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Resumo

Os disruptores endocrinos (DEs) sdo substancias naturais ou sintéticas que, quando
presentes no organismo, tém a capacidade de alterar funcdes enddcrinas, agindo como
agonistas ou antagonistas hormonais. O bisfenol A (BPA) esta entre os DEs mais estudados e
produzidos mundialmente, sendo utilizado na producdo de plasticos de policarbonato e
resinas epoxidicas. Encontra-se em inlmeros produtos de consumo diario, entre os quais
garrafas de agua, revestimentos de recipientes alimentares, lentes de contacto, produtos
eletrdnicos e brinquedos, o que resulta numa exposicao generalizada da sociedade ao BPA.

O sistema imunitario compreende um conjunto de mecanismos que cumpre a funcao
de defesa do organismo, discriminando o préprio do alheio, tornando-o responsavel pela
manutencdo do estado de salde de cada individuo. E tradicionalmente dividido em duas
categorias, a adaptativa e a inata, sendo que esta Ultima cumpre a funcdo de primeira linha
de defesa e tem um papel fundamental na eliminacdo de patogénios nas fases iniciais da
infecdo. Avancos recentes no campo da imunidade inata tém suscitado o interesse da
comunidade cientifica e propondo alteracdes paradigmaticas nesta vertente, introduzindo-se
0 conceito de memoria, até entao atribuido exclusivamente a imunidade adaptativa.

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao sobre os mecanismos
fisiopatologicos envolvidos no efeito do BPA na imunidade inata, através da analise de
investigacdes realizadas sobretudo em modelos animais.

Os resultados observados permitiram concluir que a exposicdo ao BPA estava
associada a alteracdes em diversos aspetos da imunidade inata, inclusive na diferenciacao e
proliferacao de células efetoras, na inducdo da apoptose, na producao de 6xido nitrico (NO),
na secrecdao de citocinas e na atividade fagocitica, sendo que alguns desses efeitos sao
alcancados através da interacao agonista com recetores de estrogénio (ERs). Contudo, sao
necessarios mais estudos, particularmente em humanos, para a obtencdo de dados mais
consistentes que revelem a real influéncia do BPA na imunidade inata.

Considerando-se o conteldo exposto neste trabalho e dado o potencial do BPA em
aumentar a suscetibilidade a doenca, é recomendavel a minimizacao da exposicao ao BPA e a

sua substituicao por elementos inocuos para a salide humana.

Palavras-chave

Bisfenol A, imunidade inata, macrofago, fagocitose e disruptor endocrino.
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Abstract

Endocrine disruptors (DEs) are natural or synthetic substances that, when present in
the body, have the ability to change endocrine functions, acting as hormone agonists or
antagonists. Bisphenol A (BPA) is among the most studied and produced DEs worldwide, being
used in the manufacture of polycarbonate plastics and epoxy resins. It is found in many
products of daily consumption, including water bottles, food container linings, contact lenses,
electronic products and toys, resulting in widespread human exposure to BPA.

The immune system comprises a set of mechanisms that serves the body's defense
purpose, making it responsible for maintaining each individual's health. It is traditionally
divided into two categories, adaptive and innate, the latter of which performs the first line
defense functions and plays a key role in pathogens elimination at early stages of infection.
Recent advances in the field of innate immunity have sparked the interest of the scientific
community and proposed paradigmatic changes, introducing the concept of memory,
previously assigned exclusively to adaptive immunity.

This study aimed to perform a literature review about the pathophysiological
mechanisms involved in the effects of BPA in innate immunity by analyzing investigations
mostly implemented in animal models.

The results observed showed that BPA exposure was related to changes in many
innate immunity aspects, including the differentiation and proliferation of effector cells,
induction of apoptosis, nitric oxide (NO) production, cytokine secretion and phagocytic
activity, and that some of these effects were accomplished through agonist interaction with
estrogen receptors (ERs). However, more studies are needed, especially in humans, to obtain
more consistent data revealing the real influence of BPA in innate immunity.

Considering the contents exposed in this work and given BPA’s potential to increase
disease susceptibility, minimize exposure to BPA is highly recommended, replacing it with

harmless elements for human health.

Keywords

Bisphenol A, innate immunity, macrophage, phagocytosis, endocrine disruptor.
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1. Introducao

O sistema imunitario é o conjunto complexo de mecanismos integrados que tem como
uma das suas funcdes a discriminacao entre o préprio e o alheio; € um sistema Unico e esta
importante funcao pertence-lhe em exclusivo. Se na nocao de alheio incluirmos o proprio
alterado, podemos considerar o sistema imune como o responsavel pela manutencdo da
integridade fisica, sem o qual a vida é ameacada (1).

A resposta imune é dividida tradicionalmente em duas vertentes: inata e adaptativa
(2). A imunidade inata consiste na acdao concentrada de varios tipos celulares, recetores,
sistemas de sinalizacao e mecanismos efetores (1). Como primeira linha de defesa do
organismo, tem papel fundamental durante o periodo critico que se verifica logo apds a
exposicao do hospedeiro ao agressor, pois a sua principal funcao centra-se em eliminar
patogénios e apresentar antigénios as células envolvidas na imunidade adaptativa (3, 4).

Até a Ultima década, o estudo da imunidade inata tinha sido eclipsado pelas
descobertas dramaticas no campo da vertente adaptativa. No entanto, a recente definicao
molecular de como o sistema imune inato deteta a infecao e capacita respostas imunes
protetoras precipitou um renascimento desta area (5). Para além disso, novos estudos tém
contrariado o conceito de inespecificidade da imunidade inata, contribuindo assim para uma
mudanca de paradigma, alterando a forma como pensamos sobre a patogénese e tratamento
de doencas infeciosas, autoimunes, alérgicas e neoplasicas (4).

Por mais de setenta anos, os cientistas relataram que certos compostos sintéticos e
naturais podem interferir com a sintese, metabolismo e acdo das hormonas endogenas. Estas
substancias sdao conhecidas coletivamente como disruptores endocrinos (DEs) e tém sido alvo
de crescente preocupacao devido aos seus potenciais efeitos nos seres humanos (6, 7). A
exposicao a estes quimicos, especialmente em fases iniciais do desenvolvimento, pode alterar
os padroes normais de evolucdo e produzir consequéncias nefastas no sistema imune e, assim,
modificar dramaticamente a suscetibilidade dos seres humanos a doenca ao longo da vida (8).
Um dos DEs mais estudados é o Bisfenol A (BPA) pois trata-se de um quimico amplamente
produzido, sendo que cerca de cem toneladas sao libertadas para a atmosfera todos os anos
9, 10).

O BPA ¢ utilizado na producao de plasticos de policarbonato e resinas epoxidicas que
sdo encontrados em inimeros produtos da nossa vida diaria (11, 12, 13). A exposicdo ao BPA
pode ocorrer por ingestdo, uma vez que o quimico pode transvazar para os alimentos ou
bebidas, por inalacao ou contacto com a derme (14, 15).

Existe alguma controvérsia acerca da seguranca dos produtos que contém BPA na sua
composicao; contudo, uma vasta quantidade de estudos in vivo reportou e confirmou as
suspeitas em relacao aos seus efeitos adversos, mesmo em doses abaixo do esperado (16).

Com o presente trabalho procura-se reunir, atualizar e sumarizar a informacao atual sobre os
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efeitos do BPA na imunidade inata, evidenciando os diferentes mecanismos implicitos nesse

processo.
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2. Metodologia

A informacao utilizada na elaboracao da presente monografia foi recolhida em livros
de texto de referéncia na area da imunologia e da biologia celular, e em artigos de revistas
cientificas da especialidade. Para tal, utilizou-se a base de dados cientifica de biomedicina
Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) usando como critérios de pesquisa as
palavras-chave “bisphenol a”, “innate immunty”, “macophage”, “phagocytosis” e “endocrine
disruptor”, isoladamente e/ou nas diferentes combinacdes possiveis. A pesquisa foi restrita
preferencialmente ao idioma inglés e efetuada maioritariamente entre Novembro de 2014 e
Fevereiro de 2015. Procedeu-se posteriormente a analise e selecdo dos artigos mais
relevantes, incluindo artigos de revisao, ensaios clinicos e estudos de investigacdo, os quais
foram agrupados segundo os diferentes métodos de analise dos efeitos da exposicdo ao BPA na

imunidade inata.
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3. A Imunidade Inata

3.1. Breve perspetiva historica

O termo imunidade advém do latim immunis que significa “pessoa privilegiada”,
simbolizando o estado de protecdo face a uma doenca infeciosa (3). Apesar da historia da
imunologia se entrosar num conceito de prevencdo da doenca que remonta a mais alta
antiguidade, ela é um ramo relativamente recente da ciéncia médica, tendo sido considerada
parte da Microbiologia durante varios anos (1). Sao classicas as referéncias ao médico
britanico do séc. XVIIl Edward Jenner e ao investigador francés do séc. XIX Louis Pasteur como
sendo os pais da imunidade. No entanto, foram Emil von Behring e Shibasaburo Kitasato que
forneceram as primeiras evidéncias acerca do mecanismo subjacente a entdo recém-
descoberta vacinacdo. No que a vertente inata diz respeito, o grande pioneiro foi Ilya
Mechnikov com a descoberta e caracterizacao da fagocitose, trabalho esse que levaria o

cientista a ser distinguido com o prémio Nobel da Medicina em 1908 (1, 3, 4, 5).

3.2. Componentes do Sistema Imune Inato

O sistema imune inato fornece protecao ao reconhecer desvios da homeostase
causados por agressdes infeciosas, mecanicas e quimicas, estando presente em todas as
classes de plantas e animais (5, 17, 18). O suporte do seu funcionamento apoia-se em
componentes celulares e humorais que aumentam a protecao oferecida pelas barreiras
anatomicas e fisiologicas presentes no organismo (1, 5).

A pele e a superficie das membranas das mucosas conferem bloqueio a entrada da
maioria dos microrganismos, constituindo uma primeira linha de defesa eficaz (3). Para isso
contam com um epitélio continuo capaz de produzir péptidos com funcao antibidtica natural
que sao capazes de agir diretamente nos microbios e indiretamente ao ativar células
envolvidas na resposta inflamatdria (2). Também o muco e os cilios auxiliam no
aprisionamento e expulsao dos invasores (3). Entre as barreiras fisiologicas existentes sdao de
destacar o papel da temperatura corporal e do pH acido da maioria das secrecdes, que
contrariam a proliferacao bacteriana (1, 3). Se, ainda assim, o invasor conseguir escapar aos
mecanismos de defesa supracitados, deparar-se-a com uma densa rede de células preparadas
para ativar uma resposta imunitaria que tera como objetivo final a manutencdo do estado de

saude do individuo (17).
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3.2.1. Células efetoras

As respostas imunologicas sdao mediadas por leucocitos que, no periodo pos-
embrionario, derivam de precursores existentes na medula 6ssea. O processo de formacao das
células sanguineas a partir de células estaminais é designado por hematopoiese (Figura 1).
Existem duas grandes linhagens celulares: a linhagem mieloide, que origina os granulécitos

polimorfonucleares e os monocitos, e a linhagem linfoide, que origina os linfocitos (1).

Célula-tronco \
autorrenovavel \

Progenitor
linfoide

Progenitor
mieloide
PO O 0
Mastécitos o g Célula-tronco
& ﬂ pluripotente k \
= T

S Yt
O Q<
¥ ¥ Célula natural
4 killer (NK)

Linfocitos B Linfocitos T

I{ g o:o 3%_: _JJLQ'
Q& ° 50 \[> (a9 /

UFC do Baséfilo UFC do Eosinéfilo UFC do Granuldcito-mondcito

" ®
e

@ ©-

Eosinofilos Neutréfilos Monécitos Macréfago

Figura 1 - Hematopoiese (adaptado de 2).
UFC- unidade formadora de coldnias.

Monécitos

Os monocitos sao células incompletamente diferenciadas que circulam no sangue e,
quando entram nos tecidos, evoluem para outro tipo de células muito importantes para o
encetar das respostas imunoldgicas: macréfagos (M®s) ou células dendriticas (DCs) (3). E
normalmente a maior célula circulante do sangue periférico, com um diametro entre 10 a 15
pm, ndcleo irregular e frequentemente lobulado, citoplasma vacuolizado e limites

assimétricos (1, 2).
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Macrofagos

Nos tecidos, quando os monocitos se diferenciam em M®s, sofrem algumas
transformacdes que lhes permitem assegurar importantes funcdes fisioldgicas, existindo
praticamente em todos os tecidos do corpo (1). Eles tornam-se cinco a dez vezes maiores, os
seus organelos intracelulares aumentam em nimero e em complexidade e, acima de tudo,
adquirem uma capacidade fagocitica aumentada, produzem enzimas hidroliticas e comecam a
libertar diversos fatores sollveis (3). Consoante o microambiente tecidular onde se
encontram, os M®s diferem consideravelmente nas suas caracteristicas fenotipicas, sendo que
geralmente possuem uma forma ovalada, com um nicleo em posicao periférica em forma de
rim (1).

Os M®s encontram-se normalmente em estado de repouso, podendo ser ativados por
uma variedade de estimulos durante uma resposta imune, tornando-se mais eficazes. Eles
respondem aos estimulos infeciosos quase tdo rapidamente como os neutrofilos, mas
permanecem no local da inflamacdo por muito mais tempo: sdao as células efetoras
predominantes nos estagios mais tardios da resposta imune inata, um ou dois dias apos a
infecdo (2). As suas fungdes centram-se na fagocitose e destruicado de micrdbios bem como na

libertacao de citocinas que estimulam a inflamacao (2, 3).

Células Dendriticas

Como o préprio nome indica, as DCs tém uma morfologia estrelada, composta por um
emaranhado de longas extensdées membranosas (1, 3). Sdo amplamente distribuidas no tecido
linfoide, epitélio mucoso e parénquima dos orgdos, apresentando morfologia distinta
consoante o local (2). As DCs engolfam patogénios invasores e digerem-nos em pequenos
péptidos, que depois expressam na sua superficie. Apds este processo, as células migram
desde o tecido infetado para os nodulos linfaticos regionais, onde apresentam os antigénios
aos linfocitos T naive (4). Por desempenharem esta funcdo, sdao extremamente importantes

na coordenacao da resposta inata com a resposta adaptativa (2).

Neutrofilos

Os neutrofilos, também conhecidos como leucécitos polimorfonucleares, sdao a
populacdo mais abundante de células sanguineas brancas circulantes e, tal como os M®s,
exercem atividade fagocitica (3). Possuem forma esférica com cerca de 12 a 15 ym de
diametro, numerosas projecoes de membrana, nlcleo segmentado em 3 a 5 ldbulos
conectados e, no citoplasma, dois tipos de granulos; os especificos, que sao preenchidos por
enzimas tais como lisozima, colagenase e elastase, e os azurofilos, que constituem lisossomas
capacitados de microbicidas, entre os quais defensinas e catelicidinas (2). Tém um tempo de
vida curto, entre 24 a 48 horas, periodo no qual sofrem apoptose caso nao sejam recrutados
para locais de infecao (2, 3). Em resposta a infecdo, a medula 6ssea produz e liberta um
numero aumentado de neutroéfilos que, atraidos por fatores quimiotaticos, sdo as primeiras

células a chegar ao local de infecao (2).
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Eosinéfilos

Estas células sdao semelhantes aos neutroéfilos mas exibem fraca capacidade fagocitica.
0 nlcleo é bilobulado, por vezes trilobulado. Os eosindfilos tém um papel importante contra
organismos parasitarios e atuam libertando o conteldo dos seus granulos para o meio
extracelular, onde as enzimas podem entao danificar a membrana dos parasitas (1, 3). Tal

como os basofilos, sao vestigiais no sangue periférico (1).

Basofilos

Os basofilos sao granulocitos nao fagociticos que geralmente possuem o nucleo
coberto pelos granulos. A sua funcao consiste em libertar substancias farmacologicamente
ativas, tais como heparina e histamina, que tém papel importante nas respostas alérgicas e

contra parasitas, particularmente contra helmintas (1, 3).

Mastocitos

Os mastocitos (MCs) tém importancia semelhante aos basofilos nas reacoes alérgicas
visto que também possuem granulos citoplasmaticos com histamina e outras substancias
farmacologicamente ativas. Mas, ao contrario dos basofilos, povoam apenas os tecidos e nao o
sangue periférico (1, 3). Contudo, alguns investigadores defendem que os MCS desempenham
mais funcdes que as descritas, considerando que sao células que participam ativamente na
vigilancia contra patogénios invasores e na regulacdo da resposta inflamatéria aguda, desde o
seu inicio ao seu término (19).

A localizacdo dos MCs, intimamente relacionada com as barreiras epiteliais e
endoteliais, torna-os das primeiras células a depararem-se com os invasores, tal como as DCs
e os M®s (19, 20). No entanto, a detecdo inicial pode ndo ser através de contacto direto,
uma vez que os MCS também identificam sinais de stress oriundos do tecido circundante.
Dependendo do estimulo ativador pressentido pelos MCS, eles libertam um rol de mediadores
inflamatorios especificos para o patogénio detetado e, segundo os autores, determinam o
perfil inflamatorio inicial no local de infecao bem como a qualidade e o caracter da resposta
do hospedeiro (19).

Juntamente com os neutrofilos, os eosindfilos e os basofilos constituem o grupo

celular dos granulécitos (2).

Células Natural Killer

As células Natural Killer (NK) derivam da medula 6ssea e compartilham o progenitor
primario com os linfocitos T. No entanto, expressam marcadores de membrana que também
sdo encontrados em monocitos e granulédcitos (3). Apesar das suas semelhancas com os
linfocitos, as NK nao se desenvolvem no timo nem possuem recetores de célula T (TCR)
capazes de reconhecer péptidos apresentados por moléculas do complexo major de

histocompatibilidade | (MHC-I) (1, 3). Pelo contrario, expressam a superficie um grande
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numero de recetores com funcdes ativadoras ou inibidoras, conhecidos generalizadamente
por recetores NK (1). O termo natural killer deriva da habilidade das NK em destruir varias
células-alvo sem que seja necessaria ativacao adicional, quando sao isoladas do sangue ou do
baco (2). Além de destruir células infetadas diretamente, as NK constituem uma fonte
importante de interferao gama (IFN-y), o qual ativa os M®s (2, 21).

As NK participam na fase inicial da defesa contra infecdées por microrganismos
intracelulares e diversos tipos de tumores, podendo também estar implicadas na
autoimunidade e recdes de hipersensibilidade (22). Quando uma NK interage com outra
célula, o resultado é determinado por uma integracao de sinais gerados a partir de recetores
ativadores e inibidores. Para que nao haja destruicao de uma célula sadia, os sinais ativadores
tém de ser bloqueados por sinais inibitorios (2, 21). Se tal nao se verificar, as NK destroem as
células-alvo através de um processo que envolve a libertacdo de granulos que contém

perforina e granzimas (3).

3.2.2. Proteinas efetoras - As citocinas

As citocinas sdo proteinas segregadas pelas células da imunidade inata e adquirida
que medeiam muitas das funcdes dessas células. Elas sdao produzidas em resposta a
microrganismos e outros antigénios, e diferentes citocinas estimulam respostas diversas de
células envolvidas na inflamacao (2). Tal como as hormonas atuam como mensageiras do
sistema endocrino, as citocinas atuam como mensageiras do sistema imune, sendo que estas
Ultimas, ao invés do que acontece com as hormonas, exercem os seus efeitos sobretudo por
acao autdcrina e paracrina. Adicionalmente, as citocinas exibem propriedades de pleiotropia,
redundancia, sinergia e antagonismo que as distinguem e tornam possivel regular a atividade
celular de forma coordenada e interativa (3).

Para exercerem a sua funcdo, as citocinas ligam-se a recetores especificos das
membranas das células-alvo e deflagram as vias de transducao de sinal que, como resultado,
alteram a expressao genética das células em questao (3).

Na tabela 1 estdo resumidas as caracteristicas das principais citocinas envolvidas na

imunidade inata.
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Tabela 1 - Principais citocinas da Imunidade Inata (adaptado de 2, 3).

Citocina Fonte celular Principais alvos e efeitos biologicos
e Células inflamatdrias e endoteliais - recrutamento de

neutrofilos e mondcitos para o local de inflamacao e sua

TNF ++ M®s e MCs; ativacao;
-a
NKs, Linfocitos T = e Hepatdcitos - sintese de proteinas de fase aguda;
o Hipotalamo - induz febre;
e Musculo/Gordura - catabolismo (caquexia).
e Todas as células - promove estado antiviral e a expressao
++ MOs;
IFN-a aumentada de MHC-I;

Outros leucocitos L
e NKs - ativacao.

e Todas as células - promove estado antiviral, expressao
IFN-y NKs, células Th1 aumentada de MHC-I;
o M®s - ativacao.
M®s, células

endoteliais, . B B
. e Leucocitos - Quimiotaxia, ativacao, migracao para dentro
Quimiocinas células T, )
dos tecidos.
fibroblastos,

plaquetas

o e M®s e neutrofilos - atracao quimiotatica;
M®s, monocitos, ,
) o NKs e celulas endoteliais - estimula a atividade;
IL-1 células L , ,
o e Hepatocitos - sintese de proteinas de fase aguda;
endoteliais o, .
e Hipotalamo - induz febre.

M®s, monocitos,

células ) ) )
IL-6 . e Hepatocitos - sintese de proteinas de fase aguda.
endoteliais,
células T
Mds, células ; _ )
IL-8 e Neutrofilos - atracao quimiotatica.
endoteliais
, e M®s e DCs - inibicao da producao de IL-12 e da expressao
IL-10 M®s, células Th2
de MHC-II.
e NKs - aumento da citotoxicidade;
IL-12 M®s, DCs e Células T - diferenciacao em Th1;
e NK e células T - aumento da sintese de IFN-y.
IL-15 Mds e NK - proliferacao
IL-18 Mds e NK - aumento da sintese de IFN-y
e Mds e mondcitos - atracao quimiotatica;
M®ds, MCs,
e M®s - estimulacao da producao de IL-1;
TGF-8 plaquetas, , o L
] e Celulas epiteliais, endoteliais, linfoides e
linfocitos

hematopoiéticas - inibicdo da proliferacao.

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa; M®s - macrofagos; MCs - mastocitos; NKs - células NK; IFN-a -
interferao alfa; MHC-1 - complexo major de histocompatibilidade classe I; IFN-y - interferao gama; IL -
interleucina; DCs - células dendriticas; MHC-II - complexo major de histocompatibilidade classe Il; TGF-B
- fator de crescimento tumoral beta.
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3.3. Sistema do complemento

O sistema do complemento desempenha um papel essencial nos mecanismos de
defesa do nosso organismo, participando de uma forma decisiva no processo inflamatorio e,
consequentemente, nos mecanismos da imunidade inata (1, 2). Contudo, considerando o
caracter inespecifico dos seus mecanismos de acdo, o complemento constitui um elo de
ligacdao fundamental para o estabelecimento da imunidade adquirida (1).

O complemento é constituido por uma série complexa de proteinas séricas e de
membrana que, no processo de ativacdo do sistema, sao responsaveis pela producédo de varios
efeitos bioldgicos, nomeadamente a opsonizacdo, a quimiotaxia, a imunoaderéncia, a lise
celular e a interacao com outros sistemas que caracterizam e fundamentam a sua importancia
no processo inflamatorio (1, 2). As proteinas e glicoproteinas que compdem o sistema sao
sintetizadas sobretudo no figado, embora M®s e fibroblastos também produzam quantidades
significativas das mesmas (1, 3). Elas estao normalmente presentes no plasma numa forma
inativa e sdao conhecidas como zimogénios; quando o sistema é ativado os zimogénios sao
convertidos em enzimas ativas através de clivagem proteolitica e adquirem capacidade de,
por sua vez, ativarem o componente seguinte da cascata (1, 2, 3).

A ativacdo do complemento pode processar-se por trés vias: A via classica, a via da
lectina e a via alternativa (1, 2, 3). Em cada uma dessas vias sdo consideradas trés fases: a
fase de iniciacdo, a fase de amplificacdo e a fase de ataque a membrana. As duas primeiras
fases sdo distintas para cada via mas a ultima é comum a todas elas e termina com a
formacao do complexo de ataque a membrana (MAC) e consequente lise celular (1). O

esquema da figura 2 oferece uma visao geral das vias de ativacdo do complemento.

VIA CLASSICA
Antigénio-anticorpo
Ativado
C1gr s, —> Clqrys,
C4T C4b C4b2a C4b2a3b
VIA DA LECTINA Caa (C3 convertase)/ (C5 convertase)
MBL 3 3 Complexo ativado
MASP semelhante ao C1 C3a
C3 m==) C3b cs5 C5b— — — —>C5b6789 (MAC)
Parece celular l/ C6 C7 C8 C9
bacteriana C3a C5a

ca B
ca-TiacsbL-L) C3bBb C3bBb3b

T (C3 convertase) (C5 convertase)

Superficies Fator D
microbianas

VIA ALTERNATIVA

Figura 2 - Visao geral das vias de ativacao do complemento (adaptado de 3).

A via classica € iniciada através da ligacdo do C1 aos complexos antigénio-anticorpo. A via alternativa é
iniciada através da ligacdo do C3b as superficies de ativacao, tais como paredes celulares bacterianas. A
via da lectina é iniciada pela ligacao da proteina MBL a superficie do patogénio. A via alternativa utiliza
alguns fatores que sdo Unicos, enquanto as vias classica e da lectina possuem os componentes comuns
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apos o componente C1. Todas as trés vias geram as C3 e C5 convertases e o C5b ligado, que é convertido
no MAC através de uma sequéncia comum de reagdes terminais. O MAC, complexo final resultante da
ativacao das trés vias, penetra nas membranas plasmaticas das células e forma poros que permitem o
movimento livre de agua e ides provocando lise celular. A hidrélise de C3 é o principal passo na
amplificacao de todas as vias, gerando grande quantidade de C3b, que forma parte da C5 convertase. O
C3b também pode difundir-se da superficie de ativacdo e ligar-se aos complexos imunes ou as
superficies celulares estranhas, onde atua como uma opsonina. As setas azuis indicam as etapas da
reacao. As setas pretas indicam atividade enzimatica ou atividade de ativacdo. MBL - lectina ligante de
manose; MASP - serina protease associada ao MBL; MAC - complexo de ataque a membrana.

Por ser inespecifico, o sistema do complemento necessita de mecanismos de
regulacao para que a sua acao seja restrita a alvos designados (2, 3). Muitos dos componentes
que interagem na ativacdo do complemento sao extremamente labeis e sofrem inativacdo
espontanea conforme se difundem para fora das células-alvo. Além disso, uma série de
proteinas reguladoras inativam varios fatores do complemento, sendo que os fatores H e | sao
0s mais importantes (1, 3). O fator H atua na via alternativa ao bloquear a formacao da C3
convertase e é facilitador da acdo enzimatica do fator |, que atua em todas as vias ao clivar o
C4b e o C3b em diversos fragmentos que podem participar noutros processos bioldgicos,
nomeadamente na opsonizacao (1). A proteina de ligacdo ao C4 (C4bp), o fator acelerador da
dissociacao (DAF), o cofator proteico de membrana (MCP) e o Recetor do complemento tipo 1
(CR1) funcionam todos como cofatores na acao do fator | (3).

Sintetizando, o MAC é capaz de lisar um amplo espectro de microrganismos, virus,
eritrocitos e células nucleadas. Como as vias de ativacao alternativa e da lectina ocorrem sem
uma interacao inicial antigénio-anticorpo, estas vias atuam como sistemas inatos de defesa
nao-especifica contra infecdes. No entanto, muitas das atividades biologicas do complemento
dependem da ligacdo dos fragmentos, produzidos aquando da ativacdo do sistema, a
recetores do complemento que sdo expressos em inumeras células (3). Sao particularmente
importantes os efeitos do C3a e do C5a, que se comportam como anafilatoxinas e ligam-se a
recetores especificos dos basofilos e MCs tecidulares, desencadeando a libertacao de
mediadores inflamatorios, maioritariamente histamina. A permeabilidade vascular e a
vasodilatacao resultante podem também ser alcancadas pela acdo direta destes fragmentos.
0 C5a tem efeitos mais vastos e intensos que o C3a, particularmente no efeito quimiotatico
exercido sobre os neutroéfilos, sendo também um ativador dos mesmos (2, 3). No que diz
respeito a opsonizacao, o C3b é a principal opsonina do sistema do complemento e se as
células fagociticas experimentarem a ligacao dos seus recetores ao complexo C3b-antigénio, a

fagocitose sera estimulada (3).

3.4. Fagocitose

A fagocitose é um processo dependente de energia que consiste no englobamento de
particulas e microrganismos com diametro superior a 5um. O primeiro passo envolve o
reconhecimento do microbio e, para isso, os fagocitos expressam recetores de

reconhecimento de padrao (PRR) e recetores para opsoninas e anticorpos que revestem os
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patogénios (2). Dos PRR conhecidos, acredita-se que o recetor de manose, que se liga aos
acUcares da superficie dos microrganismos e células envelhecidas, e os recetores scavanger,
com capacidade para se ligar a inUmeros ligandos, inclusive lipopolissacarideos (LPS) das
bactérias Gram-negativas e acidos lipoteicdicos das Gram-positivas, desempenham funcdo
essencial no desencadear da fagocitose. Ja os recetores tipo toll (TLR), também expressos
pelos fagocitos, parecem funcionar como ponte entre a fagocitose e outras funcdes efetoras
da imunidade inata, ndo existindo evidéncia que possam ser promotores da fagocitose (1).
Para o reconhecimento opsénico, os fagocitos servem-se essencialmente do recetores do
complemento 1 e 2 (CR1 e CR2) e dos recetores Fc, que se ligam aos fragmentos do
complemento e a porcao Fc dos anticorpos, respetivamente (1, 2, 3).

Quando o fagocito entra em contacto com o microbio, emite dois pseudopodes que o
envolvem e logo depois se fundem, formando-se um vaclolo designado fagossoma. Apos
deslocar-se para a intimidade do citoplasma, o fagossoma funde-se com as membranas dos
lisossomas e constitui-se assim o fagolisossoma, local onde os mecanismos microbicidas estao
concentrados (1, 2).

O reportorio microbicida dos fagocitos conta com mecanismos independentes do
oxigénio, onde se destacam o papel das enzimas proteoliticas, dos péptidos antimicrobianos e
do oxido nitrico (NO), e com mecanismos dependentes do oxigénio, consequentes da explosio
respiratéria que culmina na producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) altamente

eficazes na destruicao de microrganismos (1, 2, 3).

3.5. A Resposta Inflamatoéria

A inflamacao é o processo que o organismo dispde para localizar, neutralizar ou
eliminar um agente agressor (1). A resposta inflamatoria aguda é de inicio rapido e de curta
duracdo, de poucos minutos a poucos dias, e caracteriza-se pela exsudacao de liquido,
proteinas plasmaticas e um acimulo de leucocitos (23). Quando a reacgao inflamatoria nao é
suficiente para atingir tal objetivo, a sua permanéncia permite o estabelecimento de uma
resposta imunoldgica adaptativa (1).

Os pontos marcantes de uma resposta inflamatéria aguda localizada sao edema,
eritema, calor, dor e perda de funcdao (3). Minutos apds a lesdo tecidular, ocorre
vasodilatacao que resulta num aumento de volume sanguineo na area e consequente eritema
(2, 3). A permeabilidade vascular também aumenta e origina o acimulo de fluidos e
leucocitos no tecido (23). Muitas destas alteracdes vasculares sao devidas aos efeitos
indiretos das anafilatoxinas do complemento, tais como C3a e Cha, que induzem a
desgranulacdo dos basofilos e dos MCs locais com a libertacao de histamina (3).

Poucas horas apds o inicio destas alteracdes vasculares e devido a acdo das
quimiocinas produzidas pelo proprio tecido infetado, os neutrofilos aderem as células
endoteliais e migram para os tecidos, onde realizam a fagocitose dos patogénios invasores e

libertam mediadores pro-inflamatorios (1, 2). Os Mds chegam passadas 5 a 6 horas e,
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aquando da ativacao através dos PRR, libertam interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que amplificam a resposta inflamatoria ao incitar um
aumento da expressao de moléculas de adesdao nas células endoteliais vasculares e um
aumento da producado de quimiocinas (3). Isto resulta num influxo de mais células efetoras,
incluindo linfocitos (1, 3). Em simultaneo, a IL-1 e o TNF-a tém efeitos sistémicos ao atuar no
hipotalamo e nos hepatécitos induzindo, respetivamente, febre e producao de proteinas de
fase aguda. A proteina C reativa (PCR) é o protdtipo das proteinas de fase aguda e os seus
niveis séricos aumentam 1000 vezes durante a resposta inflamatéria aguda (3).

A duracao e a intensidade da inflamacdao devem ser cuidadosamente reguladas para
controlar o dano tecidular e facilitar os mecanismos de reparacao dos tecidos necessarios
para a cicatrizacao. O fator de crescimento tumoral beta (TGF-8) desempenha um papel
importante na limitacao da resposta inflamatéria, além de promover o acimulo e proliferacdo
de fibroblastos, células cruciais para a reparacao apropriada do tecido (3).

A resposta inflamatoria torna-se cronica se existir persisténcia do antigénio. O
acumulo de M®s ativos € o marco da inflamacao croénica. Duas citocinas em particular, o IFN-y
e o TNF-a, desempenham um papel central no desenvolvimento e manutencao da inflamacao
cronica. Um dos efeitos mais notaveis do IFN-y é a sua capacidade em ativar os M®s,
resultando dessa ativacdo o aumento na expressao do complexo major de
histocompatibilidade Il (MHC-11), aumento na producao de citocinas e o aumento da atividade
microbicida (3). O aglomerar de M®s ativados é responsavel por grande parte da lesao
tecidular devido a libertacdo de enzimas hidroliticas, ROS e intermediarios do NO (3, 23).
Também o TNF-a parece contribuir para o desgaste dos tecidos, o que é caracteristico da

inflamacgao cronica (3).

3.6. Nova perspetiva da Imunidade Inata

Durante mais de meio século, considerou-se que o sistema de defesa do ser humano
era exercido por mecanismos imunes inatos e por mecanismos imunes adaptativos. A
imunidade inata reage instantaneamente aquando da invasdo de um patogénio mas era
considerada inespecifica e incapaz de produzir memoria imunologica. Durante a Ultima
década, com a descoberta dos PRR, tais como TLR, recetores de lectina tipo C (CLR) e
recetores tipo NOD (NLR), o dogma da imunidade inata tem vindo a alterar-se, uma vez que
estes recetores permitem o reconhecimento especifico de diversos microrganismos, apesar de
nao ser especifico para a espécie (24).

Numa recente revisao que detalha os argumentos para os efeitos protetores da
memoria inata foi proposto o termo imunidade treinada para refletir a protecdo contra a
reinfecao pelo mesmo ou por diferentes patogénios que ocorre em organismos sem a vertente
adaptativa da imunidade, tais como plantas, invertebrados e mamiferos com falta de células

T e B funcionantes (23, 24). A descoberta de caracteristicas de memoéria em células da
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imunidade inata, tais como NK e mondcitos, foi vista como uma mudanca de paradigma na
imunidade (24).

Diversos estudos demonstraram que as NK oferecem protecao sustentada ao
hospedeiro de uma forma independente de células T e B; ela depende da expressao de
recetores Ly49, que leva ao recrutamento das cinases Syk e SAP70 para a ativacao a longo-
termo das NK contra reinfecoes por herpesvirus, tais como o citomegalovirus (CMV) (24).
Durante a reativacao do CMV em doentes, a expansao das NKG2C* NK, foi demonstrada (26).

No que diz respeito aos mondcitos, o LPS parece induzir diversos tipos de modificacao
epigenética de uma forma estimulo-especifica. Enquanto a maioria dos marcadores
epigenéticos esvanece ao longo do tempo, a metilacao de histonas em H3Kme1 nos chamados
potenciadores latentes, permanece como marcador epigenético ativo e confere memoria
imunologica de longo-termo (27). A imunidade treinada induzida in vivo através de
reprogramacao epigenética resultou em protecao de ratazanas deficientes em células T e B
contra candidiase sistémica letal, sublinhando a importancia terapéutica potencial da
imunidade treinada (28).

Em resumo, estes dados compdem um cenario no qual a imunidade inata exibe
caracteristicas adaptativas, ja que pode ser treinada para providenciar protecao parcial
contra infecoes de uma forma independente da classica resposta imune mediada por células T
e B. Os monocitos e as NK emergem como os principais intermediarios da imunidade treinada
em mamiferos, com a reprogramacao funcional a mediar esses efeitos. Estas descobertas
poderdo ter impacto significativo no tratamento de infecoes refratarias e requerem mais

estudo e consolidacao (24).
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4, Bisfenol A

O Bisfenol A (BPA) (figura 3) é um dos produtos quimicos mais fabricados
mundialmente, estando a sua producao estabelecida em torno das 3 milhdes de toneladas por
ano, com um crescimento esperado de 6-10% na demanda anual (29). Como resultado da sua
producao em massa, um grande nimero de derivados do BPA sao libertados para o ambiente,
contribuindo para um aumento da poluicdo e contaminacdao dos solos e das aguas
subterraneas (30). A temperatura ambiente, o BPA ocorre na forma de cristais brancos ou
incolores de odor suave, apresentando baixa volatilidade e baixa solubilidade aquosa (31,
32). Diversas experiéncias in vivo e in vitro demonstraram que o BPA atua como um disruptor
endocrino (DE) no organismo humano (29). Considerado um xenoestrogénio, o BPA pode ligar-
se a recetores de estrogénio (ER), apesar da sua afinidade para estes ser 1000 a 2000 vezes
inferior que a do 17B8-estradiol (E2) (32).

HsC CH;

HO OH

Figura 3 - Estrutura quimica do Bisfenol A (adaptado de 29).

O processo de manufaturacao do BPA envolve a reacao entre acetona e fenol num
processo continuo e fechado sob determinadas condicbes de temperatura, utilizando um
catalisador acido (31). A substituicao de atomos do BPA em diferentes nimeros e posicoes
resulta na formacdo de compostos analogos, devido a sua estabilidade quimica e térmica,
geralmente possuem as propriedades desejadas para uma variedade de aplicagcées industriais
(33).

O BPA é utilizado na producao de plasticos de policarbonato e resinas epoxidicas que
sdo encontrados em inumeros produtos da nossa vida diaria, incluindo recipientes
alimentares, garrafas de plastico, adesivos, produtos eletronicos, brinquedos, equipamento
de assisténcia médica, compositos e selantes odontologicos, lentes de contacto, cosméticos,
papel impresso e equipamento desportivo (11, 12, 13, 14, 30). A exposicao ao BPA nos
humanos ocorre principalmente através da dieta, uma vez que o calor e o contacto com

compostos acidos ou basicos pode hidrolisar as ligacbes éster que unem os mondmeros do
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BPA, levando ao transvasamento do quimico a partir dos recipientes para os alimentos ou
bebidas (14, 15, 29). A ingestao de agua contaminada em regides fortemente industrializadas
representa outra importante fonte de exposicao (9). O contacto dérmico e a inalacao
constituem vias suplementares de exposicao humana ao BPA (14, 15).

Quando administrado por via oral em humanos, o BPA é extensamente absorvido,
sendo metabolizado primariamente no figado em glucoronideo de BPA, forma inativa na qual
é excretado pelo rim (31). Estima-se que o seu tempo de meia-vida no copo humano seja 5,6
horas (30). Adicionalmente, o BPA possui ampla distribuicao no organismo e pode ser
detetado no sangue, na urina, no fluido amnidtico, no cordao umbilical e na placenta (31).

A preocupacao gerada em torno do BPA esta a aumentar, apoiada em diversos estudos
que reportam um potencial efeito nocivo para a salde humana, inclusive no sistema
imunitario, ndo so6 no individuo exposto como também na sua descendéncia e futuras
geracdes. De facto, algumas medidas ja foram tomadas, nomeadamente em toda a Europa,
onde o BPA foi proibido de constar nas formulas das garrafas de plastico destinadas ao
consumo infantil (9). Assim, o BPA representa um desafio importante para a nossa sociedade
industrializada e merece o escrutinio do seu impacto geral na salde humana, pois trata-se de

um DE ao qual somos expostos continuamente.
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5. Efeitos do Bisfenol A na Dinamica da

Imunidade Inata

0 BPA, sendo um constituinte de diversos produtos de consumo, atraiu as atencoes da
comunidade cientifica devido o seu potencial para a exposicao humana. No entanto, por ser
considerado um xenoestrogénio, tem sido dada mais relevancia aos efeitos do BPA na funcao
reprodutora e sO recentemente se comecou a estudar a sua repercussao no sistema
imunitario. Nesta parte do trabalho, procuram-se apurar os possiveis efeitos do BPA nos
diversos aspetos da imunidade inata, incorporando dados provenientes de varios estudos

realizados.

5.1. Interacdao com Recetores de Estrogénio

A sinalizacao celular estrogénica é mediada através de dois recetores de estrogénio
(ER), o recetor de estrogénio alfa (ERa) e o recetor de estrogénio beta (ERB), ambos
pertencentes a superfamilia dos recetores nucleares de fatores de transcricdo. Assim como
muitos outros membros da familia, os ERs contém dominios distintos evolutivamente
conservados estruturalmente e funcionalmente. O dominio central, de ligacdo ao acido
desoxirribonucleico (DNA), esta envolvido no reconhecimento e ligacao ao DNA, enquanto que
a ligacao ao ligando ocorre no dominio multifuncional localizado no terminal COOH, o dominio
de ligacdo ao ligando (34). Apos interacdo com o ligando, os ERs sofrem alteracoes
conformacionais e ligam-se diretamente a elementos de resposta estrogénica (ERE) ou sao
indiretamente acoplados ao DNA ao formar complexos com outros fatores de transcricao que,
por seu turno, se ligam ao DNA através das suas proprias sequéncias, levando ao inicio da
transcricdo e a modificacdes epigenéticas da cromatina (35).

Os mecanismos mediados por ERs influenciam tanto o desenvolvimento como a funcao
das células do sistema imunitario. O ERa atua diretamente nos progenitores mieloides e
linfoides para promover vias de maturacéo, induzindo mudancas epigenéticas que influenciam
a resposta funcional de células maduras ou, por outro lado, comprometendo as células a uma
diferenciacao especifica. O desenvolvimento de células da imunidade inata é particularmente
suscetivel a mudancas na concentracao do ligando de ERs no hospedeiro, devido ao seu tempo
de vida curto. Adicionalmente, diversas investigacoes mostraram que a producao de
citoquinas pro-inflamatorias € também influenciada pelo ERa em resposta a estimulacdo de
TLRs de M®s e DCs (36).

Sendo um xenoestrogénio, o BPA tem a capacidade de interagir com os ERs e

evidenciar atividade agonista ou antagonista (9, 14). Apesar da sua afinidade pelos ERs ser
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cerca de 1000-2000 vezes inferior a do E2, o BPA pode exercer efeitos dramaticos por esta via
9).

No estudo realizado por Kim e Jeong, administrou-se diferentes doses de BPA,
associadas ou nao a LPS, para determinar os seus efeitos na producao de NO por M®s isolados
de ratinhos. Apesar de nao ter afetado a génese de NO quando administrado isoladamente, o
BPA mostrou-se capaz de diminuir a producao de NO induzida por LPS em todas as
concentracoes utilizadas (1, 10 e 50 pM), sendo o efeito dose-dependente. Com o intuito de
avaliar se os efeitos supressores do BPA na producdao de NO induzida por LPS poderiam ser
mediados por ERs, utilizou-se o anti-estrogénio puro 1CI182.780. Verificou-se que os efeitos
atividade supressora do BPA (37).

Guo e os seus colaboradores investigaram o efeito do BPA, em combinacao com o
TNF-a, na inducao de DCs humanas, com o propdsito de determinar se o BPA poderia modular
diretamente a funcao das DCs da mesma forma que o estrogénio. A producao e libertacao de
quimiocinas € um importante atributo das DCs maduras, razao pela qual os investigadores
analisaram o seu perfil apds o tratamento com 0.1 uM de BPA por 24 horas, na presenca de 20
ng/ml de TNF-a. Verificou-se uma ampliacao significativa na expressao de acido ribonucleico
mensageiro (mMRNA) CCL1 apo6s a administracdo do BPA, que se mostrou maior e mais
continuada no tempo quando comparada com o aumento gerado apenas pelo TNF-a. A
utilizacao de 0.1 pM de E2 reproduziu os mesmos efeitos obtidos com o BPA. Na auséncia de
TNF-a, o BPA e o E2 nao produziram resultados significativos na producao de quimiocinas. A
adicdo do antagonista estrogénico ICI182.780 ao tratamento com BPA ou E2 aboliu
completamente a acdo estimuladora de ambos na producao de CCL1. Estes resultados indicam
que o aumento na producao de CCL1 induzida pelo BPA é consequéncia de uma atividade
semelhante a do estrogénio em DCs estimuladas por TNF-a. A afinidade do BPA para os ERs é
1000-2000 vezes menor que a do E2, indicando que o BPA pode ativar estes recetores apenas
em doses mais altas. No entanto, o BPA exerceu o mesmo efeito que o E2 na mesma dose
utilizada (0.1 pM), no que diz respeito a producao de CCL1 por DCs estimuladas com TNF-a. O
mecanismo preciso pelo qual a exposicao ao BPA resultou num efeito de igual extensao ao
observado com a exposicao ao E2 nao € conhecido, mas é concebivel que o BPA se ligue de
forma diferente dentro do dominio de ligacdo ao ligando dos ERs e recrute cofatores distintos
(38).

Com base nestes estudos, podemos afirmar que os efeitos do BPA no sistema imune
podem ser mediados através dos ERs, atuando nestes como agonista ou antagonista
estrogénico. Adicionalmente, podemos concluir que a afinidade do BPA para com os ERs nao
esta diretamente relacionada com a sua atividade bioldgica. Assim, ao pensarmos nos
possiveis efeitos do BPA, é interessante termos em consideracao a vasta gama de acao dos ER
na imunidade, uma vez que virtualmente todas as células deste sistema expressam pelo

menos um subtipo destes recetores e estdo suscetiveis a modulacao pelo BPA.
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5.2. Proliferacao, Diferenciacdo e Migracao de Células da
Imunidade Inata

Sob condicoes de hemostase, a maioria das células estaminais hematopoiéticas (HSC)
permanece quiescente. Todavia, conforme as necessidades do organismo, as HSCs exibem
grande capacidade de proliferacao e podem diferenciar-se e comprometer-se a uma linhagem
sanguinea especifica (3). A diferenciacdo e maturacdo subsequentes diferem entre os tipos
celulares e normalmente implicam a expressdao de novas proteinas, a sintese e libertacao de
novos fatores e a obtencao de novas capacidades efetoras, até se alcancar o fenotipo adulto.

Numa investigacao conduzida por Pisapia e colaboradores, foram estudados os efeitos
do BPA na diferenciacao de células dendriticas da medula 6ssea (BMDC) de ratinhos. As BMDCs
foram isoladas do fémur e da tibia de ratinhos fémea com 8-12 semanas de vida, sendo
posteriormente expostas ao BPA (107, 10¢ e 10> M) na presenca de 200 U/ml de fator
estimulador de coldnias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF). Apos 8 dias, o fenotipo das
DCs foi avaliado utilizando-se o marcador CD11c, tipico de DCs maduras. Observou-se que 107
M de BPA induziram a diferenciacao de 91% das DCs para CD11c*, enquanto no grupo de
controlo o valor observado foi de 49%. Nos grupos expostos a 10 e 107 M de BPA, a
diferenciacao das células ficou-se pelos 70 e 62%, respetivamente. Estes resultados parecem
indicar que o BPA induz a diferenciacao de DCs e que mantem essa capacidade mesmo em
doses baixas (39). As vias pelas quais o BPA exerce este efeito necessitam ser elucidadas.
Contudo, é sabido que a inducdo da diferenciacdo de DCs pode ter efeitos adversos,
sensibilizando as funcdes do sistema imune e/ou estimulando a proliferacao inadequada de
linfocitos.

No estudo realizado por Watanabe et al., promielocitos HL-60 foram induzidos a
diferenciarem-se em células neutrofilicas na presenca de 1,25% sulfoxido de dimetilo, 25
ng/ml de fator estimulador de colénias de granulécitos (G-CSF) e BPA em diferentes
concentragbes. Apds 6 dias de cultura, a capacidade de producao de superoxido, uma das
mais importantes funcdes dos neutrofilos, foi determinada. Em concentracdes baixas (0.1 - 10
nM), o BPA aumentou significativamente a producao de superoxido, com valores 20-30%
superiores aos do grupo controlo; concentracdoes mais elevadas (1 - 10 pM) de BPA nao
produziram qualquer efeito estimulador. A expressao de CD18, um marcador tipico da
diferenciacao dos granulocitos, foi também investigada e verificou-se que na concentracao de
1 nM o BPA foi capaz de a aumentar em 20%, comparativamente com o grupo controlo. Nao
foram observaveis efeitos dose-dependentes quer na expressao de CD18 quer na producao de
superoxido. Por fim, os investigadores produziram um vetor luciferase para avaliar a atividade
do fator de transcricao PU.1, conhecido por estar envolvido especificamente na diferenciacao
de granulécitos, e introduziram-no nas células HL-60. Repetindo as condicdes iniciais, o BPA
na concentracdo de 1 nM mostrou-se capaz de aumentar a atividade da luciferase em 60%,
indicando claramente um efeito promotor na atividade do fator de transcricao PU.1. Os

resultados deste estudo sugerem que o BPA possa exercer um efeito intensificador na
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maturacao neutrofilica de leucdcitos através da ativacao do fator de transcricao PU.1 por
uma via independente dos ERs, pois o tamoxifeno nao suprimiu os resultados obtidos com o
BPA (40).

A migracao, descrita como movimentacao constante dos componentes celulares
imunes entre o sangue e os tecidos, € uma propriedade Unica e distinta do sistema imunitario.
Trata-se de um processo complexo e altamente regulado que permite as células executarem
as suas funcdes onde realmente sao necessarias (2).

Sugita-Konishi e os seus colaboradores examinaram o efeito do BPA nos mecanismos
de defesa inata de ratos contra Escherichia coli (E. coli) K-12. O BPA (5mg/kg) foi dissolvido
em oleo de milho e administrado no dorso de ratinhos por via subcutanea (0.1ml) durante 5
dias consecutivos; passados 3 dias da ultima dose de tratamento, os ratinhos foram injetados
pela via intra-peritoneal com 1.0 x 108 E. coli K-12. O grupo controlo foi tratado com doses
equivalentes de o6leo de milho. Numa primeira analise, os investigadores determinaram o
efeito do BPA no perfil das células imunes no baco, realizando medicées no Gltimo dia de
tratamento com BPA e no primeiro dia de exposicao a E. coli. Verificou-se uma diminuicao no
numero total de M®s no baco em ambas as medicdes, quando comparado com o grupo
controlo. Os resultados sugerem que o BPA causou uma reducdo na populacdo de células
imunocompetentes e que esse efeito teve continuidade ap6s a cessacdo do tratamento.
Adicionalmente, a acumulacdo de neutréfilos e M®s no sitio de infecdo foi analisada. A
tendéncia foi a mesma para os neutrofilos em ambos os grupos, com um aumento marcado
nesta populacdo 6 horas apos a infecdo; no entanto, verificou-se um nimero maior de
neutrofilos acumulados no grupo tratado com BPA. No que diz respeito aos M®s, a populacao
no grupo exposto ao BPA encontrava-se diminuida em relacdo ao controlo. Estes resultados
demonstram que o tratamento com BPA promoveu a acumulacdo de neutrofilos na cavidade
peritoneal e suprimiu a migracao de M®s para o local de infecao (41).

Os estudos anteriormente referidos apontam para uma possivel interacao do BPA na
proliferacao, na diferenciacdo e na migracao de leucocitos, mesmo quando utilizado em

concentracdes consideradas baixas.

5.3. Apoptose

A apoptose € uma via de morte celular programada que ocorre em inUmeras situacoes
fisiologicas e patologicas, na qual as células ativam enzimas que degradam o seu DNA e as
suas proteinas nucleares e citoplasmaticas (23). Na imunidade, a apoptose exerce um papel
fundamental no desenvolvimento e modulacdao das células efetoras, mais compreendido e
estudado na vertente adaptativa, particularmente na diferenciacao e selecao de linfocitos T
no timo. Adicionalmente, a apoptose funciona como um mecanismo efetor da imunidade
contra células infetadas, neoplasicas ou estranhas, podendo ser induzida por moléculas e

proteinas sollveis ou células efetoras (42).
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A apoptose resulta da ativacao de caspases, que depende de um balanco estritamente
ajustado entre proteinas pro e anti-apoptoticas. Duas vias distintas culminam na ativacao das
caspases: a via mitocondrial ou intrinseca e a via do recetor de morte ou extrinseca. Embora
estas vias se possam intercetar, elas geralmente sao ativadas sob diferentes condicoes,
envolvem diferentes moléculas e servem diferentes propositos fisiopatologicos (23).

As caspases sao cisteina proteases sintetizadas na forma de zimogénios inativos que
necessitam submeter-se a um processamento autocatalitico ou serem clivados por caspases
ativas para adquirirem maturacao (43). Apds inducao da apoptose, as caspases-8 e/ou -9
(caspases iniciadoras) processam proteoliticamente as caspases-3, -6 e -7 (caspases efetoras)
que, por seu turno, clivam diversos alvos nucleares e do citoesqueleto, levando a
fragmentacao da célula (23, 43).

A ativacao dos recetores de morte, nomeadamente o recetor Fas e o recetor 1 do
fator de necrose tumoral (TNFR1), desencadeia a via extrinseca da apoptose (23). Apds
ligacdo ao ligando, os recetores sofrem mudancas conformacionais e unem-se a proteinas
adaptadoras intracelulares que, por seu turno, ligam-se a caspases iniciadoras
(maioritariamente a caspase-8) e formam o complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC).
A cascata de morte prossegue com a clivagem das caspases efetoras (43).

A via intrinseca depende da libertacdo de proteinas mitocondriais para o citoplasma,
que ocorre em resposta a diversos estimulos, tais como radiacdo, stress oxidativo e
fragmentacdo do DNA. O citocromo C é uma proteina envolvida na cadeia de transporte de
eletroes da mitocondria; uma vez no citoplasma, exerce uma fungdo chave na inducédo da
apoptose, ao ligar-se a Apaf-1 para formar o apoptossoma. A procaspase-9 é de seguida
recrutada para o complexo, onde se torna ativa e cliva as caspases efetoras (43). A regulacao
desta via depende da permeabilidade da membrana da mitocondria, que é controlada por um
conjunto de proteinas pertencentes a familia Bcl-2. Dentro da familia Bcl-2 existem proteinas
pro-apoptoticas, entre as quais a Bax e a Bak que se inserem na membrana mitocondrial e
formam poros que permitem a passagem do citocromo C para o citoplasma, e proteinas anti-
apoptoticas, das quais se destacam a Bcl-2 e a Bcl-xL que antagonizam os efeitos da Bax e da
Bak (23).

No que diz respeito a inflamacao, pouco se sabe acerca das vias exatas que levam a
sua resolucdo, que, em condicdes normais, acontece sem lesao tecidual marcada. Um pré-
requisito a cessacao da inflamacao é a remocédo dos neutréfilos acumulados nas fases inicias
da mesma, algo que parece acontecer in situ. Com o passar do tempo, um nUmero crescente
de neutrofilos sadios experimenta mudancas morfologicas e expressa um padrdao de
fragmentacao da cromatina indicativo de morte programada, podendo assim ser reconhecidos
e fagocitados por M®s (44). Assim, a apoptose parece também influenciar a extensao da
resposta inflamatéria estabelecida pela imunidade inata.

No estudo realizado por Li e os seus colaboradores, o bisfenol-A-glicidil-metacrilato
(BisGMA), um analogo do BPA, foi utilizado em diferentes concentracdes (0 - controlo, 0.1,

0.3, 1 e 3 ymol/L) para descriminar o seu efeito em M®s, nhomeadamente na atividade das
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caspases € no tipo de morte impingido. Apos exposicdo ao BisGMA, a populacao de células em
apoptose inicial encontrou-se aumentada, oscilando de 0.06% no grupo de controlo para
0.98%, 1.24% e 5.26% nos grupos tratados respetivamente com 0.3, 1 e 3 pmol/L de BisGMA. A
populacdo de M®s em apoptose tardia também se mostrou aumentada em resposta ao
tratamento, passando de 0.02% no grupo controlo para 1.39% e 4.89% nos grupos tratados com
1 e 3 pymol/L de BisGMA, respetivamente. Verificou-se ainda uma inducao na atividade das
caspases, expressa em unidades relativas de fluorescéncia (RFU), ap6s a exposicao ao BisGMA,
sendo o efeito dose-dependente. A atividade da caspase-3, avaliada em 119 RFU no grupo
controlo, mostrou-se aumentada nos grupos tratados com 0.1-3 pmol/L de BisGMA, oscilando
entre 274 e 537 RFU. A caspase-8 também exibiu maior atividade, passando de 239 RFU no
grupo de controlo para 372 e 426 RFU nos grupos tratados com 1 e 3 uymol/L de BisGMA,
respetivamente. A caspase-9 sofreu estimulacao semelhante, verificando-se valores entre 184
e 259 RFU na populacao de células tratada com 0.1-3 pmol/L de BisGMA, em contraste com as
110 RFU apuradas no grupo de controlo. Finalmente, confirmou-se os resultados obtidos por
Western blot; o BisGMA diminuiu a expressao de procaspase-3, -8, e -9 e aumentou a
expressao de caspase-3, -8 e -9 clivadas, de uma forma dose-dependente (45). Estes achados
indicam que o BisGMA pode induzir apoptose em M®s e que a via pela qual exerce esse efeito
€ através da estimulacao da atividade das caspases, podendo causar cito e genotoxicidade por
este mecanismo.

Numa outra investigacdo, Kim et al. testaram as influéncias de diversos DEs nas
respostas imunes de M®s isolados de ratinhos. O BPA foi adicionado as células, previamente
estimuladas com LPS por 12 ou 18 horas, nas concentracdes de 20 e 200 pM. O grupo controlo
foi tratado apenas com LPS. Posteriormente, as células foram coradas com Anexina V e lodeto
de Proideo (Pl) e sujeitas a citometria de fluxo. Verificou-se que a maioria das células
tratadas com 20 pM de BPA em combinacao com o LPS era negativa para a Anexina V e PI,
resultado comparavel ao das células do grupo de controlo. No entanto, mais de 30% das
células tratadas com 200 pM de BPA mostraram-se Anexina V* / Pl', fenotipo associado a
apoptose (46).

Assim, a inducdo da apoptose apos exposicao ao BPA constitui uma das possiveis vias

pela qual este composto atua no organismo, afetando a qualidade das respostas imunitarias.

5.4. Sintese de Oxido Nitrico

O NO é um radical livre inorganico gasoso que se difunde livremente das células que o
produzem para o local de acdo (47). A importancia do NO no funcionamento biologico €
evidente a partir dos inimeros processos fisiologicos que sao regulados por esta molécula.
Além do seu papel na regulacao do relaxamento do musculo liso e da pressao arterial, o NO
esta envolvido em muitas outras funcées do organismo, incluindo na imunidade inata. Trés
isoformas da enzima o6xido nitrico sintase (NOS) sao conhecidas e sao codificadas por genes

especificos. A NOS2 é uma isoforma induzivel que foi originalmente identificada em M®s e é
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referida como oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (48). A expressao de iNOS é regulada por
citocinas e determinada principalmente pela sintese de novo de mRNA iNOS em resposta a
estimulos especificos, contrastando com as restantes isoformas que existem nas células como
proteinas preformadas e cuja atividade é estimulada pela elevacao de calcio intracelular e a
ligacdo da calmodulina (47, 49). Na presenca dos cofatores essenciais a reacdo, de entre os
quais se destaca o oxigénio molecular, as NOS convertem L-arginina em NO e L-citrulina numa
proporcao estequiométrica de 1:1 (48).

A producao de NO é uma caracteristica das células do sistema imunitario, tais como
CDs, NKs, MCs e fagocitos (49). O NO é um mediador chave na imunidade inata,
particularmente na resposta inflamatdria, onde participa na vasodilatacdo, na adesao dos
neutrofilos, na producdo de citocinas e na morte de microrganismos fagocitados (47, 48). A
toxicidade do NO para o invasor patogénico esta relacionada, pelo menos em parte, a sua
capacidade de inibir a ribonucleotideo redutase e interferir com a sintese do DNA. Apesar do
seu poder toxico natural, a reatividade do NO leva a formacao de outros intermediarios com
maior toxicidade, destacando-se novamente o papel do oxigénio nestas reacoes (48).

Kim e Jeong estudaram os efeitos do BPA na producdo de NO e nos niveis de mRNA
iNOS em M®s peritoneais e M®s RAW 264.7 isolados de ratinhos. Para isso, separaram as
células em cultura e adicionaram doses distintas de BPA, associado ou nao a LPS (conhecido
estimulador da producdo de NO e de mRNA iNOS em M®ds), e colheram os dados apo6s 24 horas
de incubacao. O tratamento apenas com 50 pM de BPA nao mostrou ter qualquer efeito nao
producao de NO. No entanto, verificou-se um decréscimo na producdo de NO induzida por 0,5
pg/ml de LPS nos grupos tratados com 1, 10 e 50 yM de BPA, de uma foram dose-dependente.
Verificaram-se ainda os mesmos resultados para a producao de mRNA iNOS induzida por LPS,
que se mostrou diminuida nos grupos tratados com BPA (37). O mecanismo exato pelo qual o
BPA suprimiu a expressao tanto de NO como de mRNA iNOS nao é conhecido, mas os autores
sugerem que possa envolver uma interacao direta entre os ERs e o fator nuclear Kappa B (NF-
KB).

Num outro estudo, Byun e os seus colaboradores, dissolveram BPA em dleo de milho e
administraram a ratinhos por via oral, durante 5 dias consecutivos num periodo de 4 semanas,
nas doses de 100, 500 e 1000 mg/kg/dia. O grupo controlo foi tratado com doses semelhantes
de o6leo de milho. Apos extracao do fluido peritoneal e isolamento dos M®s, adicionaram 1
pg/ml de LPS e incubaram durante 4 dias, apds os quais mediram os niveis de NO. Para todas
as doses de BPA administradas, a producao de NO pelos M®s peritoneais encontrou-se
diminuida, com a deplecdo a ser mais significativa no grupo que foi sujeito a dose de 500
mg/kg/dia. Para avaliar os efeitos in vitro do BPA, os M®s peritoneais isolados de ratinhos do
grupo de controlo, estimulados com 1 pg/ml de LPS, foram expostos a doses de 1, 10 e 100 pM
de BPA durante 4 dias, ap6s os quais verificou-se uma diminuicdo na quantidade de NO
produzida (27.3, 39.2 e 54.1%, respetivamente, em comparacao com a cultura controlo sem
adicao de BPA) (50).

25



Efeitos do Disruptor Enddcrino Bisfenol A na Imunidade Inata 2015

Por seu lado, Hong et al. conduziram uma experiéncia para investigar os possiveis
efeitos de diversos DEs na producao de NO por M®s de ratinhos, in vitro e ex vivo, em
resposta a endotoxina bacteriana LPS. No ensaio in vitro, os M®s foram expostos a 10 pug/ml
de diversos DEs, incluindo o BPA, e posteriormente estimulados com 10 ng/ml de LPS, sendo
os niveis de NO avaliados 24 horas depois. A producdo de NO induzida por LPS nas células
tratadas com BPA mostrou-se ligeiramente aumentada (9.1 + 2.9%) em comparacao com o
grupo controlo, nao exposto a qualquer DE. No ensaio ex vivo, os ratinhos foram injetados por
via subcutanea com 1mg de DE, sendo os M®s extraidos 1 dia depois e estimulados com 1 ou
10 ng/ml de LPS e 1000 U/ml IFN-y durante 20 horas adicionais. Os niveis de NO nos M®s
tratados com BPA, apesar de ligeiramente aumentados (5.5 + 21.9% para 1 ng/ml de LPS e 1.6
+ 7.7% para 10 ng/ml de LPS), nao diferiram significativamente dos do grupo de controlo (51).

No seu conjunto, os resultados dos diferentes estudos mostram que o efeito do BPA na
ativacao de M®s induzidos por LPS e, consequentemente, na producao de NO, varia de acordo
com o tipo de ensaio realizado e concentracao de BPA utilizada. Apesar da superproducao de
NO ser prejudicial para o organismo devido aos seus efeitos citotoxicos, a subproducao de NO
também pode provocar efeitos deletérios, uma vez que este mediador tem um papel
fundamental nos mecanismos de defesa inata, nomeadamente na eliminacdo de bactérias.
Assim, ao interferir na producao de NO, o BPA parece ter o potencial de alterar a qualidade
da resposta imune do hospedeiro em resposta a estimulos bacterianos. Os mecanismos pelos

quais o BPA exerce os seus efeitos necessitam ainda ser clarificados.

5.5. Fagocitose

No estudo supracitado realizado por Sugita-Konishi e seus colaboradores, examinou-se
o efeito do BPA nos mecanismos de defesa inata de ratinhos BALB/c contra E. coli K-12. O
BPA, utilizado numa dose de 5mg/kg, mostrou reduzir a populacdo de células
imunocompetentes, favorecendo a acumulacdo de neutrofilos e suprimindo a migracao de
M®s para o local de infecdo. Ainda no mesmo estudo, a eliminacao da E. coli da cavidade
peritoneal e do baco foi quantificada. Os resultados mostram que o numero de bactérias na
cavidade apos 24 horas de infecdo encontrava-se reduzido a 5.0 x 103 células por ratinho no
grupo controlo, em contraste com as 5.0 x 10* células por ratinho encontradas no grupo
tratado com BPA. O nimero de bactérias que migraram desde a cavidade peritoneal para o
baco era de 5 x 10% células por ratinho no grupo controlo e de 5 x 10* células por ratinho no
grupo sujeito a exposicao ao BPA. Estes achados sugerem que o tratamento com BPA reduziu
a atividade de depuracado bacteriana na cavidade peritoneal e no baco. Como os neutrofilos
desempenham um papel importante na fagocitose e consequente morte das bactérias em
fases iniciais da infecao, seria de supor que o BPA aumentasse a depuracao de E. coli na
cavidade peritoneal; na verdade, verificou-se uma reducao da mesma no grupo tratado com

BPA. Finalmente, os efeitos do BPA na fagocitose de bactérias por neutrofilos foram avaliados
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in vitro. Verificou-se que os neutrofilos do grupo controlo fagocitaram 30% das bactérias
ligadas, enquanto os neutrofilos do grupo tratado com BPA fagocitaram apenas 5% (41).

Os resultados deste estudo indicam que o BPA possui imunotoxicidade, exercendo-a,
pelo menos em parte, enfraquecendo a atividade fagocitica de neutréfilos. Os mecanismos e

vias especificas pelos quais o BPA atua na fagocitose permanecem por ser elucidados.

5.6. Producao e Libertacao de Citocinas

As citocinas regulam a intensidade e a duracao da resposta imune, estimulando ou
inibindo a ativacdo, proliferacdo e/ou diferenciacao de células, regulando a secrecao de
outras citocinas ou anticorpos e, em alguns casos, induzindo apoptose nas células-alvo.
Adicionalmente, as citocinas podem modular a expressao de varios recetores celulares
especificos para quimiocinas, outras citocinas ou mesmo para elas proprias, podendo assim
influenciar a atividade de inimeras células envolvidas na resposta imunitaria mesmo quando
segregadas por um numero infimo de células efetoras (3).

Num estudo recente, foi estudado o efeito do BPA na expressao de citocinas por MOs
THP1 humanos. As concentracoes de BPA utilizadas variaram entre 0 (controlo) e 0.1uM,
tendo sido administradas durante 24h. Verificou-se um aumento significativo na secrecao e
nos niveis de mRNA das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 apos tratamento com 0.01 e
0.1yM BPA. Em contraste, a expressao da citocina anti-inflamatoria TGF-B mostrou-se
reduzida apo6s administracao das referidas doses. Por fim, o tratamento com 0.01uM de BPA
nao produziu efeitos significativos na expressao de interleucina-10 (IL-10); no entanto, na
concentracao de 0.1pM, o BPA mostrou-se capaz de reduzir significativamente os seus niveis
basais, comparativamente ao controlo. As vias subjacentes envolvidas nesta acao do BPA
aparentam envolver os ERs e o fator de transcricdo NF-kB, visto que a adicao de ICI182.780,
antagonista dos ERs, ou de PDTC, inibidor relativamente especifico da ativacdo do NF-kB,
mostrou diminuir os niveis de TNF-a e IL-6 e aumentar os niveis de TGF-B e IL-10 (52).

Noutro estudo, demonstrou-se que a administracao de BisGMA induziu a expressao de
IL-6 e IL-18 em M®s RAW264.7 de uma forma tempo e dose-dependente. Na incubacao com
3uM de BisGMA por 0, 60 e 120 minutos, os niveis observados foram de 581.49, 817.39 e
1476.50 pg/ml para a IL6 e de 185.06, 323.06 e 654.13 pg/ml para a IL-1B, respetivamente. A
administracao de 0, 1 e 3 pM de BisGMA por 120 minutos revelou valores de 611.50, 1449.38 e
1430.15 pg/ml para a IL-6 e de 177.62, 634.19 e 724.67 pg/ml para a IL-1B, respetivamente
(53).

Na investigacao levada a cabo por Holladay et al. administrou-se 1mg/kg/dia de BPA
via injecao intra-peritoneal a ratinhos fémea prenhas, desde o dia 9.5 de gestacao até ao fim
da lactacao, e avaliou-se a producao de citocinas pelas crias machos as 20 semanas de idade.
Verificou-se uma estimulacao generalizada na producao de citocinas apos a exposicao ao BPA,
pois 16 das 21 citocinas avaliadas encontravam-se aumentadas no soro (ver Anexo | - Niveis de

citocinas e quimiocinas no soro apds exposicdo perinatal ao BPA) (14).
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Com base nos resultados destes estudos pode-se concluir que o BPA afeta a producao
e a secrecao das citocinas mesmo em concentracdes consideradas baixas e encontradas no
meio ambiente. Os dados obtidos sugerem ainda que o BPA tenha uma funcdo pro-
inflamatodria no organismo. As vias pelas quais o BPA altera a expressao das citocinas ainda
nao estao definidas, apesar de existir evidéncia para o envolvimento dos ERs e do NF-kB na

sua acao.

5.7. Inflamacgao

Num estudo realizado por Roy e os seus colaboradores, tentou-se determinar se a
exposicdo materna ao BPA influencia a funcdo a longo prazo do sistema imunoldgico da
descendéncia utilizando um modelo de infecdo do trato respiratorio inferior por virus
Influenza A em ratos. Administrou-se 50ug de BPA/kg de peso corporal/dia por via oral a ratos
fémea prenhas desde o primeiro dia de gestacao até ao 21° dia pds-natal. O grupo controlo
recebeu doses equivalentes de 6leo de amendoim. Ao 21° dia pos-natal, todas as crias foram
desmamadas e agrupadas consoante o sexo até as 6-8 semanas de idade, altura em que foram
infetadas por via intranasal com o virus Influenza A. Verificou-se que o BPA ndo causou
diferencas significativas no peso corporal, na sobrevivéncia neonatal, no tamanho nem no
racio macho-fémea das crias, quando comparado com o grupo controlo. Do mesmo modo, a
mortalidade e a depuracdo do virus do pulmao ndo se mostraram afetadas no grupo exposto
ao BPA. Por fim, examinou-se a inflamacao e os niveis de expressao de genes de quimiocinas
e citocinas nos tecidos pulmonares infetados. Verificou-se que as crias expostas ao BPA
apresentavam o mesmo grau de inflamacdo broncopulmonar que aquele exibido pelo grupo
controlo nas fases iniciais da infecao. No entanto, o grau de inflamacao pulmonar ao 7° dia de
infecdo mostrou-se significativamente diminuido no grupo exposto ao BPA, retornando a
extensdo equivalente a do grupo controlo pelo 10° dia de infecdo. Acompanhando estes
achados, verificou-se ainda um padrao geral de expressao reduzida de genes para o TNF-q,
INF-y, iNOS, e para as quimiocinas CCL5, CXCL10 e CCL2 nos pulmdes dos ratos expostos ao
BPA durante o seu desenvolvimento (13).

Os dados referidos anteriormente sugerem que a exposicao in utero e durante a
lactacdo a doses baixas de BPA nao afeta adversamente a resisténcia do hospedeiro a infecao
primaria por virus Influenza A. Contudo, a mesma exposicao pode diminuir transientemente
certos aspetos da resposta inflamatoéria a infecdo, ficando por esclarecer se este efeito
resulta de uma acao direta do BPA nas HSC durante o periodo pré-natal ou de uma acao
indireta através de mecanismos de disrupcao endoécrina. Apesar da eliminacdo do virus nao
ter sido afetada, a diminuicao da inflamacao causada pela exposicao ao BPA pode mostrar-se
devastadora num cenario onde a resposta inflamatdria é critica para a eliminacdao do
patogénio, nomeadamente em certas infecdes bacterianas.

Apesar da resposta imunitaria variar de acordo com o patogénio invasor, o efeito

exercido pelo BPA na reducao da inflamacao nao deixa de ser surpreendente, visto que, como
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referido anteriormente, parece haver uma propensao do BPA em estimular a producao e

libertacao de citocinas pro-inflamatorias em detrimento de mediadores anti-inflamatorios.
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6. Implicacées da Acao do Bisfenol A no

Contexto de Suscetibilidade a Doenca

O BPA tem sido alvo de inUmeros estudos com vista a descoberta e compreensao dos
seus efeitos na salde dos seres humanos, dada a sua capacidade de atuar como um DE e
influenciar o normal funcionamento do organismo, mais concretamente do sistema
imunitario, onde o seu papel ainda esta longe de ser conhecido na totalidade. Contudo, o
resultado do esforco desenvolvido pela comunidade cientifica permitiu formular algumas
teorias que correlacionam a exposicao ao BPA e o possivel aumento da suscetibilidade a
doenca.

A asma é caracterizada por uma resposta imunitaria mediada por células TH, contra
alergénios ambientais comuns, resultando na inflamacao e hiperreatividade das vias aéreas
(12). Donohue et al. verificaram uma associacao positiva entre as concentracées urinarias de
BPA no periodo pos-natal de criancas do centro da cidade e a ocorréncia de sibilos aos 5 e 6
anos de idade (54). Os MCs parecem ter um papel fundamental no desenvolvimento da asma,
pois sdo capazes de iniciar uma resposta inflamatéria aguda e libertar histamina e
leucotrienos, que por sua vez causam broncoconstricdo, secrecao de muco e edema. Num
estudo conduzido por O’Brien e os seus colaboradores concluiu-se que o tratamento de MCs
com BPA nas concentracoes de 1, 10 e 100 nM induziu um aumento na libertacao de histamina
e leucotrienos (55). Adicionalmente, a capacidade demonstrada pelo BPA em estimular a
diferenciacdo de células envolvidas na resposta imune pode causar uma ativacdo escusada e
in(til do sistema imunitario na auséncia de condicdes patologicas e/ou motivar a polarizacao
inadequada de linfocitos T, promovendo reagdes alérgicas (39). Por tudo isto e considerando
apenas os seus efeitos nos mecanismos da imunidade inata, € plausivel que o BPA atue como
promotor no desenvolvimento da asma e de outras doencas inflamatorias, dependendo da
concentracao e do timing de exposicao. No entanto, nao existem dados que indiquem uma
correlacao direta entre a exposicdo ao BPA e o aparecimento de asma, sendo necessarios
estudos adicionais.

As doencas infeciosas permanecem entre as principais causas de morbimortalidade em
todo o mundo. Evidéncias recentes sugerem que a exposicdo humana a quimicos do nosso
ambiente diario representa uma fracao negligenciada para as diferencas observadas na
capacidade do hospedeiro em resistir a infecdes (13). A imunidade inata € essencial nas fases
iniciais da defesa contra patogénios invasores, especialmente contra bactérias, e se os seus
mecanismos ndo funcionarem em pleno, a suscetibilidade a infecdo aumenta (41). O BPA
mostrou ter efeito em diversos aspetos chave da defesa inata, nomeadamente na producao de
citocinas, na inflamacao e na fagocitose de microrganismos. Parece existir uma predilecao do

BPA para a estimulacdo de citocinas pro-inflamatorias, nomeadamente TNF-a e IL-6, e a
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inibicdo de citocinas anti-inflamatorias, o que pode ter consequéncias ndo sé na obtencao
como também na severidade de uma doenca infeciosa. Ao interferir na producao de NO e na
atividade fagocitica de neutrdfilos e Mds, a exposicdo ao BPA pode diminuir a depuracéo e a
morte de microrganismos, pondo em causa a efetividade da resposta imunitaria e predispondo
a infecao.

Apesar de nao existirem estudos que vinculem o BPA ao aparecimento de doencas
autoimunes, o potencial parece ser elevado, dadas as influéncias fisioldgicas do BPA e os
modelos imunolégicos correntes em relacao a perda de auto-tolerancia e autoimunidade. A
atividade estrogénica, a proliferacdo de DCs, a apoptose de células efetoras, a secrecao de
citocinas e a producao de NO estdo envolvidas na patogénese da autoimunidade (15). Visto
que o BPA mostrou ter a capacidade de atuar em todas as caracteristicas anteriores, &
admissivel vaticinar uma possivel acdo gatilho deste DE nas doencas autoimunes.

Assim, ao considerarmos apenas os efeitos na imunidade inata, a exposicao humana
ao BPA pode aumentar a suscetibilidade a diversas doencas, principalmente do foro
inflamatorio, infecioso e autoimune. Apesar de serem necessarios mais estudos, é sensato
concentrar esforcos com vista a minimizacdo da exposicdo ao BPA e outros DEs

principalmente em periodos criticos do desenvolvimento humano.
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7. Conclusao

Os dados revistos neste trabalho permitem concluir que o BPA pode afetar os
mecanismos de defesa da imunidade inata e, dessa forma, aumentar significativamente a
suscetibilidade a doenca infeciosa, inflamatdria e autoimune.

Ha evidéncias significativas que demonstram os efeitos adversos nos varios aspetos da
imunidade inata provocados pelo BPA (Figura 4), nomeadamente através da atuacao como
agonista estrogénico nos ERs, promocdo da diferenciacao de células efetoras, inducdo da
apoptose, alteracao da producao de NO, modulacao dos padroes de libertacao das citocinas e
reducao da atividade fagocitica.

Os estudos em animais sugerem que a exposicdo ao BPA esta associada a alteracoes na
qualidade da resposta imunitaria. Através de uma atividade estrogénica envolvendo o fator de
transcricdo NF-kB, o BPA provoca uma diminuicdo na producdo de NO aquando do estimulo
patogénico e estimula a libertacdo de citocinas proé-inflamatorias. Atuando por vias ainda
desconhecidas, o BPA promove a diferenciacdo de DCs e neutrofilos, inibe a migracdo de M®s,
diminui a fagocitose de microrganismos e induz a atividade das caspases efetoras da
apoptose, perpetuando um estado de imunossupressao. Sendo um xenoestrogénio, o potencial
do BPA para interferir com outros aspetos da imunidade inata é enorme, uma vez que
virtualmente todas as células que a constituem expressam ERs e estao suscetiveis a sua acao.
Contudo, sdo necessarios mais estudos, inclusive em humanos, para se determinar com maior
precisao se os efeitos observados com modelos animais se comprovam e se verificam na
mesma extensao nos humanos.

Algumas das controvérsias encontradas nos estudos analisados neste trabalho
justificam-se com as diferentes metodologias adotadas, os tempos de exposicao variados e as
distintas concentracoes de BPA utilizadas, que muitas das vezes nao refletem uma exposicao
plausivel no ser humano. Assim, é essencial a realizacdo de ensaios com maior grau de
homogeneidade, com vista a obtencao de dados mais consistentes e viaveis que revelem a
real influéncia do BPA na imunidade inata.

O trabalho realizado apresentou algumas limitacdes, sendo que a primeira prende-se
com a escassez de informacao referente ao efeito do BPA nos diversos aspetos da imunidade
inata, comprometendo a abrangéncia do mesmo. A falta de acesso a artigos na integra, bem
como a descricao incompleta da metodologia utilizada nas diversas investigacdes reunidas
constituiram outro fator limitante.

Atendendo as enormes quantidades de BPA produzidas em todo o mundo, a sua
ubiquidade e aos possiveis efeitos adversos para a salde humana, torna-se imprescindivel a
tomada de medidas que visem a reducao da exposicao humana a este produto, principalmente
nos grupos de maior risco, sendo que a sua substituicdo por substancias indcuas deve ser

fortemente incentivada.
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Figura 4 - Resumo do efeito do Bisfenol A na imunidade inata. ]

DCs - Células dendriticas; M®s - Macrofagos; NO - Oxido nitrico LPS - Lipopolissacarideo; mRNA - Acido
ribonucleico mensageiro; ER - recetores de estrogénio; NF-kB - fator nuclear kappa B; TNF-a - fator de
necrose tumoral alfa; IL - interleucina; TGF-B - fator de crescimento tumoral beta;
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Anexo | - Niveis de citocinas e

quimiocinas no soro apos exposicao

perinatal ao BPA

Anexo | - Niveis de citocinas e quimiocinas no soro apds exposicao perinatal ao BPA (14)

Citocina/Quimiocina

G-CSF
GM-CSF
IFN-y
IL-10
IL-12p70
IL-13
IL-15
IL-17
IL-1a
IL-18
IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
IL-7
IP-10
KC
MCP-1
MIP-1a

Rantes (CCL5)

TNF-a

Os valores com aumento > 33% encontram-se assinalados a negrito. G-CSF - fator de estimulacao de

Soro do grupo controlo

(pg/ml)

541.4 + 58.2

3.4+ 0.3
24.6 £ 4.3
8.8+1.6
9.8 +1.7
13.0+ 1.9
17.0+ 1.5
15.6 + 3.1
56.7 + 5.7
4.5+ 0.7
5.0+ 1.0
4.1+£0.5
42.5+2.5
72.6 +29.6
85+1.3
170.9 + 25.8
76.9 £ 31.0
12.5+ 1.6
5.0+ 0.6
117.9 £ 25.5
5.1 £ 0.8

Soro do grupo exposto ao BPA

(pg/ml)

1311.4 + 315.4

6.8 +2.0
21.0+£2.7
11.3+0.9
16.0 £ 2.1
12.6 + 1.4
20.4£1.0
18.5+5.0
104.6 + 18.4
8.4+0.4
5.0+0.8
5.1+0.5
40.0+ 7.7
66.9 + 14.3
9.9+0.8
217.9 + 47.4
98.8 + 27.4
14.7 + 2.0
5.1+0.5
203.2 £ 43.1
7.9+2.0

colodnias de granulocitos; GM-CSF - fator estimulador de coldnias de granulocitos e macrofagos; IFN-y -

Interferao gama; IL - interleucina; IP-10 - proteina 10 induzida por interferao gama; KC - quimioatraente
de queratinocitos; MCP-1 - proteina quimiotatica 1 de mondcitos; MIP-1a - proteina inflamatéria de

macroéfagos 1-alfa; CCL5 - (motivo c-c) ligando 5; TNF-a - fator de necrose tumoral alfa.
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