400 ng/mL de 

hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 5 µg de insulina (Sigma-Aldrich), 50 ng/mL de nistatina 

(Sigma-Aldrich), e 1% de anfotericina B (Sigma-Aldrich). O regime antimicrobiano foi 

alterado para 5% de penicilina/streptomicina (Invitrogen). As células foram incubadas 

a 37°C em uma atmosfera 95% umidificada contendo 5% de CO2 até atingirem a 

confluência. 

 

3.2.2 Teste de viabilidade celular da resazurina 

  

 Células foram chapeadas em quadruplo em duas réplicas biológicas 

independentes a uma densidade celular de 4×103 células/poço em microplacas de 96 

poços e incubadas durante a noite a 37°C em uma atmosfera 95% umidificada 

contendo 5% de CO2. Diferentes concentrações de Bisfenol A (1 nM, 10 nM, 50 nM, 

100 nM, 500 nM, 1 μM e 10 μM) foram testadas e comparadas com o grupo controle 

de veículos (0,05% DMSO). As células foram avaliadas após 48, 72 e 120 horas 

adicionando 0,01 mg/mL de resazurina (AlamarBlue, Thermo-Fisher Scientific Inc., 

Abingdon, UK) em DMEM (Gibco, Thermo-Fisher Scientific Inc.). As placas foram 

mantidas protegidas da luz e incubadas a 37°C por 4 horas em uma atmosfera 95% 

umidificada contendo 5% de CO2. A absorção foi avaliada usando um fluorômetro 

Synergy 2 Multi-mode Microplate Reader (BioTek Instruments; Winooski, VT, EUA) 

com excitação de 530/25 nm e emissão de 590/35 nm. Um poço contendo meio sem 

resazurina foi empregado como controle de reação em branco. 

 

3.2.3 Imunocitoquímica 

 

 As células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A foram laminadas a uma densidade 

celular de 4×105 por poço em uma lamela de vidro adaptada a microplacas de 12 

poços e incubadas a 37°C em uma atmosfera 95% umidificada contendo 5% de CO2 

durante 18 horas. As células foram tratadas com 50 nM de Bisfenol A e veículo (0,05% 

DMSO) por 48 horas. A análise imunocitoquímica foi realizada em triplicata usando a 

técnica do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase com anti-p63 (clone MC0221; 



19 
 

1:50, Medaysis, Livermore, CA, EUA) e anti-Ki-67 (clone MIB-1, 1:400, Dako 

Cytomation, Glostrup, Dinamarca) anticorpos primários. A quantificação de células 

positivas foi realizada por aquisição de imagem com um microscópio leve (O600R, 

Opticam, São Paulo, SP, Brasil) com ampliação ×20 usando um software integrado 

(Software Opticam Microscopy Technology OPTHD) e contou em 10 campos 

consecutivos com o software ImageJ. 

 

3.2.4 Western Blotting 

 

 As células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A foram revestidas a uma densidade de 

3×106 células/poço em uma microplaca de 6 poços e tratadas com 50 nM Bisfenol A 

e veículo (0,05% DMSO) por 2 e 24 horas. Extratos de proteína celular foram 

adquiridos utilizando o CelLytic™ Reagente de lise/extração de células de mamíferos 

M (Sigma-Aldrich) com coquetéis inibidores de protease e fosfatase (Sigma-Aldrich). 

A concentração de proteína foi determinada pelo método da proteína Bradford 

(Laboratórios Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Um total de 30 µg de proteína foi 

separado por eletroforese em gel de 10% de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida e 

transferido para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (GE HealthCare, 

Freiburg, Alemanha). As membranas foram bloqueadas com 5% de leite sem gordura 

em soro fisiológico com tampão Tris contendo 10% de Tween 20. Anticorpos contra a 

fosfo-serina trionina quinase (pAkt, 4056, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA), serina 

trionina quinase (Akt, 9272, Cell Signaling), fosfo-extracelular kinase 1/2 (pERK1/2, 

4377, Cell Signaling), kinase 1/2 (ERK1/2, M5670, Sigma-Aldrich), fator fosfonuclear-

kappa B (pNF-κB, 3033, Cell Signaling), e fator nuclear-kappa B (NF-κB, 8242, Cell 

Signaling) foram empregados. As reações foram desenvolvidas usando o sistema 

Enhanced Chemiluminescence™ Western blotting system (GE Health-Care, Chicago, 

IL, EUA) e a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, 5174, Cell Signaling) foi 

usado como controle de carga. A análise densitométrica foi realizada utilizando o 

software ImageJ. Os resultados são relatados como a relação anticorpo fosforilado/ 

anticorpo total obtida a partir da densitometria das bandas. 

 

3.3 Extração do mRNA do tecido do camundongo e das linhagens celulares e reação 

quantitativa em cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR) 
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 A expressão dos receptores de estrogênio alfa e beta foi quantificada pelo qRT-

PCR em amostras de glândulas salivares de camundongos, assim como em linhas de 

células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A. O mRNA total foi extraído com reagente TRIzol 

(Thermo-Fisher Scientific Inc.) seguido de purificação da coluna (RNeasy Mini Kit, 

Qiagen Inc., Redwood City, CA, EUA). A qualidade e integridade das amostras de 

mRNA foram verificadas analisando 1 μL do mRNA total em um Bioanalisador 2100 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). O DNA complementar foi sintetizado a 

partir do 2.5 μg RNA usando a enzima SuperScript VILO Master Mix transcriptase 

reverse (Thermo-Fisher Scientific Inc.). O sistema Rotor-Gene Q (Qiagen Inc.) foi 

empregado para a análise, e o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo-Fisher 

Scientific Inc.) foi aplicado. O protocolo de termociclagem consistiu em um estágio 

inicial de pré-incubação a 95°C por 10 minutos para aumentar a sensibilidade de 

detecção, 40 ciclos de amplificação começando a 95°C por 10 segundos, 60°C por 30 

segundos, e 72°C por 1 segundo, seguido por um único estágio de resfriamento a 

40°C por 10 segundos. Os resultados são descritos como o nível relativo de expressão 

gênica calculado em referência à expressão do controle interno GAPDH usando o 

método Ct e a fórmula 2-ΔΔCt. Os detalhes dos genes alvo examinados são 

fornecidos na Tabela Complementar 1. 

 

3.4 Análise estatística 

 

 O software GraphPad Prism versão 8.0 (GraphPad software, San Diego, CA, 

EUA) foi utilizado para análise estatística.  

 Os dados foram submetidos ao teste Mann-Whitney, teste de comparação 

múltipla Kruskal-Wallis ou análise de variância unidirecional (ANOVA), seguido pelo 

teste post-hoc Dunnett. 

 Para todas as análises, o nível de significância foi fixado em <0,05. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os resultados e a discussão serão apresentados a seguir no formato de artigo 

científico. 

 

4.1 Artigo Científico 

 

 Artigo submetido em Novembro de 2022 na Revista Archives of Oral Biology 

(Qualis A1). 

 

Efeitos do Bisfenol A nas glândulas salivares de camundongos e nas 

linhagens de células tumorais humanas 
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 RESUMO 

 Objetivo: Investigar o impacto da exposição subcrônica in vivo ao Bisfenol A e 

seus efeitos in vitro sobre as linhagens celulares do carcinoma mucoepidermóide da 

glândula salivar humana. 

 Metodologia: Camundongos machos e fêmeas foram expostos ao Bisfenol A 

(30 mg/kg/dia). Foram analisadas glândulas salivares sublinguais e submandibulares 
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dos camundongos com deficiência de estrogênio induzido por ovariectomia ou de 

C57BL/6. A concentração de Bisfenol A nas glândulas salivares foi avaliada por 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa com armadilha de íons. A 

expressão gênica dos receptores de estrogênio alfa e beta foi quantificada em 

glândulas salivares de camundongos e linhas celulares (University of Michigan-Human 

Mucoepidermoid Carcinoma-1 e University of Michigan-Human Mucoepidermoid 

Carcinoma-3A). A viabilidade celular, a imunoglobulina p63 e Ki-67 e a expressão de 

proteínas-alvo relacionadas às vias de sobrevivência/proliferação foram avaliadas in 

vitro. 

 Resultados: O Bisfenol A perturbou a morfologia das glândulas 

submandibulares e sublinguais, particularmente em camundongos fêmeas, e 

aumentou a expressão dos receptores de estrogênio, efeitos que foram 

acompanhados por um acúmulo significativo de Bisfenol A nesses tecidos. Por outro 

lado, a ovariectomia afetou ligeiramente as mudanças morfológicas induzidas pelo 

Bisfenol A. In vitro, o Bisfenol A não afetou a proliferação de células neoplásicas, mas 

aumentou a expressão dos receptores de p63 e estrogênio. O sinal extracelular 

regulado pela cinase 1/2 fosforilação foi aumentado enquanto a fosforilação serina 

trionina quinase e a fosforilação nuclear fator-kappa B foram reduzidas. 

 Conclusões: Os dados atuais destacam um efeito potencialmente prejudicial do 

Bisfenol A sobre os tecidos das glândulas salivares e células tumorais das glândulas 

salivares. As vias dependentes de estrogênio podem orquestrar os efeitos do Bisfenol 

A, juntamente com as vias de sinalização pró-sobrevivência e aumento da expressão 

da p63. 

 

Palavras-chave: Bisfenol A; produto químico perturbador do sistema endócrino; 

poluente ambiental; receptores de estrogênio; glândulas salivares. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 O Bisfenol A é um dos compostos químicos de maior volume utilizados 

mundialmente na produção de numerosos produtos, como plásticos, papéis térmicos 

e materiais médicos e odontológicos (Frankowski et al., 2020; Geens et al., 2012; 

Marzouk et al., 2019). O Bisfenol A é um poluente ambiental ubiquamente distribuído 

(Ďurovcová et al., 2022) e tem sido consistentemente identificado no plasma (Kaddar 
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et al., 2009), nos fluidos placentários (Bonde et al., 2016), leite materno (Iribarne-

Durán et al., 2022), sêmen (Castellini et al., 2022), urina (Castellini et al., 2022), e 

saliva (Gomes et al., 2020; Lopes-Rocha et al., 2022). 

 Múltiplos efeitos adversos potenciais induzidos pelo Bisfenol A foram 

documentados em humanos (Heindel et al., 2020; Patel et al., 2017; Prins et al., 2019; 

Vandenberg et al., 2020; Vom Saal & Vandenberg, 2021), tais como um impacto 

negativo na fertilidade masculina e feminina (Bonde et al., 2016; Karwacka et al., 

2019), a associação com alguns distúrbios endócrinos e aumento da ocorrência de 

câncer de mama (Wan et al., 2022), endometrial (Caserta et al., 2022) e câncer de 

próstata (Di Donato et al., 2017). Em roedores, a exposição ao Bisfenol A pode induzir 

carcinoma mamário (Acevedo et al., 2013; Ayyanan et al., 2011; Durando et al., 2007; 

Wadia et al., 2013) e aumentar a sensibilidade da próstata à exposição ao hormônio 

adulto e o risco de neoplasia epitelial prostática (Almeida et al., 2021; Nelles et al., 

2011; Nicholson et al., 2018; Taylor et al., 2020). Entretanto, agências reguladoras 

como a Food and Drug Administration continuam a endossar que níveis muito baixos 

de Bisfenol A são seguros e que efeitos adversos significativos dessa substância 

química em humanos não são biologicamente plausíveis (Maffini et al., 2017; 

Vandenberg et al., 2020; Vom Saal & Vandenberg, 2021). 

 A cavidade oral foi sugerida como sendo a principal via de contaminação do 

BPA (Gayrard et al., 2013; Guignard et al., 2016; Teeguarden et al., 2015). É 

importante notar que esta substância química é capaz de interagir com receptores de 

estrogênio (Acconcia et al., 2015; Matthews et al., 2001), que são expressos em 

epitélio oral e queratinócitos, particularmente após a estimulação com o BPA (Almeida 

et al., 2021; Emfietzoglou et al., 2019).  

 Como tal, a exposição freqüente dos tecidos orais ao Bisfenol A levantou 

questões sobre uma possível ligação com a carcinogênese oral e orofaríngea 

(Almeida et al., 2021; Emfietzoglou et al., 2019), bem como com alterações 

citopatológicas e apoptose nas glândulas salivares (Çetin et al., 2021; Folia et al., 

2013). De fato, a literatura recente demonstrou que a exposição crônica ao BPA 

resultou na degeneração das células acinares na glândula submandibular e no 

sistema de ductos (Bashir et al., 2022).  

 Nesta linha, sugere-se que a atividade cancerígena do Bisfenol A está 

ancorada nas glândulas derivadas da endoderme (Cuomo et al., 2017), levantando a 

hipótese de que as glândulas salivares são potenciais alvos e locais de acúmulo do 
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BPA. Estas descobertas podem estar associadas aos efeitos do Bisfenol A como um 

produto químico perturbador do sistema endócrino ou como um agente com potencial 

pró-oxidativo (Babu et al., 2013; Ďurovcová et al., 2022; Vandenberg et al., 2019; Vom 

Saal & Vandenberg, 2021). Além disso, a capacidade deste composto em interferir 

e/ou prevenir a ligação de hormônios naturais a seus receptores - mesmo em baixas 

concentrações - pode estar ligada a seus efeitos deletérios na homeostase das 

glândulas salivares (Emfietzoglou et al., 2019; Folia et al., 2013; Heindel et al., 2020; 

Patel et al., 2017; Prins et al., 2019). 

 A expressão de receptores de estrogênio em glândulas salivares humanas 

normais (Tsinti et al., 2009) e neoplásicas (Aquino et al., 2018) pode explicar a 

interferência do Bisfenol A nesses tecidos. Apesar disso, poucos estudos avaliando o 

impacto do Bisfenol A nas glândulas salivares estão disponíveis na literatura (Bashir 

et al., 2022; Çetin et al., 2021; Folia et al., 2013). O objetivo do presente estudo foi 

examinar a exposição ao BPA nas principais glândulas salivares de camundongos. Os 

efeitos potenciais deste produto químico sobre os tumores das glândulas salivares 

humanas foram explorados in vitro. 

 

 2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Animais e protocolos experimentais 

 

 Camundongos C57BL/6 machos e fêmeas (5 semanas de idade e 15-25 g de 

peso) foram adquiridos do centro de cuidado animal da Universidade Federal de Minas 

Gerais, Belo Horizonte, Brasil. Os animais foram tratados de acordo com os 

regulamentos do Comitê de Ética Institucional (#387/2016), mantidos em um ciclo de 

12 horas de luz/obscuridade sob temperatura controlada, recebendo uma dieta padrão 

e água ad libitum, e pesados semanalmente. 

 O primeiro conjunto de experimentos consistiu na exposição subcrônica ao 

Bisfenol A. Os animais machos (n=30) e fêmeas (n=30) foram distribuídos 

aleatoriamente em três grupos: controle (água potável), veículo [0. 05% de dimetil 

sulfóxido d6 (DMSO), Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EUA] e Bisfenol A [30 mg/kg/dia; 

Bisfenol A-(dimetil-d6) - C15D6H10O2; Sigma-Aldrich] (Almeida et al, 2021). O BPA 

foi diluído em água potável e somente garrafas de vidro foram usadas ao longo dos 

ensaios (Nuñez et al., 2018). Após seis semanas, os animais foram eutanizados com 
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uma overdose anestésica (300 mg/kg ketamina e 30 mg/kg xilazina) e as glândulas 

salivares sublingual e submandibular esquerda foram coletadas e fixadas em solução 

tamponada de formaldeído a 10%. As glândulas salivares sublinguais e 

submandibulares direitas foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e 

armazenadas a -80°C. 

 O segundo conjunto de experimentos consistiu em um modelo de deficiência 

de estrogênio induzida por ovariectomia. Os animais (n=20) foram anestesiados (100 

mg/kg ketamina e 10 mg/kg xilazina) e alocados aleatoriamente em quatro grupos: 

animais que ingeriram DMSO (sham); animais expostos ao Bisfenol A (sham); animais 

ovariectomizados que ingeriram DMSO; e animais ovariectomizados expostos ao 

Bisfenol A. A ovariectomia consistiu na excisão bilateral dos ovários. Em resumo, os 

ovários foram expostos e removidos, e a pele foi suturada imediatamente após o 

procedimento (grupos ovariectomizados). No grupo de controle cirúrgico (sham), os 

ovários foram expostos mas não removidos e a pele foi suturada posteriormente 

(Macari et al., 2015). Uma semana após a ovariectomia, os animais começaram a 

ingerir BPA (30 mg/kg/dia) ou veículo (0,05% DMSO) em água potável e continuaram 

o tratamento por seis semanas. Os animais foram então eutanizados com uma 

overdose anestésica e as principais glândulas salivares foram coletadas. Os tecidos 

foram fixados em solução tamponada de formaldeído a 10%. 

 

 2.1.1. Avaliação histomorfométrica 

 As seções de quatro-μm de espessuras de material em parafina obtidas de 

cada animal foram coradas com hematoxilina e eosina. Um total de 10 campos em 

cada lâmina foram fotografados sob microscopia de luz com ampliação ×20 (DM500, 

Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) para avaliação morfométrica usando o 

software ImageJ (ImageJ, US National Institutes of Health, Bethesda, MA, EUA). A 

análise morfológica foi realizada como previamente definido (Nery et al., 2010). O 

número de ácinos e dutos excretores por mm2 foi examinado na glândula salivar 

sublingual, enquanto o número de ácinos e túbulos granulares convolutos por mm2 foi 

avaliado na glândula salivar submandibular (Folia et al., 2013). Todas as análises 

foram realizadas de forma cega por dois autores calibrados (G.K.S. e T.F.A.A.). Um 

terceiro autor (T.A.S.) resolveu quaisquer discrepâncias. 

 

 2.1.2 Quantificação do Bisfenol A nas glândulas salivares 
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 As glândulas salivares sublingual e submandibular direita foram usadas para 

determinar a concentração de Bisfenol A através da cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massa com armadilha de íons (Fernandez et al., 2017; Gomes et 

al., 2020). A extração e concentração dos analitos foram realizadas utilizando o 

método de microextração de fase líquida de fibra oca (Gomes et al., 2020). 

 

 2.2. Ensaios in vitro 

 

 2.2.1. Células  

 As linhagens celulares UM-HMC-1 (University of Michigan-Human 

Mucoepidermoid Carcinoma-1) e UM-HMC-3A (University of Michigan-Human 

Mucoepidermoid Carcinoma-3A) foram utilizadas (gentilmente cedidas pelo Professor 

Fabio D. Nunes da Universidade de São Paulo, Brasil). As amostras celulares 

resultantes foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, 

Invitrogen, Waltham, MA, EUA) suplementado com 1% L-Glutamina (Invitrogen), 1% 

antibiótico/antimicótico (Sigma-Aldrich), 10% de soro fetal bovino (Invitrogen), 20 

ng/mL de fator de crescimento da epiderme (Sigma-Aldrich), 400 ng/mL de 

hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 5 µg de insulina (Sigma-Aldrich), 50 ng/mL de nistatina 

(Sigma-Aldrich), e 1% de anfotericina B (Sigma-Aldrich). O regime antimicrobiano foi 

alterado para 5% de penicilina/streptomicina (Invitrogen). As células foram incubadas 

a 37°C em uma atmosfera 95% umidificada contendo 5% de CO2 até atingirem a 

confluência. 

 

 2.2.2. Teste de viabilidade celular da resazurina 

 Células foram chapeadas em quadruplo em duas réplicas biológicas 

independentes a uma densidade celular de 4×103 células/poço em microplacas de 96 

poços e incubadas durante a noite a 37°C em uma atmosfera 95% umidificada 

contendo 5% de CO2. Diferentes concentrações de Bisfenol A (1 nM, 10 nM, 50 nM, 

100 nM, 500 nM, 1 μM e 10 μM) foram testadas e comparadas com o grupo controle 

de veículos (0,05% DMSO). As células foram avaliadas após 48, 72 e 120 horas 

adicionando 0,01 mg/mL de resazurina (AlamarBlue, Thermo-Fisher Scientific Inc., 

Abingdon, UK) em DMEM (Gibco, Thermo-Fisher Scientific Inc.). As placas foram 

mantidas protegidas da luz e incubadas a 37°C por 4 horas em uma atmosfera 95% 

umidificada contendo 5% de CO2. A absorção foi avaliada usando um fluorômetro 
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Synergy 2 Multi-mode Microplate Reader (BioTek Instruments; Winooski, VT, EUA) 

com excitação de 530/25 nm e emissão de 590/35 nm. Um poço contendo meio sem 

resazurina foi empregado como controle de reação em branco. 

 

 2.2.3. Imunocitoquímica 

 As células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A foram laminadas a uma densidade 

celular de 4×105 por poço em uma lamela de vidro adaptada a microplacas de 12 

poços e incubadas a 37°C em uma atmosfera 95% umidificada contendo 5% de CO2 

durante 18 horas. As células foram tratadas com 50 nM de Bisfenol A e veículo (0,05% 

DMSO) por 48 horas. A análise imunocitoquímica foi realizada em triplicata usando a 

técnica do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase com anti-p63 (clone MC0221; 

1:50, Medaysis, Livermore, CA, EUA) e anti-Ki-67 (clone MIB-1, 1:400, Dako 

Cytomation, Glostrup, Dinamarca) anticorpos primários. A quantificação de células 

positivas foi realizada por aquisição de imagem com um microscópio leve (O600R, 

Opticam, São Paulo, SP, Brasil) com ampliação ×20 usando um software integrado 

(Software Opticam Microscopy Technology OPTHD) e contou em 10 campos 

consecutivos com o software ImageJ. 

 

 2.2.4. Western Blotting 

 As células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A foram revestidas a uma densidade de 

3×106 células/poço em uma microplaca de 6 poços e tratadas com 50 nM Bisfenol A 

e veículo (0,05% DMSO) por 2 e 24 horas. Extratos de proteína celular foram 

adquiridos utilizando o CelLytic™ Reagente de lise/extração de células de mamíferos 

M (Sigma-Aldrich) com coquetéis inibidores de protease e fosfatase (Sigma-Aldrich). 

A concentração de proteína foi determinada pelo método da proteína Bradford 

(Laboratórios Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Um total de 30 µg de proteína foi 

separado por eletroforese em gel de 10% de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida e 

transferido para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (GE HealthCare, 

Freiburg, Alemanha). As membranas foram bloqueadas com 5% de leite sem gordura 

em soro fisiológico com tampão Tris contendo 10% de Tween 20. Anticorpos contra a 

fosfo-serina trionina quinase (pAkt, 4056, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA), serina 

trionina quinase (Akt, 9272, Cell Signaling), fosfo-extracelular kinase 1/2 (pERK1/2, 

4377, Cell Signaling), kinase 1/2 (ERK1/2, M5670, Sigma-Aldrich), fator fosfonuclear-

kappa B (pNF-κB, 3033, Cell Signaling), e fator nuclear-kappa B (NF-κB, 8242, Cell 
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Signaling) foram empregados. As reações foram desenvolvidas usando o sistema 

Enhanced Chemiluminescence™ Western blotting system (GE Health-Care, Chicago, 

IL, EUA) e a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, 5174, Cell Signaling) foi 

usado como controle de carga. A análise densitométrica foi realizada utilizando o 

software ImageJ. Os resultados são relatados como a relação anticorpo fosforilado/ 

anticorpo total obtida a partir da densitometria das bandas. 

 

 2.3. Extração do mRNA do tecido do camundongo e das linhagens celulares e 

reação quantitativa em cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR) 

 

 A expressão dos receptores de estrogênio alfa e beta foi quantificada pelo qRT-

PCR em amostras de glândulas salivares de camundongos, assim como em linhas de 

células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A. O mRNA total foi extraído com reagente TRIzol 

(Thermo-Fisher Scientific Inc.) seguido de purificação da coluna (RNeasy Mini Kit, 

Qiagen Inc., Redwood City, CA, EUA). A qualidade e integridade das amostras de 

mRNA foram verificadas analisando 1 μL do mRNA total em um Bioanalisador 2100 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). O DNA complementar foi sintetizado a 

partir do 2.5 μg RNA usando a enzima SuperScript VILO Master Mix transcriptase 

reverse (Thermo-Fisher Scientific Inc.). O sistema Rotor-Gene Q (Qiagen Inc.) foi 

empregado para a análise, e o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo-Fisher 

Scientific Inc.) foi aplicado. O protocolo de termociclagem consistiu em um estágio 

inicial de pré-incubação a 95°C por 10 minutos para aumentar a sensibilidade de 

detecção, 40 ciclos de amplificação começando a 95°C por 10 segundos, 60°C por 30 

segundos, e 72°C por 1 segundo, seguido por um único estágio de resfriamento a 

40°C por 10 segundos. Os resultados são descritos como o nível relativo de expressão 

gênica calculado em referência à expressão do controle interno GAPDH usando o 

método Ct e a fórmula 2-ΔΔCt. Os seguintes genes alvo foram analisados ERα 

(NM_001122742.1; Homo sapiens receptor de estrogênio 1 [ESR1]; forward: 

ATGAGAGCTGCCAACCTTTG; reverso: GGTTGGGTCAGTAAGCCCATC) para 

células de origem humana e (NM_00132531.1 musmusculus receptor de estrogênio 1 

alfa [Esr1]; forward: TTGAACCAGCAGGGTGGC; reverso: 

AGGCTTTGGTGTGTGAAGGGTC) para células de origem animal. Também, ERβ 

(NM_00129172323; Homo sapiens receptor de estrogênio 2 [ESR2] forward: 

TGGAGTCTGGTCGTGTGAAG; reverso: ACTTCACCATTCCCACTTCG) para 
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células de origem humana e (NM_207707.1 musmusculus receptor de estrogênio 2 

beta [Ers2] forward: CTGTGATGAACTACAGTGTTTCCC; reverso: 

ACTTCACCATTCCCACTTCG: CACATTTGGGCTTGCAGTCTG) para células de 

origem animal. 

 

 2.4. Análise estatística 

 

 O software GraphPad Prism versão 8.0 (GraphPad software, San Diego, CA, 

EUA) foi utilizado para análise estatística. Os dados foram submetidos ao teste Mann-

Whitney, teste de comparação múltipla Kruskal-Wallis ou análise de variância 

unidirecional (ANOVA), seguido pelo teste post-hoc Dunnett. Para todas as análises, 

o nível de significância foi fixado em <0,05. 

 

 3. RESULTADOS 

 

 3.1. A exposição ao BPA resultou em seu acúmulo nas glândulas salivares e 

alteração da morfologia dos tecidos em camundongos fêmeas. 

  

 A exposição subcrônica ao Bisfenol A (30 mg/kg/dia) resultou em mudanças na 

morfologia das glândulas submandibulares e sublinguais das fêmeas. Houve uma 

redução significativa no número de ácinos e túbulos granulares convolutos nas 

glândulas submandibulares, bem como uma diminuição no número de ácinos e ductos 

excretores nas glândulas sublingual (p<0,05) em relação ao veículo (p>0,05) (Figuras 

1A e 1B). Não foram observadas alterações morfológicas nas glândulas salivares 

sublingual ou submandibular dos machos expostos ao Bisfenol A. Também não houve 

alterações no peso da glândula salivar entre os grupos (dados não mostrados). 

 Em seguida, examinamos a concentração de Bisfenol A reunindo glândulas 

salivares sublinguais e submandibulares dos camundongos. A cromatografia gasosa 

revelou um acúmulo significativo de BPA em animais expostos a este produto químico 

em comparação com animais que ingeriram apenas 0,05% de DMSO (veículo) 

(p=0,01) (Figura 1C). 

 

 3.2. Regulação de receptores de estrogênio nas glândulas salivares após a 

exposição ao Bisfenol A 
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 Semelhante com as mudanças induzidas pelo Bisfenol A acumulando-se no 

tecido da glândula salivar, níveis aumentados de mRNA dos receptores de estrogênio 

para alfa (p=0,02) e beta (p=0,01) foram observados nas glândulas salivares 

submandibulares de animais expostos ao BPA em comparação com o grupo veículo 

(Figuras 2A e 2B). 

 

 3.3. A deficiência de estrogênio modificou a resposta da glândula salivar ao 

Bisfenol A 

  

 Com base na atividade estrogênica do Bisfenol A (Julien et al., 2018; Okuda et 

al., 2010), nós levantamos a hipótese de que a redução da disponibilidade de 

estrogênio por ovariectomia aumentaria os efeitos deletérios do Bisfenol A. 

Camundongos ovariectomizados expostos ao BPA mostraram um número semelhante 

de ácinos nas glândulas submandibulares em comparação com o respectivo veículo 

(p>0,05). Em contraste, entre os animais do grupo controle, houve uma diminuição do 

número de ácinos nos camundongos tratados com Bisfenol A (p=0,03). Nenhuma 

diferença significativa foi observada quando se compararam os animais do grupo 

controle e ovariectomizados expostos ao Bisfenol A (p>0,05) (Figura 3A). Com relação 

aos valores dos túbulos granulados convolutos no grupo de animais ovariectomizados, 

houve um aumento no número de TGC nos animais expostos ao Bisfenol A em 

comparação com o grupo veículo (p=0,01). No grupo controle, os animais expostos 

ao BPA tinham valores mais baixos de túbulos granulares convolutos em comparação 

com o grupo veículo (p=0,04). Além disso, ao comparar os animais expostos ao 

Bisfenol A, os ratos ovariectomizados apresentaram valores mais altos de túbulos 

granulares convolutos do que o grupo controle(p=0,01) (Figura 3B). 

 

 3.4. O Bisfenol A não afetou a proliferação de células neoplásicas, mas 

aumentou a expressão dos receptores p63 e de estrogênio in vitro 

 

 A fim de resumir a histopatologia dos tumores malignos das glândulas salivares, 

examinamos um par de linhagens de células de carcinoma mucoepidermóide, UM-

HMC-1 e UM-HMC-3A (Warner et al., 2013). Em primeiro lugar, determinamos pelo 

ensaio de resazurina se o Bisfenol A em diferentes concentrações (1 nM, 10 nM, 50 
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nM, 100 nM, 500 nM, 1 µM e 10 µM) induziu citotoxicidade. Houve uma significância 

na dose de 1 nM (p=xxx). Embora não significativo, foi observada uma diminuição na 

viabilidade celular a partir de 100 nM. Com base nestes resultados, a concentração 

de 50 nM foi utilizada para ensaios adicionais (Figuras 4A e 4B). 

 A seguir avaliamos a expressão de Ki-67 e p63 por imunocitoquímica. 

Nenhuma mudança no índice de proliferação celular medido pela porcentagem Ki-67 

foi observada para as linhagens de células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A em comparação 

com o veículo e o Bisfenol A (dados não mostrados). Por outro lado, houve um 

aumento na expressão p63 nas linhagens de células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A 

tratadas com Bisfenol A em comparação com o veículo (p<0,05 e p=0,03, 

respectivamente) (Figuras 5A e 5B). 

 Para entender melhor o mecanismo pelo qual o BPA poderia interferir no 

comportamento das células neoplásicas, analisamos os efeitos deste químico sobre 

as proteínas-alvo relacionadas às vias de sobrevivência e proliferação (isto é, pAkt, 

Akt, pERK1/2, ERK1/2, pNF-κB, e NF-κB). Houve uma redução na fosforilação Akt 

após 2 horas de exposição ao Bisfenol A para ambas as linhagens celulares, bem 

como após 24 horas para UM-HMC-3A. Além disso, uma redução da fosforilação do 

NF-κB após 2 horas de exposição ao Bisfenol A foi detectada para ambas as linhagens 

de células. Em contraste, a fosforilação ERK1/2 foi aumentada para ambas as 

linhagens de células em 24 horas (Figura 5C e Tabela Complementar 1). 

 Analisamos então a expressão dos receptores de estrogênio alfa e beta nas 

linhagens de células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A tratadas com 50 nM bisfenol A e 

0,05% DMSO (veículo). Uma expressão aumentada dos receptores de estrogênio alfa 

só foi observada no UM-HMC-3A tratado com BPA em comparação com o respectivo 

grupo veículo (p<0,001) (Figuras 5D e 5E). 

 

 4. DISCUSSÃO 

 

 Aqui, demonstramos que a exposição ao Bisfenol A resultou em seu acúmulo 

significativo nas glândulas salivares, um efeito acompanhado de mudanças 

morfológicas nas glândulas submandibulares e sublingual, particularmente em 

camundongos fêmeas, e aumento da expressão dos receptores de estrogênio. 

Entretanto, a redução na disponibilidade de estrogênio, ou seja, no modelo de 

ovariectomia, teve um leve impacto nas mudanças morfológicas induzidas pelo 
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Bisfenol A, sem modificações adicionais nos ácinos, mas com um aumento no número 

de túbulos granulares convolutos nas glândulas submandibulares. 

 Os roedores mostram um notável dimorfismo sexual molecular e funcional das 

glândulas salivares (Mukaibo et al., 2019), que reflete o efeito dos hormônios 

esteróides sobre a morfogênese e os processos secretores desses órgãos 

(Yamamoto et al., 2018). Os resultados do presente estudo revelaram que as fêmeas 

são mais suscetíveis à ruptura da glândula salivar induzida pela exposição subcrônica 

ao Bisfenol A do que os camundongos machos. 

 Entretanto, a exposição oral ao BPA (25 mg/kg, três vezes por semana durante 

60 dias) causou degeneração de células acinares e sistemas de dutos nas glândulas 

submandibulares de camundongos machos (Bashir et al., 2022). Em outro estudo, 

ratos expostos ao Bisfenol A (130 mg/kg por 28 dias) apresentaram alterações 

citopatológicas e apoptose celular nas glândulas salivares, além de um aumento 

significativo nos parâmetros de estresse oxidativo tecidual (Çetin et al., 2021). Em 

linha com um estudo anterior, o BPA induziu mudanças microscópicas significativas 

nas estruturas acinares das glândulas submandibulares de forma dose-dependente, 

enquanto que poucos efeitos foram observados sobre a morfometria nos túbulos 

granulares convolutos, mesmo em altas doses (Folia et al., 2013). 

 Os mecanismos potenciais que mediam os efeitos do Bisfenol A sobre as 

glândulas salivares compreendem suas propriedades pró-oxidativas (Çetin et al., 

2021), a ativação de vias inflamatórias (Wang et al., 2020), e seu papel como produto 

químico perturbador do sistema endócrino (por exemplo, através da sinalização do 

receptor de estrogênio) (Babu et al., 2013; Vandenberg et al., 2019; Vom Saal & 

Vandenberg, 2021). Nossos dados sugerem que, pelo menos em parte, as alterações 

induzidas pelo Bisfenol A nas glândulas salivares abrangem receptores de estrogênio, 

que são expressos sob condições de estado estável (Tsinti et al., 2009) e regulados 

pela exposição ao Bisfenol A. Consistentemente, a capacidade do Bisfenol A de 

interferir e/ou prevenir a ligação de hormônios naturais a seus receptores - mesmo em 

baixas concentrações - pode estar ligada aos efeitos deletérios deste produto químico 

na homeostase da glândula salivar (Emfietzoglou et al., 2019; Folia et al., 2013). Além 

disso, em condições inflamatórias que afetam as glândulas salivares, como a 

síndrome de Sjögren, as ações do bisfenol A via receptores de estrogênio também 

causaram mudanças na morfologia e nos eventos imunoinflamatórios implicados na 

progressão e deterioração da doença (Wang et al., 2020). Entretanto, o impacto da 
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exposição ao Bisfenol A em pacientes que sofrem de condições de glândulas salivares 

pré-existentes precisa ser explorado com base na sobreposição da fisiopatologia. 

 Nas glândulas salivares neoplásicas humanas, a expressão dos receptores de 

estrogênio (Aquino et al., 2018) é uma possível ligação com a atividade cancerígena 

do Bisfenol A (Cuomo et al., 2017). No estudo atual, examinamos as ações do BPA 

em um par de linhagens de células de carcinoma mucoepidermóide (Warner et al., 

2013) e observamos que, notadamente, esta substância química desencadeou a 

expressão alfa do receptor de estrogênio no UM-HMC-3A. Isto corrobora o fato de que 

o carcinoma multifocal da glândula mamária de roedores fêmeas, devido à exposição 

ao Bisfenol A, tende a ser alfa positivo no receptor de estrogênio (Ruiz et al., 2021). 

 Enquanto não foram observadas mudanças morfológicas ou proliferativas 

substanciais em resposta ao Bisfenol A, houve um aumento na fosforilação ERK1/2 e 

uma redução na fosforilação Akt e NF-κB. Dados anteriores revelaram que o Bisfenol 

A não induz apoptose nas linhagens de células submandibulares humanas, mas reduz 

o número de células viáveis de forma dependente da concentração (Terasaka et al., 

2005). Por outro lado, foi sugerido que o BPA poderia atuar como um disruptor da 

atividade inflamatória regulando as vias da NF-κB/MAPK (proteína quinase ativada 

por mitógeno) e da NLRP3 (proteína receptora do tipo NOD 3) ativação inflamatória 

(Lee, Ha, & Kim, 2020). A via ERK1/2 é reconhecida como um sinal de sobrevivência 

para várias células neoplásicas (Balmanno & Cook, 2009), incluindo linhagens de 

células de carcinoma mucoepidermóide salivar (Handra-Luca et al., 2003). Entretanto, 

o significado da ativação/inativação induzida por Bisfenol A das vias de sinalização 

merece mais investigação. Alternativamente, as células orais do carcinoma escamoso 

estimuladas com Bisfenol A mostraram aumento da fosforilação da proliferação de 

Akt, ERK e NF-κB (Almeida et al., 2021). 

 O BPA também desencadeou a expressão p63 em ambas as linhas de células 

neoplásicas avaliadas neste estudo. O gene p63 é um membro da família p53 que 

desempenha um papel importante na identidade e diferenciação celular das células-

tronco, sendo um marcador de diferenciação mioepitelial em neoplasias benignas e 

malignas da glândula salivar (Sivakumar et al., 2022). p63 também inibe a apoptose 

celular e funciona como um oncogene em diferentes tumores orais (Chen et al., 2018). 

Por exemplo, sua expressão está significativamente correlacionada com o grau 

histológico no carcinoma mucoepidermóide das glândulas salivares (Taghavi et al., 

2020). Nas glândulas mamárias de roedores fêmeas, a exposição pré-natal ao 



35 
 

Bisfenol A aumentou o número de doenças potencialmente malignas, acompanhadas 

por ductos hiperplásicos e células mioepiteliais marcadas com p63 (Durando et al., 

2007). Da mesma forma, a exposição ao desenvolvimento de xenoestrogênios 

perturba o padrão de expressão normal do p63 e a citodiferenciação uterina 

adequada, um efeito relacionado à metaplasia escamosa glandular (Vigezzi et al., 

2015). 

 A cavidade oral é provavelmente a principal via de contaminação pelo Bisfenol 

A (Gayrard et al., 2013; Guignard et al., 2016; Teeguarden et al., 2015), o que é 

consistente com uma alta concentração desta substância química detectada no 

espaço orofaríngeo, mucosa bucal e saliva (Almeida et al., 2021; Emfietzoglou et al., 

2019; Gomes et al., 2020). Além disso, alguns materiais restauradores dentários 

produzem uma liberação significativa de Bisfenol A na saliva (Gomes et al., 2020; 

Lopes-Rocha et al., 2022). A literatura recente demonstrou que a exposição 

subcrônica ao BPA perturba a homeostase de queratinócitos orais, alterando a 

atividade proliferativa e as vias pró-sobreviventes e inflamatórias (Almeida et al., 

2021). Enquanto para humanos é difícil estimar a exposição ao Bisfenol A, resultados 

divergentes e interpretações de dados sobre esta substância química em estudos de 

toxicologia têm sido descritos em modelos animais, nos quais uma ampla gama de 

doses é empregada. Por exemplo, o Consortium Linking Academic and Regulatory 

Insights on Bisphenol A Toxicity (CLARITY-BPA) testou níveis de dose de 2,5 a 25.000 

μg kg pb/dia (Heindel et al., 2020; Leung et al., 2020), e outros testaram doses ainda 

mais altas desta substância química (Camacho et al., 2015). Vale mencionar que 

adotamos como referência um estudo anterior que mostrou mudanças induzidas pelo 

Bisfenol A nos tecidos orais de ratos (Folia et al., 2013). O citado estudo testou doses 

diárias de 5 µg/kg a 12.500 µg/kg de peso corporal e, nessas doses, o Bisfenol A não 

teve efeito sobre o epitélio oral (Folia et al., 2013). Assim, realizamos um experimento 

piloto com doses de 15 e 30 mg/kg e como não foram observadas alterações epiteliais 

na dose de 15 mg/kg, a dose de 30 mg/kg foi empregada no estudo atual. 

 O presente estudo apresenta deficiências que devem ser reconhecidas. Apesar 

das limitações que se aplicam aos modelos animais, especialmente no contexto da 

síntese do complexo processo de mecanismos celulares e moleculares subjacentes 

ao resgate do Bisfenol A nos tecidos das glândulas salivares, coletivamente, nossos 

resultados apoiam a exposição de curto prazo a esta substância química. Isto 

corrobora o fato de que baixas doses de BPA induzem efeitos adversos marcados, 



36 
 

em particular o notável número de efeitos observados em doses 20.000 vezes maiores 

do que a atual dose "segura" de Bisfenol A para humanos (Vandenberg et al., 2019). 

 Em última análise, de relevância clínica para o conceito de que o 

envelhecimento está associado a uma diminuição dos hormônios sexuais (por 

exemplo, andrógenos na andropausa e estrogênios na pós-menopausa), uma 

compreensão das mudanças dependentes da idade na interação com as doenças das 

glândulas salivares desencadeadas pelo BPA, incluindo, por exemplo, amostras 

humanas, certamente aprofundaria o conhecimento dos processos fisiopatológicos de 

forma translacional. 

 

 5. CONCLUSÃO 

 

 Em resumo, as presentes descobertas evidenciam uma ligação entre a BPA e 

mudanças morfológicas nas glândulas salivares, um mecanismo, pelo menos em 

parte, dependente do estrogênio. Nas células neoplásicas, a BPA modificou as vias 

de sinalização pró-sobrevivência e aumentou a expressão da p63. Estas descobertas 

representam uma preocupação adicional sobre os efeitos prejudiciais da BPA nos 

tecidos orais, particularmente salivares, e as potenciais repercussões a longo prazo. 
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Figura 1. Efeitos da exposição ao Bisfenol A (BPA) sobre as glândulas salivares de 

camundongos machos e fêmeas e quantificação dos produtos nesses tecidos. 

Imagens representativas que revelam a morfologia e a arquitetura dos tecidos das 

glândulas (A) submandibulares e (B) sublingual dos camundongos machos e fêmeas. 

Histomorfometria de ácinos e túbulos granulares convolutos (GCT) de animais que 

receberam 0,05% de dimetilsulfóxido (DMSO; veículo) ou BPA (30.000 μg/kg/dia). (C) 

Acumulação de BPA em tecidos de glândulas salivares de camundongos expostos a 

BPA em água potável medida por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massa com armadilhas de íons (GC/MS). Nota: dados referentes a aspectos 

histopatológicos (n=10 por grupo) são mostrados como média ± desvio padrão da 

média, enquanto dados (n=5 por grupo) referentes ao ensaio GC/MS são mostrados 

como média ± desvio padrão. O teste Mann-Whitney determinou a diferença 

estatística entre os grupos e (*) indica p<0,05. 

 

 

 

Figura 2. Regulação positiva da liberação do receptor de estrogênio alfa (ERα) e do 

receptor de estrogênio beta (ERβ) pelo Bisfenol A (BPA) em glândulas salivares de 

camundongos fêmeas. A alteração na expressão do RNA mensageiro (mRNA) de ERα 

e ERβ foi determinada em glândulas salivares de camundongos expostos a BPA 

(30.000 μg/kg/dia) e 0,05% de DMSO (veículo) (n=5 por grupo). Nota: os dados são 

apresentados como média ± desvio padrão da média. O teste de Mann-Whitney 

determinou diferença estatística entre os grupos e (*) indica p<0,05. 
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Figura 3. Efeitos da deficiência de estrogênio induzido por ovariectomia nas glândulas 

salivares submandibulares de camundongos expostos ao BPA (30.000 μg/kg/dia) e 

veículo (0,05% DMSO). Histomorfometria de (A) ácinos e (B) túbulos granulares 

convolutos (GCT) das glândulas. Nota: os dados (n=5 por grupo) são mostrados como 

média ± desvio padrão da média. O teste Mann-Whitney determinou a diferença 

estatística entre os grupos e (*) indica p<0,05. 

 

 

Figura 4. Viabilidade celular relativa por resazurina nas linhagens celulares (A) UM-

HMC-3A (University of Michigan-Human Mucoepidermoid Carcinoma-3A) e (B) UM-

HMC-1 (University of Michigan-Human Mucoepidermoid Carcinoma-1) às 48 horas de 

incubação. Nota: os dados (n=3 réplicas biológicas independentes) são mostrados 

como média ± desvio padrão da média. O teste ANOVA unilateral seguido do teste 

post-hoc de Bonferroni foi usado para determinar a significância estatística entre os 

grupos e (*) indica p<0,05. 
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Figura 5. Imunocitoquímica, immunoblotting e expressão do receptor de estrogênio 

em UM-HMC-1 (University of Michigan-Human Mucoepidermoid Carcinoma-1) e UM-

HMC-3A (University of Michigan-Human Mucoepidermoid Carcinoma-3A). Imagens 

imunocitoquímicas representativas da coloração p63 em (A) UM-HMC-1 e (B) UM-
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HMC-3A com os respectivos grupos: veículo (0,05% DMSO) e BPA (50 nM). A relação 

relativa das células positivas p63 no veículo e BPA no UM-HMC-1 e UM-HMC-3A é 

mostrada em gráficos de barras. (C) Análise de immunoblotting do UM-HMC-1 e do 

UM-HMC-3A. As células foram processadas após 2 e 24 horas de cultura de células 

sob incubação de BPA (50 nM). Foram utilizados os seguintes anticorpos primários 

para a proteína total e formas fosforiladas: AKT (v-Akt murine thymoma viral 

oncogene), pAKT (phospho-v-Akt murine thymoma viral oncogene), ERK (extracellular 

signal-regulated kinase), pERK (phospho-extracellular signal-regulated kinase), NF-

κB (nuclear factor-κB), e pNF-κB (phospho-v-Akt murine thymoma viral oncogene). 

GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) era o controle de carga. Quantidades 

iguais de proteína (30 μg) de cada amostra foram submetidas a SDS-PAGE 

(eletroforese em gel de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida) e Western blotting. (D) 

Efeitos dos receptores de estrogênio liberados por BPA (10 nM) ou veículo (0,05% 

DMSO) nas linhagens de células UM-HMC-1 e UM-HMC-3A. Nota: os dados (n=2 

réplicas biológicas independentes) são mostrados como média ± desvio padrão da 

média. O teste Mann-Whitney determinou a diferença estatística entre os grupos e (*) 

indica p<0,05. 
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Tabela Complementar 

 

Supplementary Table 1. Razão obtida da densitometria das bandas (anticorpo 

fosforilado/ anticorpo total) das proteínas-alvo das linhas celulares UM-HMC-1 e UM-

HMC-3A expostas a 50nM de bisfenol A (BPA). 

Target proteins 

UM-HMC-1 UM-HMC-3A 

2 hours 24 hours 2 hours 24 hours 

Vehicl

e 
50 nM BPA 

Vehicl

e 
50 nM BPA 

Vehicl

e 
50 nM BPA 

Vehicl

e 
50 nM BPA 

pAKT:AKT 0.85 0.10 0.15 0.19 0.71 0.23 0.44 0.34 

pERK1/2:ERK1/

2 
1.61 1.54 0.95 1.23 1.00 0.61 1.22 1.43 

pNF-κB:NF-κB 4.61 5.34 3.48 3.56 5.15 3.05 4.09 4.72 

 

Note: AKT, v-Akt murine thymoma viral oncogene; ERK, extracellular signal-regulated 

kinase; NF-κB, nuclear factor-κB; pAKT, phospho-v-Akt murine thymoma viral 

oncogene; pERK, phospho-extracellular signal-regulated kinase; pNF-κB, phospho-

nuclear factor-κB; UM-HMC-1, University of Michigan-Human Mucoepidermoid 

Carcinoma-1; UM-HMC-3A, University of Michigan-Human Mucoepidermoid 

Carcinoma-3A. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A partir dos dados obtidos, pudemos verificar que a exposição ao Bisfenol A 

resultou em seu acúmulo nas glândulas salivares de camundongos fêmeas, 

acometendo também na alteração da morfologia desses animais. 

 Além disso, foi possível relacionar a deficiência de estrogênio e a resposta do 

BPA nas glândulas salivares, sendo que aqueles indivíduos ovarectomizados 

expostos ao BPA apresentaram uma diminuição do número de ácinos em comparação 

ao grupo controle. 

 O BPA aumenta a expressão dos receptores p63 e de estrogênio em linhagens 

celulares tumorais. Foi possível concluir também que houve uma regulação positiva 

da liberação do receptor de estrogênio alfa (ERα) e do receptor de estrogênio beta 

(ERβ) pelo Bisfenol A em glândulas salivares de camundongos fêmeas.  

 Tem sido sugerido que a cavidade oral é a principal via de contaminação 

(GUIGNARD et al., 2016; TEEGUARDEN et al., 2015; WANG et al.,2020), admitindo 

que as glândulas salivares são locais potenciais para o acúmulo de BPA, corroborando 

com os nossos achados. Nesta linha, estudos mostram que a exposição crônica à 

BPA pode resultar em mudanças nas glândulas salivares (FOLIA et al.,2013), nossos 

resultados confirmaram as alterações glandulares e indicaram uma mudança 

significativa na morfologia das glândulas salivares submandibulares e sublinguais de 

camundongos.  

 Além disso, acredita-se que a exposição a este monômero estimula a 

proliferação celular de células não-neoplásicas e neoplásicas (ALMEIDA et al.,2021), 

para entender melhor este mecanismo de indução da proliferação celular pela BPA, 

avaliamos os efeitos da BPA nas proteínas-alvo, pAKT, pERK e pNFκB, que estão 

envolvidas na proliferação e sobrevivência celular (MURATA & KANG, 2018; NOMIRI 

et al.,2019). Uma diminuição em pAKT e um aumento em pERK foram observados no 

grupo tratado com BPA. Resultados similares foram descritos anteriormente (CUOMO 

et al.,2017; YAGUCHI, 2019). 

 Por se tratar de um estudo realizado em modelos animais, tivemos algumas 

limitações, especialmente no contexto da síntese do complexo processo de 

mecanismos celulares e moleculares subjacentes ao resgate do bisfenol A nos tecidos 

das glândulas salivares, coletivamente, nossos resultados apoiam a exposição de 

curto prazo a esta substância química. Isto corrobora o fato de que baixas doses de 
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bisfenol A induzem efeitos adversos marcados, em particular o notável número de 

efeitos observados em doses 20.000 vezes maiores do que a atual dose "segura" de 

BPA para humanos (VANDENBERG et al., 2019). Em última análise, de relevância 

clínica para o conceito de que o envelhecimento está associado a uma diminuição dos 

hormônios sexuais (por exemplo, andrógenos na andropausa e estrogênios na pós-

menopausa), uma compreensão das mudanças dependentes da idade na interação 

com as doenças das glândulas salivares desencadeadas pelo Bisfenol A, incluindo, 

por exemplo, amostras humanas, certamente aprofundaria o conhecimento dos 

processos fisiopatológicos de forma translacional. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 Em conclusão, nosso trabalho evidenciou uma ligação entre a BPA e mudanças 

morfológicas nas glândulas salivares, um mecanismo, pelo menos em parte, 

dependente do estrogênio. Nas células neoplásicas, a BPA modificou as vias de 

sinalização pró-sobrevivência e aumentou a expressão da p63. Estas descobertas 

representam uma preocupação adicional sobre os efeitos prejudiciais da BPA nos 

tecidos orais, particularmente salivares, e as potenciais repercussões a longo prazo. 
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