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RESUMO 

 

A incidência do diabetes mellitus tipo 2 vem crescendo em todo o mundo, e a estimativa 

para os próximos anos é que continue aumentando. Dentro desse panorama, destacamos 

estudos relacionados com substâncias classificadas como desreguladores endócrinos, 

caracterizados tanto por alterar a síntese, liberação e ação de hormônios bem como atuar 

sobre receptores hormonais. Dentre os desreguladores endócrinos, alguns apresentam 

potencial obesogênico e diabetogênico, como é o caso do Bisfenol A (BPA). Estudos 

demonstram que o BPA, substância utilizada na manufatura do plástico policarbonato e 

resina epóxi, possui ação sobre receptores de estrógeno. Devido sua ampla aplicação em 

itens utilizados cotidianamente, estamos constantemente expostos ao BPA desde o 

desenvolvimento fetal. O objetivo desse estudo foi investigar o efeito da exposição de 

ilhotas pancreáticas de camundongos neonatos ao BPA. Foram utilizadas ilhotas de 

neonatos (4 a 6 dias de vida) cultivadas por 48 horas com 0,1nM de BPA para avaliar: 1) 

secreção de insulina; 2) expressão gênica; 3) conteúdo proteico. Os resultados foram 

analisados pelo teste t-Student, com nível de significância p<0,05. A secreção de insulina 

induzida por glicose ou solução de KCl 40 mM foi prejudicada nas ilhotas tratadas com 

BPA. O conteúdo total de insulina, assim como a expressão dos genes da insulina não 

foram alterados. Houve redução tanto da expressão gênica como do conteúdo proteico de 

conexina 36 nas ilhotas tratadas. O BPA reduziu a expressão gênica da subunidade beta 2 

do canal de cálcio do tipo L e o conteúdo proteico das subunidades kir6.2 e sur1 do canal 

de potássio ATP-dependente. O conteúdo de vamp2 e sintaxina 1A também foi menor nas 

ilhotas tratadas. Concluímos que a exposição das ilhotas de neonatos ao BPA na 

concentração e tempo utilizados promove alterações dos mecanismos moleculares 

envolvidos na secreção de insulina. 
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ABSTRACT 
 
 

Type 2 diabetes is increasing worldwide. Recently, studies have shown the diabetogenic 

effects of some chemical components used in packages of food and beverages.  An 

obsesogenic and diabetogenic substance is the bisphenol A (BPA), used in manufacture of 

polycarbonate plastic and epoxy resin. Our exposure to this substance may begin during 

fetal development and in the first hours of life still in hospital. The aim of this study was to 

investigate the effects of BPA in islets from newborn mice. Neonate pancreatic islets (4-6 

days) were isolate by collagenase method and were cultured with BPA (0.1 nM) for 48 

hours, and then used to evaluate: 1) insulin secretion; 2) gene expression; 3) protein 

content. The results were analyzed by Student t-test, p<0.05. We observed a reduced 

insulin secretion in response to both glucose and 40 mM KCl solution. However, total 

insulin content and Ins1/Ins2 gene expression was not altered. On the other hand, 

connexin 36 gene and protein expression were decreased. Another genes involved with b-

cell maturation were unchanged. Furthermore, BPA decreased gene expression of beta 2 

subunit of L-type calcium channel. Protein content of K-ATP channel (kir6.2 and sur1), 

vamp2 and syntaxin 1A were also reduced. We concluded that 0.1 nM BPA exposure for 

48 h alters molecular mechanisms involved with insulin secretion from newborn islets in 

culture. 
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Pâncreas endócrino 

O pâncreas é uma glândula anexa ao sistema digestório localizada posteriormente ao 

estômago, descrito pela primeira vez por Andreas Vesalius no século XVI, sendo 

composta por duas porções: exócrina e endócrina. A porção exócrina tem função no 

sistema digestivo e é desempenhada pelos ácinos pancreáticos que secretam, para o 

ducto pancreático, o suco pancreático, constituído por múltiplas enzimas digestivas 

(amilase pancreática – digestão de carboidratos; tripsinogênio, quimotrispsinogênio e 

procarboxipolipeptidase – digestão de proteínas; lipase pancreática – emulsificação de 

gordura) (Romo & Borgstein, 1999). Por outro lado, a porção endócrina do pâncreas é 

responsável pela secreção de pelo menos 5 hormônios: insulina, glucagon, somatostatina, 

polipeptídeo pancreático e grelina, pelas células beta, alfa, delta, PP e epsilon, 

respectivamente. Conjuntos dessas células ficam agrupados em estruturas que recebem o 

nome de ilhotas pancreáticas ou de Langerhans (Larsson et al., 1974; Orci e Unger, 1975; 

Brelje, Scharp e Sorenson, 1989; Bosco et al., 2010). 

Apesar de possuir vários tipos celulares, as células beta e alfa são as mais presentes 

nas ilhotas, constituindo cerca de 53% e 34% da ilhota em humanos e 75% e 18% em 

roedores, respectivamente (Brissova et al., 2005). As ilhotas se encontram em torno de 

pequenos capilares, local onde os hormônios são secretados. Além de sua ação 

endócrina, estes hormônios também atuam de modo parácrino e autócrino (Bosco et al., 

2010). 

Diferentemente do glucagon, que é um dentre os hormônios hiperglicemiantes ou 

contrarreguladores da ação da insulina do organismo (Unger e Orci, 1975; Quesada et al., 

2008), a insulina é o único hormônio hipoglicemiante, e portanto, defeitos na sua secreção 

ou ação acarretam prejuízos que levam a complicações que contribuem para o 
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desenvolvimento do diabetes melito (Kubota et al., 2011; Fu, Gilbert e Liu, 2013; Meier e 

Bonadonna, 2013). 

Atualmente, de acordo com a Organização Mundial da Saúde, existem 347 milhões de 

pessoas acometidas pelo diabetes, e a expectativa é que esse número dobre até 2030 e o 

diabetes se torne a 7ª causa de morte no mundo. Estima-se que 1,5 milhões de mortes 

foram causadas diretamente pelo diabetes em 2012 (WHO,2015). Esta doença é 

caracterizada por uma hiperglicemia crônica relacionada a distúrbios do metabolismo de 

carboidratos, ácidos graxos e proteínas que resultam na deficiência da secreção e/ou ação 

da insulina. Seus efeitos incluem danos a longo prazo consequentes da toxicidade da 

glicose em excesso sobre alguns tecidos, favorecendo o desenvolvimento de retinopatia, 

nefropatia, neuropatia e doenças cardiovasculares (Kussman, Goldstein e Gleason, 1976; 

Palmberg et al., 1981); (Kannel e Mcgee, 1979; Nathan, 1993). Por trazer consigo várias 

morbidades, o diabetes torna-se uma doença de alto custo para o sistema público de 

saúde justamente em decorrência de suas complicações associadas. 

 

Maturação da célula beta pancreática  

Um modo de avaliar a capacidade secretória das células beta frente a um estímulo se 

dá através da secreção de insulina estimulada por glicose (GSIS). Apesar da insulina ser 

expressa nas células beta pancreáticas de fetos entre a 8ª e 9ª semana de gestação em 

humanos e 13,5 dia em camundongos (E13.5), a maturação da capacidade secretória 

ocorre somente alguns dias após o nascimento (Blum et al., 2012). 

Existem vários genes que são considerados marcadores de maturação, como 

Neurogenina 3 (Ngn3), Nk6 homeobox 1 (Nkx6.1), Pancreatic duodenal homeobox factor 1 

(Pdx1), Insulina (Ins), Transportador de glicose 2 (Slc2a2), etc (Slack, 1995; Sander et al., 
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2000; Zhang et al., 2005; Matsuoka et al., 2007; Blum et al., 2012; Guo et al., 2013; Taylor, 

Liu e Sander, 2013).  

Durante o desenvolvimento embrionário, após a diferenciação das células que irão 

compor o pâncreas, nova diferenciação induzida pelo fator de transcrição determinará 

quais destas irão compor o pâncreas endócrino (Gradwohl et al., 2000; Sander et al., 

2000; Lee et al., 2001). Um estudo demonstrou que camundongos deficientes de Ngn3 

desenvolveram diabetes e morreram entre 1 a 3 dias após o nascimento por não 

possuírem  ilhotas de Langerhans em seu pâncreas (Gradwohl et al., 2000).  

Outro fator de transcrição, o Nk2 homeobox 2 (Nkx 2.2), irá determinar quais dessas 

células endócrinas serão diferenciadas em células alfa e beta. O Nkx 2.2 também é 

importante para manutenção da função e da arquitetura das células beta maduras, 

juntamente com outros genes como v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

homolog A (avian) (MafA) e o Slc2a2 (Sander et al., 2000; Doyle e Sussel, 2007).  

Finalmente, a presença do fator de transcrição Nkx6.1 determinará quais células se 

tornarão células beta (Sander et al., 2000). Estudos demonstram que a redução na 

expressão desse gene está associada a conversão das células beta em outros tipos 

celulares, indicando seu papel central em outros processos relacionados a função e 

identidade da célula beta (Sander et al., 2000; Talchai et al., 2012; Taylor, Liu e Sander, 

2013). Isso se dá pelo fato do Nkx6.1 regular genes relacionados à biossíntese da 

insulina, do glut2, e do pdx-1, sendo que alterações em seu nível podem modular a 

expressão de diversos genes relacionados a função da célula beta (Taylor, Liu e Sander, 

2013).  

Outro fator de transcrição importante não só para a maturação da resposta da célula 

beta à glicose, mas também para a maturação do pâncreas endócrino e o direcionamento 
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das células que serão precursoras de células beta (Oliver-Krasinski et al., 2009), é o Pdx-1 

que também regula genes específicos da célula beta, como o já citado Slc2a2, a 

Glicoquinase (Gck), Ins1 e Ins2 (Slack, 1995; Al-Quobaili e Montenarh, 2008; Guo et al., 

2013). O Hepatocyte nuclear factor 4 alpha (Hnf4a), assim como o Pdx-1, também possui 

papel importante em relação a manutenção da estrutura da ilhota e função das células 

beta (Odom et al., 2004). 

Apesar de se conhecer alguns fatores de transcrição envolvidos na maturação da 

célula beta, como o descrito acima, pouco se sabe sobre os mecanismos que coordenam 

esse processo de maturação (Blum et al., 2012). 

 

Síntese e secreção da insulina 

Como dito anteriormente, a insulina é o único hormônio hipoglicemiante do nosso 

organismo, possuindo papel fundamental na manutenção da homeostase glicêmica. 

Sintetizada nas células beta pancreáticas, a preproinsulina (precursora biologicamente 

inativa da insulina) após ser traduzida no ribossomo é direcionada até o retículo 

endoplasmático rugoso onde é clivada a um pró-hormônio, a proinsulina, pela ação de 

enzimas pro-hormônio convertase PC1 e PC2. A proinsulina, que também é inativa, é 

transportada para o complexo de Golgi, onde será estocada em grânulos. Nos grânulos, a 

proinsulina sofrerá ação de peptidases que darão origem à insulina (molécula 

biologicamente ativa) e ao peptídeo C. Esses grânulos ficam armazenados em vesículas 

secretórias localizadas tanto no citoplasma como ancoradas a membrana celular onde 

permanecem até que seja necessária sua utilização (Fu, Gilbert e Liu, 2013).  

A secreção de insulina é estimulada por vários agentes insulinotrópicos (glicose, 

aminoácidos, ácidos graxos, etc) (Floyd et al., 1966; Itoh et al., 2003) porém a glicose é o 
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agente insulinotrópico mais importante. O transporte da glicose ocorre principalmente 

através de uma proteína transportadora de glicose (glut), presente em todas as células do 

organismo em diferentes isoformas dependendo do tecido (Thorens e Mueckler, 2010). 

As células beta pancreáticas expressam o glut2, cuja constante de Michaelis (Km) para 

glicose é alto, garantindo um equilíbrio entre a glicose no espaço extracelular e no citosol 

(Thorens et al., 1988), impedindo que a célula beta fique secretando insulina 

constantemente e garantindo que a secreção de insulina ocorra apenas em situações 

onde ela seja realmente necessária para reduzir a glicemia a seu nível normal, basal, 

evitando uma hipoglicemia. 

A célula beta regula a secreção de insulina não apenas pela alteração de nutrientes 

circulantes, em especial pelo aumento da concentração de glicose plasmática, mas 

também pela influência de hormônios (Sharma e Prossnitz, 2011), neurotransmissores 

(Begg e Woods, 2013) e agentes farmacológicos (Proks et al., 2002). Isso permite que 

haja manutenção da homeostase glicêmica em situações diversas como gravidez, jejum, 

exercício, refeição, velhice, entre outros.  

Uma vez no interior da célula, a glicose passa por uma série de reações e sua 

fosforilação (primeira reação) realizada pela enzima glicoquinase (hexoquinase IV) é 

limitante nesse processo. Essa reação é considerada limitante por ser irreversível e por 

impedir que a glicose volte para o meio extracelular, favorecendo o fluxo glicolítico. O 

produto final da metabolização da glicose no citosol é o piruvato (2 moléculas de piruvato 

para cada molécula de glicose) (Wiederkehr e Wollheim, 2012). 

O piruvato, por sua vez, é convertido à acetil-CoA ou oxaloacetato na matriz 

mitocondrial e metabolizado no ciclo do ácido cítrico (fosforilação oxidativa), resultando no 

aumento da razão ATP/ADP. Esse aumento da razão ATP/ADP promove o fechamento de 
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canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP), acumulando potássio no meio intracelular, 

provocando despolarização da membrana celular. A despolarização leva a abertura de 

canais de cálcio dependente de voltagem (VDCC) permitindo o influxo de cálcio do meio 

extracelular para o intracelular de modo pulsátil (Wiederkehr e Wollheim, 2012). Esse 

influxo de cálcio irá promover a exocitose dos grânulos de insulina (Nevins e Thurmond, 

2003). 

A secreção de insulina ocorre de modo bifásico, onde a primeira fase é mais rápida 

(cerca de 5 minutos) (Rorsman et al., 2000; Straub e Sharp, 2004; Henquin, 2009; Huang 

e Joseph, 2014) e o cálcio proveniente da abertura dos VDCC mobiliza grânulos de 

insulina que estão localizados mais próximos a membrana. Já a segunda fase é mais 

duradoura e robusta, até que se obtenha a normalização da glicemia. Essa segunda fase 

é predominantemente independente dos canais KATP (Seghers et al., 2000; Jitrapakdee et 

al., 2010) e está principalmente envolvida com os fatores de acoplamento metabólico 

(ATP, NADPH, malonil-CoA, GTP, glutamato, entre outros) e lançadeiras como malato-

asparato e glicerol-fosfato, que são as chamadas vias de amplificação da secreção de 

insulina  (Prentki, Matschinsky e Madiraju, 2013; Patterson et al., 2014). 

Após ser secretada, a insulina é transportada pela circulação sanguínea até as células 

alvo onde irá se ligar ao seu receptor, presente na membrana plasmática. Em células 

musculares e adiposas, a ativação do receptor de insulina resulta no aumento da captação 

de glicose em segundos (Klip et al., 2014). Além de sua ação sobre a captação de glicose, 

a insulina também modifica a atividade de várias enzimas envolvidas no metabolismo 

celular, promovendo mudanças na taxa de transcrição de DNA e tradução de RNAs 

mensageiros, resultando no remodelamento da maquinaria celular de acordo com a 

necessidade metabólica das células (Dimitriadis et al., 2011).  
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Extrusão do grânulo de insulina  

Para que os grânulos de insulina cheguem até a membrana ocorre um remodelamento 

do citoesqueleto (filamentos de actina) (Kalwat e Thurmond, 2013) e posterior 

acoplamento e fusão com a membrana plasmática da célula beta. 

O grupo de proteínas SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor activing 

protein receptor) é um grupo de proteínas que possuem um papel importante na fusão dos 

grânulos. As proteínas vamp (vesicle- associated membrane protein) (também conhecidas 

como sinaptobrevinas), snap (synaptosome-associated protein) 25 e sintaxina são 

proteínas SNARE que formam um complexo responsável pela união do grânulo à 

membrana plasmática de modo análogo ao de um zíper (Rorsman e Renström, 2003).  

As proteínas SNARE possuem também um papel relevante em relação ao cálcio, que é 

importante no processo de secreção de insulina (Rorsman e Renström, 2003). A 

subunidade alfa 1C do canal de cálcio interage com a sintaxina, snap25 e p65 que 

realizam um arranjo do complexo secretório, garantindo que ocorra o contato do cálcio 

intracelular com os grânulos, restringindo-o à área da membrana onde alguns grânulos se 

encontram (Barg et al., 2002; Rorsman e Renström, 2003).  

Ainda, sinaptotagmina, snap-25 e sintaxina se ligam à subunidades beta 2 e 3 do 

VDCC e os grânulos de insulina vão sendo liberados graças a essa exposição imediata à 

elevação do cálcio, demonstrando a importância do estado do canal de cálcio (aberto ou 

fechado) para a exocitose (Rorsman e Renström, 2003) (Fig.1). A sinaptotagmina (I, II, III, 

VII), que possui dois sítios de ligação de cálcio, também é importante para a fusão das 

vesículas (Rorsman e Renström, 2003), bem como a proteína GTPase Rab3, que é 

considerada uma controladora do acoplamento e fusão da vesícula com a membrana 
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plasmática (Iezzi et al., 1999; Rorsman e Renström, 2003).  

 

 

 

Figura 1. Proteínas SNARE, acoplamento do grânulo de insulina e exocitose. 

Adaptado de Rorsman e Restrom, 2003.  

 

 

A proteína sec1 (secretório 1) / munc-18 (mammalian uncoordinated-18) também 

regula a exocitose através da interação com a sintaxina. Estudos demonstram que a 

proteína munc-18 acelera a fusão de vesículas e sua ligação à sintaxina pode estar 

relacionada ao aumento das SNARE in vivo (Dulubova et al., 2007; Shen et al., 2007). 

Recentemente foi demonstrado em ilhotas de ratos a importância de munc18b na 

secreção de insulina, onde sua superexpressão potencializou a secreção bifásica de 

insulina e, quando silenciada, houve redução significativa da secreção de insulina 

principalmente na primeira fase, por sua interação com proteínas SNARE (Lam et al., 

2013). 
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O papel da conexina 36 (cx36) na secreção de insulina 

Como já foi dito, a secreção de insulina ocorre de modo pulsátil, e isso se deve ao 

padrão oscilatório de cálcio intracelular. A sincronização da distribuição desse cálcio entre 

as células beta da ilhota ocorre através de junções comunicantes. Nas células beta, a cx 

36 é importante na formação destes poros (Holder, Elmore e Barrett, 1993). Os quais são 

permeáveis à diversos íons e metabólitos (Bavamian et al., 2007; Charpantier, Cancela e 

Meda, 2007; Serre-Beinier et al., 2009), o que permite um sincronismo da atividade 

elétrica em toda a ilhota (Meda et al., 1984). Além de realizar a comunicação célula-célula, 

transporte de moléculas e sincronização elétrica e mecânica, a cx36 ainda possui várias 

funções na diferenciação celular, desenvolvimento embrionário, morfogênese, proliferação 

(Collares-Buzato et al., 1998; Nlend et al., 2006; Bavamian et al., 2007) e morte celular 

(Collares-Buzato et al., 1998). A cx36 ainda é importante para uma regulação fina da 

biossíntese, estocagem e liberação da insulina sob condições basais e estimulatórias. 

Assim, a cx36 está relacionada com a expressão e secreção de insulina estimulada por 

glicose e possui forte relação com o acoplamento estímulo secreção (Bavamian et al., 

2007; Carvalho et al., 2010). Camundongos knockout para cx36 apresentam alterações na 

tolerância à glicose e suas ilhotas quando isoladas não apresentam sincronia na oscilação 

de cálcio intracelular, perdendo o perfil pulsátil que coordena a primeira e segunda fase da 

secreção de insulina (Head et al., 2012). Ainda, animais pré diabéticos apresentam 

diminuição na expressão de cx36, indicando que a comunicação célula-célula 

desempenha um papel vital na função secretora da célula beta e, mostrando que a cx36 é 

importante no  desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Carvalho et al., 2012). Estudos in vitro 

também demonstram que células beta dispersas em cultura primária apresentam alteração 

na secreção de insulina, mas assim que é realizada a reagregação dessas células, há 
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uma normalização da secreção de insulina, confirmando que os mecanismos de secreção 

são dependentes da interação entre as células da ilhota (Halban et al., 1982). 

Logo após o nascimento, a cx 36 possui papel fundamental na maturação da resposta 

secretória das células beta neonatais frente ao estímulo com glicose. Esse fato é 

evidenciado ao se observar que a expressão de cx36 ocorre de forma crescente e 

diretamente proporcional com a maturação da resposta secretória ao longo do tempo 

(Leite et al., 2005). Já foi demonstrado que a correlação entre insulina e cx36 é baixa no 

período fetal e vai aumentando conforme o animal vai se tornando jovem e adulto, na 

mesma medida que vai acontecendo o processo de maturação dos mecanismos 

secretórios de insulina (Carvalho et al., 2010).  

 

Bisfenol A (BPA) 

O BPA é um composto orgânico, C15H16O2, reconhecido por sua estabilidade e 

resistência a altas temperaturas, produzido pela condensação do fenol com acetona em 

pH ácido. Muito utilizado na forma de monômero na fabricação do plástico policarbonato e 

também da resina epóxi, se encontra presente em garrafas plásticas, revestimento de 

enlatados, potes plásticos em geral. O BPA é uma molécula que está na classe dos 

Químicos Desreguladores Endócrinos (EDCs) e com potencial obesogênico e 

diabetogênico. É considerado EDC qualquer substância química, natural ou sintética, que 

promova alterações no sistema endócrino através da modificação da síntese ou do efeito 

dos hormônios, ou ainda, atue sobre o receptor hormonal (Diamanti-Kandarakis et al., 

2009). Apesar de existirem mais de 800 EDCs, o BPA está entre os mais estudados 

(Zoeller et al., 2012), visto sua ampla presença no ambiente e nosso contato contínuo e 

inevitável com esta substância. 
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Estamos expostos ao BPA tanto por via oral como via cutânea e respiratória. Em 

contato com papel térmico utilizado na emissão de cupom fiscal e extrato bancário, por 

exemplo, estima-se que absorvemos cerca de 46% do BPA existente em tais cupons 

(Zalko et al., 2011). Estudos epidemiológicos relacionam níveis elevados de BPA no 

plasma à obesidade e diabetes tipo 2. (Melzer et al., 2010; Shankar e Teppala, 2011; 

Silver et al., 2011). Além disso, infarto do miocárdio e prevalência de doenças arteriais 

periféricas também foram associados a níveis elevados de BPA na urina (Melzer et al., 

2010; Shankar, Teppala e Sabanayagam, 2012). 

De acordo com a Autoridade Europeia de Segurança Alimentar (EFSA), o consumo 

diário tolerável seguro de BPA é de até 4µg/kg de peso/dia (EFSA, 2015). Ainda, em 2013 

estimou-se que a exposição via oral de crianças entre 6 meses a 3 anos de idade foi de 

375 ng/kg/dia, e de pessoas acima de 18 anos foi de 132 ng/kg/dia (EFSA, 2013). Já foi 

demonstrado que a quantidade de BPA encontrada no ambiente é em torno de 2,4 µg/Kg, 

e que uma dose baixa em relação a encontrada no meio ambiente, 0,23 ng/L, tem efeito 

tanto no desenvolvimento embrionário quanto no desenvolvimento pós natal em 

camundongos. Ainda, cerca de 2,2 ng/ml de BPA foi encontrado tanto no soro fetal como 

fluido amniótico em humanos (Ikezuki et al., 2002). Também foi demonstrado, em uma 

população adulta de chineses, que a concentração urinária e sanguínea de BPA, foi em  

média 0,87 µg/L e 0,18 µg/L respectivamente (He et al., 2009). De modo similar, outro 

levantamento demonstrou a média de 0,81ng/ml de BPA na urina de chineses (Ning et al., 

2011). Um estudo realizado em gestantes encontrou 3,1 ng/ml no plasma da mãe, 2,3 

ng/ml no plasma fetal e 12,7 ng/g na placenta (Schönfelder et al., 2002). 

Já foi demonstrado que o BPA (e outros EDCs) age em vários tecidos: cérebro, tecido 

adiposo, pâncreas, músculo esquelético, fígado, etc. Dentre seus efeitos fisiopatológicos 



 

 

13 

 

estão: obesidade, resistência à insulina, diabetes, hipertensão e dislipidemia, todos 

envolvidos com a síndrome metabólica (Neel e Sargis, 2011). 

O BPA pode atuar no organismo através dos receptores de estrógeno (ER - ERα, Erβ - 

GPR30, ncmERs) pela via clássica (genômica) e por vias alternativas (não gênomica). 

Estes receptores estão envolvidos no balanço energético e contole da homeostase 

glicêmica. Evidências indicam o ERα como principal mediador do balanço energético 

(Ropero et al., 2008). Em humanos já foi demonstrado que polimorfismo no ERα está 

associado ao diabetes tipo 2  e  à síndrome metabólica (Gallagher et al., 2007). Ainda, 

estudos com animais knockout para ERα demonstraram que esses animais apresentam 

redução de GLUT4 no músculo esquelético, e concomitantemente, apresentam resistência 

à insulina (Barros et al., 2006), bem como obesidade (Barros, Machado e Gustafsson, 

2006) e severa resistência hepática à insulina (Bryzgalova et al., 2006). Os estrógenos 

também podem regular a quantidade de tecido adiposo branco bem como sua distribuição, 

via ERα e β. Quando foi observada a razão ERα < ERβ no tecido adiposo visceral, houve 

associação entre obesidade e aumento no nível de leptina em mulheres (Ropero et al., 

2008). 

Em relação à célula beta pancreática, estudos mostram que o BPA possui um efeito 

mais potente que os estrógenos sobre os ERs. Estudos in vitro demonstraram que o BPA, 

via ERβ, promove a probabilidade de uma menor abertura dos canais de KATP, o que leva 

à despolarização da membrana que promove a abertura de VCCD e o influxo de Ca2+ 

potencializando assim a secreção de insulina (Soriano et al., 2012). Via ERα, o BPA 

promove a rápida ativação de extracelular signal regulated kinases (ERK)1/2 que regulam 

a expressão do gene da insulina, aumentando assim sua biossíntese (Alonso-Magdalena 

et al., 2008). 
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Estudos que tratam com BPA o animal em idade adulta por alguns dias, seja via oral ou 

injeção subcutânea, demonstram que esses animais desenvolvem alterações metabólicas 

como a resistência à insulina tanto em músculo como tecido adiposo, tornando-se então 

hiperinsulinêmicos (Batista et al., 2012). Em relação às alterações hepáticas, a exposição 

ao BPA influencia a síntese de novo de ácidos graxos através do aumento da expressão 

de genes lipogênicos, contribuindo para o desenvolvimento da esteatose hepática não 

alcoólica (Marmugi et al., 2012). Ainda o BPA promove diminuição da atividade da 

glicoquinase hepática (Perreault et al., 2013). 

Um modelo também estudado tem sido a exposição perinatal da prole ao BPA via mãe, 

uma vez que o BPA atravessa a barreira placentária (Balakrishnan et al., 2010; Nishikawa 

et al., 2010) e também é encontrado no leite materno (Mendonca et al., 2014). Por ser 

obesogênico, a prole exposta ao BPA apresenta aumento da adipogênese (Somm et al., 

2009). Quando submetidos a dieta normal, a prole apresentou prejuízo na tolerância à 

glicose, e com dieta hiperlipídica houve aumento da predisposição   à  síndrome 

metabólica. (Wei et al., 2011). Além disso, apresentaram alterações na homeostase 

glicêmica, decorrentes de alterações na célula beta pancreática (Wei et al., 2011; Lin et 

al., 2013). Pode-se dizer que a exposição ao BPA no período perinatal é crítico podendo 

provocar diversas alterações (Liu et al., 2013) que vão se desenvolvendo à medida que a 

prole vai se tornando adulta e hábitos de vida vão sendo incorporados, podendo acentuar 

os prejuízos provocados pela exposição precoce ao BPA.  

Apesar dos vários estudos investigando as alterações sobre o metabolismo da glicose 

provocadas pela exposição ao BPA em diferentes períodos da vida, ainda não estão 

esclarecidos seus efeitos quando esta se inicia durante a infância ou puberdade  (Fig.2) 

(Nadal, 2013).  
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Figura 2. Efeitos potenciais da exposição ao BPA durante diferentes estágios do 
desenvolvimento. Adaptado de Nadal, A. Nat. Rev. Endocrinol. 9, 9–10 (2013) 
 

 

Quando não iniciada já no período intrauterino (Nishikawa et al., 2010), é grande a 

probabilidade da exposição ao BPA se iniciar logo após o nascimento ou durante o 

período de amamentação (Ye et al., 2006), seja por contato com artigos hospitalares 

contendo BPA ou através do leite materno (Calafat et al., 2009; Duty et al., 2013). Tendo 

em vista o acima exposto, acreditamos ser fundamental esclarecer os efeitos do BPA 

sobre o metabolismo da glicose, e mais especificamente sobre a função das células beta-

pancreáticas, durante o período neonatal.   
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Como o início da vida é um período crítico para o desenvolvimento e já está bem 

estabelecido que a exposição ao BPA promove diversas alterações em diferentes órgãos 

em função da dose, do período de início e duração da exposição, investigamos o efeito do 

BPA sobre ilhotas pancreáticas de camundongos neonatos em 48h de cultura. 

 

Objetivos específicos 

a) Avaliar a secreção de insulina induzida por glicose e solução de cloreto de 

potássio (KCl) 40 mM em ilhotas pancreáticas de animais neonatos expostas 

ao BPA; 

b) Verificar a expressão gênica de marcadores de maturação de célula beta, 

comunicação célula-célula, canais de cálcio e potássio e de extrusão de 

grânulos; 

c) Verificar a expressão proteica de cx36, proteínas de extrusão de grânulos e 

subunidades do canal de potássio. 
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Animais  

Neonatos machos e fêmeas (de 4 a 6 dias) de camundongo C57BL6 foram obtidos no 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de 

Laboratório (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas. A utilização dos animais foi 

aprovada pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEUA) da Universidade de 

Estadual de Campinas, Campinas, Brasil, aprovada pelo protocolo nº 3313-1 (Anexo 

Autorização da Comissão de Ética em Experimentação Animal). 

 

Isolamento de ilhotas e cultura 

Os camundongos foram sacrificados por decapitação e os pâncreas removidos em 

fluxo laminar, colocados em solução Hanks (NaCl 136,8 mmol/L; KCl 5,3 mmol/L; CaCl2 

1,22 mmol/L; MgSO4 0,81 mmol/L; Na2HPO2 0,34 mmol/L; KH2PO4 0,44 mmol/L; NaHCO3 

4,16 mmol/L, com pH corrigido para 7,4) contendo albumina (1%) e glicose à 5,6mM, 

picotados e digeridos por colagenase (0,66 mg/ml; tipo V, Sigma, C9263, USA) em banho-

maria à 37ºC por 5 minutos. Para cada amostra (n) foram utilizados 2 pâncreas. 

As ilhotas isoladas foram lavadas com solução Hanks 3 vezes, divididas entre os 

grupos Ctl e BPA e cultivadas em meio RPMI-1640, sem fenol vermelho, suplementado 

com 5% de soro fetal bovino tratado com carvão e dextrano (Hyclone, USA), 10 mM de 

glicose e 1% penicilina/ estreptozotocina à 37ºC em atmosfera úmida com 5% CO2 por 16 

horas. Em seguida, o meio foi trocado por meio contendo veículo no mesmo volume de 

DMSO (sulfóxido de dimetilo, v/v; Sigma, France) utilizado no grupo BPA (4,4´-

isopropylidene diphenol - MP Biomedicals, LLC, France), por 48 horas. 
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Figura 3. Protocolo experimental 

 

 

 

 Para determinação da dose a ser utilizada, foi realizada uma curva dose- resposta ao 

BPA onde foram feitas culturas com 5 concentrações de BPA – 0,001; 0,003, 0,01; 0,1 e 1 

nM – e calculado o IC50.  

Secreção de Insulina e conteúdo total 

Grupos de 15 ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs-bicarbonato (NaCl 115 

mmol/L, KCl 5 mmol/L, CaCl2 2,56 mmol/L, MgCl2 1 mmol/L, NaHCO3 24 mmol/L) com 

2,8mM de glicose e albumina bovina (3g/L) à 37ºC por 40 minutos. Em seguida, a solução 

foi substituída por Krebs contendo 2,8 mM de glicose, 2,8 mM de glicose + 40 mM de KCl 

ou 16,7 mM de glicose por 1 hora. O sobrenadante foi removido e guardado à -20ºC e 

usado para quantificação da insulina. Grupos de 15 ilhotas também foram utilizados para 

extração do conteúdo total de insulina através do método de álcool ácido (concentração 

final de 70% de etanol e 30% de HCl 0,2 mmol/L). A insulina das amostras foi dosada  

radioimunoensaio (Scott, Atwater e Rojas, 1981). 

 



 

 

21 

 

RT-PCR em tempo real 

Grupos de ilhotas (aproximadamente 600) foram lisadas em 500µl de solução Trizol 

(Ambion by Life Technologies, USA), e o RNA total foi extraído de acordo com o protocolo 

do fabricante. As concentrações de RNA foram determinadas por espectrofotometria 

(razão 260/ 280nm). O cDNA foi sintetizado com 3µg de RNA de ilhota, usando a reação 

da transcriptase reversa (High Capacity cDNA Reverse Transcription kit, Applied 

Biosystems, USA). PCR em tempo real foi realizado utilizando Fast SYBR® Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, USA), na 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) com primers específicos para as reações de PCR (Tabela 1). O gene 36B4 foi 

utilizado com controle interno. Os valores foram normalizados pelo próprio controle. 

 

Tabela 1. Lista de primers 

Gene GeneBank Sequência 5’ – 3’ Amplicon 
(pb) 

36B4 NM_007475.5 
F: GAGGAATCAGATGAGGATATGGGA 

R: AAGCAGGCTGACTTGGTTGC 
72 

Cacna1c 
 

NM_001256000.2 
 

F: AGGCGGTAGTGGAAAGCAG 

R: AGTGGTTCTTGCTCCCTTCG 
83 

Cacnb2 NM_001252533.1 F: CACTATTTCTCTGGCGTTCTGT 

R: CTGAGAAGACACCAACTGCCT 
74 

Cacnb3 NM_001044741.2 
F: CGCTAACCCGGTCTATGTCT 

R: GTGTAGGAGTCGGCTGAACC 
76 

Cdc42 NM_009861.3 
F: ACGTGTCCCCACCTGGTCCT 

R: GCGAGACAGCGTCCACCCAC 
147 

Gjd2 NM_010290.2 
F: GGAGGGAGCAAACGAGAAGATAA 

R: TTACTGGTGGTCTCTGTGTTCTG 
80 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=357527423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=555943857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=344313175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=40254585
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Ccnd2 XM_006505460.1  
F: TAGGAGGCCCAAGTTGAATG 

R: ACACCCGAGACCACAGAAAC 
74 

Hnf4a NM_008261.2 F: AACTCTCTCTGGTCCTTGTCTTTC 

R: CAACATTACCTACTCCTCTCCTGA 
78 

Ins1 NM_008386.3  F: TTGGACTATAAAGCTGGTGGGC 

R: TGCTTGCTGATGGTCTCTGATTAT 
78 

Ins2 NM_001185084.1 F: CCAGCTAAGACCTCAGGGACT 

R: CTGGAAGATAGGCTGGGTTGAG 
88 

Kcnj11 NM_010602.3 F: TGAGCGGTAGAGCACAAGC 

R: TTTATACTACTAGCCTCAGATGCCG 
81 

Mafa NM_194350.1  
F: CCAGCTGGTATCCATGTCCGT 

R: GATGACCTCCTCCTTGCTGAAG 
70 

Nkx6.1 NM_144955.2 
F: CTTGTTGCAAACTCTCTGGGTC 

R:CTCTGCTTCTCATCTTCTCCACC 
79 

Pdx-1 NM_008814.3 
F: GAACCCGAGGAAAACAAGAGG 

R: GTTCAACATCACTGCCAGCTC 
129 

Slc2a2 NM_031197.2 
F:TTACAGTCACACCAGCATACACA 

R:AGTGACTATGTGAGCAGATCCTTC 
77 

Snap25 NM_001291056.1 
F: CCATGAGAGAAGCATGAAGGA 

R: ATGGAGAAGGCTGATTCCAAC 
148 

Syt7 XM_006527211.1 
F:CTTAGCGTCACTATCGTCCTCTG 

R:GTAGCCAACACTGAACTGGATTC 
354 

Stx1a NM_016801.3 
F: GTGAGGAATTGGAAGACATGC 

R: GCCTTGCTCTGGTACTTGACG 
298 

Vamp2 NM_009497.3 
F: CCCACACACCAGGTTTTCTGT 

R: GCAGGGGACACTGGGATAATA 
130 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=568940502
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=46575915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=117606344
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=297374795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=325053669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=34996508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=118130385
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=158518428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=165377236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=597517935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=569007539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=118131152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=118130363
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Western Blot 

Grupos de ilhotas (aproximadamente 600) foram lavadas 1 vez em PBS 1X e lisadas em 

coquetel inibidor de protease (ureia 7 M; tioureia 2 M; EDTA 5 mM; fluoreto de sódio 1 

mM; ortovanadato de sódio 1 mM; pirofosfato de sódio 1 mM; Fluoreto 

dee Fenilmetilsulfonil 2 mM; aprotinina 0,01% v/v) por sonicação, e incubadas em Triton X-

100 1% (v/v) por 40 minutos. O conteúdo proteico do lisado foi mensurado pelo método de 

Bradford (Bradford, 1976). Solução de Laemmli foi adicionada (1x) nas amostras, seguido 

por aquecimento à 100ºC por 5 minutos. 30 µg do lisado de proteínas foi colocado em gel 

de SDS-poliacrilamida 10% ou 12% seguido por separação por eletroforese. As proteínas 

foram transferidas para membranas de nitrocelulose (0.22 µm) e bloqueadas durante a 

noite (Tris 10mM, NaCl 150 mM e solução Tween-20 0.05% com albumina bovina 5%). 

Depois, as membranas foram encubadas com anticorpos primários contra VAMP2 (36-56, 

Colbioche), MUNC-18 (M4438, Sigma), Sintaxina 1 (sc-12736, Santa Cruz), SNAP-25 

(S5187, Sigma), SUR-1 (sc-25683, Santa Cruz), Kir 6.2 (ab81121, Abcam), Conexina 36 

(51-6300, Invitrogen), cacna1C (4332, Cell Signaling) ou α-Tubulina (T5168, Sigma). 

Depois da incubação com o anticorpo primário, as membranas foram lavadas 3 vezes e 

incubadas com anticorpo secundário conjugado com peroxidase de rábano (1:10000; 

Invitrogen, Brasil). A quimioluminescencia foi detectada por um sistema de imagem digital 

sensível (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare, USA). A densidade ótica das bandas foi 

quantificada utilizando o software ImageQuant TL (GE Healthcare, USA). Os valores foram 

normalizados pela α-Tubulina e expressos em % do próprio controle. 
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Análise estatística 

Os resultados foram expressos com a média ± SEM. Para comparação entre os 

grupos, a significância estatística foi avaliada utilizando teste t de Student não pareado 

bicaudal. Foi considerado significativo p<0,05. 
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O primeiro passo do estudo foi definir qual a concentração de BPA a ser utilizada em 

ilhotas de neonatos. Para isto foi realizada uma curva dose resposta que contemplou 5 

concentrações diferentes de BPA, sendo elas 0,001; 0,003; 0,01; 0,1 e 1 nM ou 10-12; 10-

11,3; 10-11; 10-10 e 10-9 M, respectivamente. O IC50 encontrado foi 10-10,47 M, que 

corresponde à aproximadamente 0,05 nM (Fig.3).  
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Figura 4. Curva dose resposta ao BPA – IC50. Ilhotas de camundongos de 4-6 dias de 
idade isoladas pelo método de colagenase foram cultivadas em meio RPMI-1640 sem 
fenol vermelho e tratadas em cultura com 5 concentrações de BPA (0,001; 0,003; 0,01; 0,1  
e 1 nM ) ou veículo (Ctl; DMSO na mesma diluição que o BPA) por 48 horas. Após o 
período de cultura, grupos de 15 ilhotas foram pré-incubadas em solução Krebs com 
glicose à 2,8 mM à 37ºC por 40 minutos. Em seguida, a solução foi substituída por Krebs 
contendo 2,8 e 16,7 mM de glicose por 1 hora. Para cálculo do IC50 as secreções foram 
normalizadas em % de resposta ao estímulo com 16,7 mM de glicose, comparando a 
secreção das ilhotas tratadas com seu respectivo controle. A insulina foi mensurada por 
radioimunoensaio. n=4-16 (foram utilizados 2 pâncreas para compor cada n, e a secreção 
de insulina de cada n foi realizada em triplicata). 

 

 



 

 

27 

 

A partir do resultado do IC50, optamos por uma concentração intermediária, 0,1 nM, 

que é uma dose 2 vezes maior que a dose do IC50, entretanto é uma dose 10 vezes 

menor do que a concentração normalmente utilizada em estudos com ilhotas de animais 

adultos (1 nM).  

Após definida a dose, para observar se o BPA poderia modular a maturação e função 

da célula beta, primeiramente nós analisamos a secreção de insulina das ilhotas em 

resposta a glicose. 16,7 mM de glicose induziu aumento na secreção de insulina em 

ilhotas de neonatos tratadas com DMSO (Ctl) quando comparada à condição basal (2,8 

mM de glicose). Já a secreção de insulina das ilhotas expostas a 0,1 nM de BPA foi 

prejudicada quando estimulada com glicose (16,7 mM) em comparação às ilhotas Ctl 

(Fig.4).  
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Figura 5. Exposição in vitro ao BPA prejudica a secreção de insulina de ilhotas de 
neonatos. Ilhotas de camundongos de 4-6 dias de idade isoladas pelo método de 
colagenase foram cultivadas em meio RPMI-1640 sem fenol vermelho e tratadas em 
cultura com BPA 0,1 nM  ou veículo (Ctl; DMSO na mesma diluição que o BPA) por 48 
horas. Após o período de cultura, grupos de 15 ilhotas foram pré-incubadas em solução 
Krebs com glicose à 2,8 mM à 37ºC por 40 minutos. Em seguida, a solução foi substituída 
por Krebs contendo 2,8 e 16,7 mM de glicose por 1 hora. O gráfico representa a média 
±SEM. n= 10-11 (foram utilizados 2 pâncreas para compor cada n, e a secreção de 
insulina de cada n foi realizada em triplicata). Teste t não pareado bicaudal; *p<0,05.  
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Após observarmos que o tratamento com BPA diminuiu a resposta funcional de ilhotas 

de neonatos, investigamos primeiramente se o BPA altera o processo de maturação de 

células beta pancreáticas. Para isso analisamos a expressão de uma série de marcadores 

de maturação nessas ilhotas e observamos que o BPA não promoveu alteração dos genes 

Pdx-1, Nkx6-1, Mafa, Hnf4a e Slc2a2 quando comparados com o Ctl (Fig.5). Também 

analisamos a expressão dos genes da insulina, Ins1 e Ins2, e não encontramos diferença 

entre os grupos (Fig. 6A). Corroborando com esse achado, o conteúdo total de insulina 

também não foi alterado pelo tratamento com BPA (Fig. 6B).  
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Figura 6. Efeito do tratamento com BPA sobre a expressão de genes envolvidos nos 
processos de maturação da célula beta de ilhotas de neonatos em cultura. Ilhotas de 
camundongos de 4-6 dias de idade isoladas pelo método de colagenase foram cultivadas 
em meio RPMI-1640 sem fenol vermelho e tratadas em cultura com BPA 0,1 nM ou 
veículo (Ctl; DMSO na mesma diluição que o BPA) por 48 horas. cDNA foi sintetizado com 
3µg do RNA total e usado para a reação de RT-PCR em tempo real para avaliar a 
expressão de marcadores de maturação de célula beta: Pdx-1, Nkx6-1, Mafa, Hnf4a, 
Slc2a2. Os valores foram expressos relativo ao próprio controle. Os gráficos representam 
a média ±SEM. n=5-9 (foram utilizados 2 pâncreas para compor cada n). Teste t não 
pareado bicaudal; *p<0,05.  
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Figura 7. Exposição in vitro ao BPA não altera o conteúdo total de insulina de 
ilhotas de neonatos.  Ilhotas de camundongos de 4-6 dias de idade isoladas pelo método 
de colagenase foram cultivadas em meio RPMI-1640 sem fenol vermelho e tratadas em 
cultura com BPA 0,1 nM  ou veículo (Ctl; DMSO na mesma diluição que o BPA) por 48 
horas. (A) cDNA foi sintetizado com 3µg do RNA total e usado para a reação de RT-PCR 
em tempo real para avaliar a expressão dos genes da insulina.  (B) Grupos de 15 ilhotas 
foram colocadas em álcool ácido e posteriormente a insulina foi mensurada por 
radioimunoensaio. Os gráficos representam a média ±SEM. (A) Os valores foram 
expressos relativo ao próprio controle. n=5-9 (foram utilizados 2 pâncreas para compor 
cada n); (B)n= 4 (foram utilizados 2 pâncreas para compor cada n, e o conteúdo total de 
insulina de cada n foi realizado em triplicata). Teste t não pareado bicaudal; *p<0,05. 
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Ao observar a expressão do gene que codifica a cx36, Gjd2, que além de ser um 

marcador de maturação, possui papel fundamental na reposta secretória das células beta, 

encontramos que a expressão do mesmo estava diminuída (Fig. 7A), bem como seu 

conteúdo proteico (Fig. 7B). A expressão gênica de Cdc42 (proteína de controle de divisão 

celular 42) também aumentou nas ilhotas tratadas com BPA (Fig.8A) enquanto a 

expressão de Ccnd2 (ciclina D2) não foi diferente entre os grupos (Fig.8B). 
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Figura 8. BPA reduz a expressão gênica e conteúdo proteico da conexina 36 de 
ilhotas de neonatos. Ilhotas de camundongos de 4-6 dias de idade isoladas pelo método 
de colagenase foram cultivadas em meio RPMI-1640 sem fenol vermelho e tratadas em 
cultura com BPA 0,1 nM ou veículo (Ctl; DMSO na mesma diluição que o BPA) por 48 
horas. (A) cDNA foi sintetizado com 3µg do RNA total e usado para a reação de RT-PCR 
em tempo real para avaliar a expressão do gene da cx36, Gjd2. Os valores foram 
expressos relativo ao próprio controle (B) Os valores foram normalizados pela proteína α-
tubulina e expressos como % do próprio Ctl. Os gráficos são a média ±SEM. (A) n=6, (B) 
n=3 experimentos independentes (foram utilizados 2 pâncreas para compor cada n). Teste 
t não pareado bicaudal; *p<0,05.  
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Figura 9. BPA induz aumento da expressão gênica de Cdc42 mas não altera Ccnd2 
em ilhotas de neonatos. Ilhotas de camundongos de 4-6 dias de idade isoladas pelo 
método de colagenase foram cultivadas em meio RPMI-1640 sem fenol vermelho e 
tratadas em cultura com BPA 0,1 nM ou veículo (Ctl; DMSO na mesma diluição que o 
BPA) por 48 horas. cDNA foi sintetizado com 3µg do RNA total e usado para a reação de 
RT-PCR em tempo real para avaliar a expressão de Cdc42 e Ccnd2. Os valores foram 
expressos relativo ao próprio controle. Os gráficos são a média ±SEM. n=6 (foram 
utilizados 2 pâncreas para compor cada n). Teste t não pareado bicaudal; *p<0,05.  
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Uma etapa fundamental no processo de secreção de insulina é governada pela 

atividade de canais iônicos na membrana da célula beta pancreática, e que culmina com o 

influxo de Ca2+ e extrusão dos grânulos de insulina. Como observamos que a secreção de 

insulina das ilhotas de neonatos tratadas com BPA estava reduzida na presença de 16,7 

mM de glicose, um potente agente insulinotrópico metabolizável, decidimos observar como 

estava a secreção de insulina em resposta a um estímulo despolarizante independente de 

metabolização, alta concentração extracelular de potássio. Observamos que o tratamento 

com BPA também reduziu a secreção de insulina na presença de 40 mM KCl (Fig.9A).  

A partir disso, investigamos a expressão dos canais de cálcio e KATP, envolvidos com a 

secreção de insulina. A expressão gênica de Cacnb2 (CaVβ2 – subunidade regulatória 

intracelular do canal de Ca2+ dependente de voltagem do tipo L) foi reduzida nas ilhotas 

tratadas quando comparadas com o Ctl (Fig. 9B). O tratamento com BPA não alterou a 

expressão gênica de Cacnb3 (CaVβ3) e Cacna1c (CaV1.2 – subunidade que forma poro do 

canal de Ca2+ dependente de voltagem do tipo L) (Fig. 9B).  
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Figura 10. BPA altera secreção de insulina induzida por potássio 40 mM e a 
expressão gênica da subunidade 2 do canal de cálcio dependente de voltagem do 
tipo L. Ilhotas de camundongos de 4-6 dias de idade isoladas pelo método de colagenase 
foram cultivadas em meio RPMI-1640 sem fenol vermelho e tratadas em cultura com BPA 
0,1 nM ou veículo (Ctl; DMSO na mesma diluição que o BPA) por 48 horas. (A) Após o 
período de cultura, grupos de 15 ilhotas foram pré-incubadas em solução Krebs com 
glicose à 2,8 mM à 37ºC por 40 minutos. Em seguida, a solução foi substituída por Krebs 
contendo 5 mM ou 40 mM de KCl na presença de 2,8 mM de glicose por 1 hora. (B) cDNA 
foi sintetizado com 3µg do RNA total e usado para a reação de RT-PCR em tempo real 
para avaliar a expressão dos genes das subunidades do canal de cálcio voltagem 
dependente do tipo L. (B) Os valores foram expressos relativo ao próprio controle. Os 
gráficos representam a média ±SEM. (A) n= 6-7; (B) n=4-5 (foram utilizados 2 pâncreas 
para compor cada n, e a secreção de insulina de cada n foi realizada em triplicata) Teste t 
não pareado bicaudal; *p<0,05.   
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O BPA não alterou a expressão gênica de Kcnj11 (Kir 6.2 – subunidade que forma o 

poro do canal KATP) (Fig.10A), entretanto o conteúdo proteico de kir6.2 e sur1 

(subunidades regulatórias do canal de KATP) foi reduzido nas ilhotas tratadas com BPA 

quando comparadas ao Ctl (Fig.10B), e essa redução possivelmente contribui com o 

prejuízo na secreção de insulina. 
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Figura 11. BPA altera o conteúdo proteico das subunidades do canal de potássio em 
ilhotas de neonatos tratadas in vitro. Ilhotas de camundongos de 4-6 dias de idade 
isoladas pelo método de colagenase foram cultivadas em meio RPMI-1640 sem fenol 
vermelho e tratadas em cultura com BPA 0,1nM ou veículo (Ctl; DMSO na mesma diluição 
que o BPA) por 48 horas. (A) cDNA foi sintetizado com 3µg do RNA total e usado para a 
reação de RT-PCR em tempo real para avaliar a expressão de Kcnj11. Os valores foram 
expressos relativos ao próprio controle. (B) Os valores foram normalizados pela proteína 
α-tubulina e expressos como % do próprio Ctl.  Os gráficos representam a média ±SEM. 
(A) n= 7; (B) n= 3 experimentos independentes (foram utilizados 2 pâncreas para compor 
cada n). Teste t não pareado bicaudal; *p<0,05. 
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Analisamos também proteínas envolvidas na exocitose do grânulo de insulina, haja 

visto a diminuição da secreção de insulina. Ao avaliarmos a expressão de genes 

envolvidos com a extrusão de grânulos, Vamp2, Sintaxina 1A, Snap25 e Syt7, não 

encontramos diferença entre os grupos (Fig.11 A). Entretanto, ao observarmos o conteúdo 

de algumas proteínas de extrusão encontramos que o tratamento com BPA reduziu o 

conteúdo proteico de vamp2 e sintaxina1A apesar de não alterar snap25 e munc18 (Fig.11 

B). A redução de proteínas envolvidas com a extrusão de grânulos possivelmente 

contribuiu com a diminuição da secreção de insulina das ilhotas de neonatos tratadas com 

BPA. 
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Figura 12. BPA reduz o conteúdo proteico das proteínas SNARE de ilhotas de 
neonatos. Ilhotas de camundongos de 4-6 dias de idade isoladas pelo método de 
colagenase foram cultivadas em meio RPMI-1640 sem fenol vermelho e tratadas em 
cultura com BPA 0,1nM ou veículo (Ctl; DMSO na mesma diluição que o BPA) por 48 
horas. (A) cDNA foi sintetizado com 3µg do RNA total e usado para a reação de RT-PCR 
em tempo real para avaliar a expressão de genes envolvidos na extrusão de grânulos. Os 
valores foram expressos relativo ao próprio controle (B) Os valores foram normalizados 
pela proteína α-tubulina e expressos como % do próprio Ctl. Os gráficos representam a 
média ±SEM. (A)n= 6-9; (B) n=3-4 experimentos independentes (foram utilizados 2 
pâncreas para compor cada n). Teste t não pareado bicaudal; *p<0,05.   
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Alguns estudos demonstram que o ambiente intrauterino influencia na predisposição da 

prole ao desenvolvimento de síndrome metabólica durante a fase adulta, apresentando, 

por exemplo, alterações na sensibilidade à insulina ou dislipidemia (Hales e Barker, 1992; 

Gluckman e Hanson, 2004). Dados consistentes da literatura demonstram que a 

exposição ao BPA no período perinatal é crítico podendo provocar o desenvolvimento de 

alterações em diversos parâmetros na vida adulta da prole, como no peso corporal, 

sensibilidade à insulina e tolerância à glicose, proliferação e morte de célula beta, além de 

alterações na secreção de insulina, entre outros (Alonso-Magdalena et al., 2010; Wei et 

al., 2011; Liu et al., 2013; García-Arevalo et al., 2014; Song et al., 2014). 

Tendo em vista as alterações que podem ser provocadas pelo BPA, decidimos 

investigar quais seriam os efeitos da exposição ao BPA especificamente sobre as ilhotas 

de animais neonatos. Primeiramente, realizamos uma curva dose resposta do BPA para 

encontrar o IC50 dessa substância sobre ilhotas neonatais. Encontramos o IC50 que 

equivale a 0,05 nM. Optamos em utilizar uma dose 2 vezes  mais elevada  que o IC50 

encontrado, 0,1 nM, ou 0,02 ng/ml, entretanto essa concentração ainda é infra fisiológica, 

cerca de 100 vezes menor do que concentrações de BPA já reportadas tanto no plasma 

materno, 3,1 ng/ml, como no plasma fetal, 2,3 ng/ml (Schönfelder et al., 2002) e no plasma 

de adultos, 0,18 µg/L (He et al., 2009). Como queríamos observar qual o efeito do BPA em 

48 horas de cultura, período bastante usado em estudos com ilhotas e BPA, não 

utilizamos 0,05 nM por se tratar de uma concentração muito baixa, e acreditarmos que 

esta dose poderia não produzir tantos efeitos nesse período de tratamento. Justamente 

por se tratar de uma dose tão baixa, nosso estudo é uma ferramenta que pode contribuir 

para que a dose considerada segura atualmente seja revista, diminuindo a quantidade de 
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consumo tolerável diário e, reforçando a necessidade de se buscar alternativas ao uso do 

BPA na manufatura de diversos produtos atualmente.  

Após determinar a dose a ser utilizada, o próximo passo foi observar a função da célula 

beta através da secreção de insulina. Nossos dados mostram que o tratamento com BPA 

(0,1 nM) nas ilhotas de neonatos provocou diminuição da secreção de insulina. De forma 

similar, um estudo com células INS-1 expostas ao BPA (2 nM por 48h) também 

apresentou redução da secreção de insulina (Lin et al., 2013). No estudo de Lin e 

colaboradores (2013), a secreção de insulina apresentou um padrão de dose resposta já 

caracterizado, que é em forma de U invertido onde baixas doses apresentam uma 

resposta significativamente diferente do controle e doses mais elevadas não apresentam 

efeito (Alonso-Magdalena et al., 2008).  

Em contraste com o resultado obtido em nosso trabalho, estudos in vitro utilizando 

ilhotas de camundongos e de humanos incubadas por 1 hora com 1 nM de BPA 

apresentaram aumento da secreção de insulina (Alonso-Magdalena et al., 2008; Soriano 

et al., 2012), e esse efeito se deu via ER-beta visto que a utilização de ilhotas de animais 

knockout para esse receptor não apresentaram a mesma resposta frente ao BPA. 

Consistente com a observação anterior, camundongos machos adultos tratados com BPA 

(100 µg/kg/dia por 4 dias via injeção subcutânea) apresentaram aumento da secreção de 

insulina (Alonso-Magdalena et al., 2006). Ainda ilustrando o efeito do hormônio sobre seu 

receptor, quando ilhotas foram tratadas com 17β-estradiol in vitro (Alonso-Magdalena et 

al., 2008; Song et al., 2012) foi reportado aumento da secreção de insulina. 

Em concordância com nosso resultado de diminuição na secreção de insulina, 

observou-se esse mesmo efeito em prole exposta ao BPA durante o período perinatal 

através do tratamento da mãe (subcutâneo – 100 µg/kg/dia) durante a gestação à partir do 
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dia 6 (GD – dia de gestação) até o dia 0 do nascimento (PND – dia após o nascimento); de 

GD6 até PND21; e de PND0 até PND21 (Liu et al., 2013).Esse efeito ocorreu aos 3 meses 

de idade tanto em machos quanto em fêmeas, e no caso das fêmeas apenas as tratadas 

de GD6 à PND0. No entanto, ao 8 meses de idade a alteração na secreção de insulina 

desapareceu, retornando ao nível do controle (Liu et al., 2013).  

Um estudo recente que avaliou o efeito da exposição da prole ao BPA através do 

tratamento da mãe (subcutâneo -  10 µg/kg/dia) de GD9 até GD16 (García-Arevalo et al., 

2014)  ilustra bem a interação entre a exposição ao BPA em período crítico e a 

incorporação de hábito alimentar inadequado, no caso o consumo de dieta hiperlipídica. 

Nesse estudo in vivo de García-Arevalo e colaboradores (2014), semelhantemente ao 

nosso achado foi observada diminuição na secreção de insulina em ilhotas isoladas 

desses animais tanto em 17 como 28 semanas de idade.  

Nesse sentido, um outro estudo, in vivo, que avaliou a prole tratada via mãe (gavagem 

– 50 µg/kg/dia) de GD0 à PND21, e foi submetida após o desmame à dieta hiperlipídica, 

também observou diminuição da secreção de insulina nos machos (Wei et al., 2011). Por 

outro lado, essa mesma prole, tanto fêmeas (em dieta controle e hiperlipídica) como 

machos (em dieta controle), apresentam aumento da secreção de insulina (Wei et al., 

2011). O aumento na secreção de insulina também ocorreu em prole de machos exposta 

ao BPA (subcutâneo -10 µg/kg/dia) de GD9 à GD16 (Alonso-Magdalena et al., 2010; 

García-Arevalo et al., 2014). Ainda fêmeas da prole exposta ao BPA (subcutâneo – 100 

µg/kg/dia) de GD1 à GD6 também apresentaram aumento da secreção de insulina aos 3 

meses de idade (Liu et al., 2013). 

Também foi demonstrado que a exposição da prole ao BPA de GD6 à PND21 

promoveu aumento da insulinemia tanto na puberdade (50 dias de vida) como na vida 
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adulta (100 dias de vida) em machos, corroborando possível aumento na secreção de 

insulina em decorrência dessa exposição ao BPA (Song et al., 2014). 

Assim, podemos dizer, baseados nos estudos in vivo, que a exposição ao BPA durante 

fases críticas do desenvolvimento leva a efeitos que são dependentes do período da vida, 

via de administração, dose e tempo de exposição, haja visto dados da literatura que 

demonstram tanto diminuição como aumento da secreção de insulina das proles expostas 

ao BPA.  

Tendo em vista as alterações na secreção de insulina observadas em nossos 

resultados, investigamos parâmetros funcionais e moleculares que pudessem evidenciar 

possíveis mecanismos responsáveis por essa resposta das ilhotas de neonatos ao BPA. 

Assim, investigamos a expressão de genes relacionados à maturação de células beta, à 

comunicação célula-célula ou à proliferação celular, bem como o conteúdo de insulina, e a 

expressão gênica e conteúdo de proteínas envolvidas com os canais de cálcio e KATP, e 

com a extrusão de grânulos de insulina. 

A maturação das células beta termina durante os primeiros dias neonatais e este 

processo é fundamental para que essas células executem adequadamente sua função 

(Asplund, 1973; Hole, Pian-Smith e Sharp, 1988; Otonkoski et al., 1988). Avaliamos a 

expressão gênica de Pdx-1, Nkx6.1, Mafa, Hnf4a, Slc2a2 e não observamos diferença 

entre os grupos. Um estudo in vitro observou que doses mais elevadas de BPA (200 nM e 

2 mM) promoveram diminuição da expressão gênica de Slc2a2 em células INS-1 (Lin et 

al., 2013). Ainda, in vivo  foi demonstrado que ilhotas da prole exposta ao BPA de GD0 à 

PND21 apresentaram, após 28 semanas de idade, redução na expressão gênica de Pdx1, 

Nkx6.1 e Slc2a2, contribuindo muito provavelmente com a diminuição do número  de 

grânulos de insulina cheios e aumento no número de grânulos vazios nas ilhotas desses 



 

 

45 

 

animais (Wei et al., 2011).  A partir de nossos achados, podemos concluir que a alteração 

da secreção de insulina em nosso modelo não foi decorrente de alterações na maturação 

de célula beta. 

Ao avaliarmos os genes da insulina (Ins1 e Ins2), que também são marcadores de 

maturação, não encontramos alteração em sua expressão. Já foi reportado que células 

INS-1  tratadas com uma dose de BPA mais elevada que a utilizada em nosso estudo  

apresentaram redução da expressão gênica e do conteúdo proteico de insulina (Lin et al., 

2013). Por outro lado, um estudo onde ilhotas de animais adultos foram tratadas com 

estradiol em cultura, observou-se aumento na expressão gênica da  insulina (Alonso-

Magdalena et al., 2008).  

Corroborando com a expressão gênica da insulina, quando avaliamos o conteúdo total 

de insulina também não encontramos alteração. Assim verificamos que a diminuição da 

secreção de insulina também não estava associada à alteração na sua biossíntese, em 

nosso modelo. Por outro lado, estudos que trataram animais (100µg/kg de BPA por 4 

dias), bem como ilhotas de animais adultos, em cultura com 1nM de BPA mostraram 

aumento do conteúdo total de insulina (Alonso-Magdalena et al., 2006) através do 

aumento de sua biossíntese, via ER alfa (Alonso-Magdalena et al., 2008). Ainda, a prole 

exposta ao BPA de GD9 à GD16 também apresentou aumento no conteúdo total de 

insulina  (Alonso-Magdalena et al., 2010).  

Avaliamos também se o BPA estaria promovendo alguma alteração na cx36, que está 

relacionada tanto ao processo de maturação de célula beta bem como na comunicação 

célula-célula, já que esse efeito do BPA foi reportado anteriormente em outras linhagens 

celulares (Lee e Rhee, 2007). A cx36 é importante para o desempenho da função da 

célula beta pois é a principal proteína que permite a comunicação entre as células da 
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ilhota, possibilitando que a mesma funcione como um sincício frente a um estímulo para a 

secreção de insulina. Em nosso estudo observamos que o BPA promoveu diminuição 

tanto da expressão gênica como conteúdo proteico de cx36. De forma similar a nosso 

achado, estudos in vitro demonstraram que a exposição ao BPA reduziu a atividade ou 

expressão de conexina em células mamárias de ratas (Lee e Rhee, 2007), em células do 

testículo de ratos (Salian, Doshi e Vanage, 2009; Li et al., 2010; Pointis et al., 2011) e 

células endoteliais de vasos sanguíneos (Andersson e Brittebo, 2012). Essa alteração na 

cx36 é uma evidência que pode explicar, em parte, o prejuízo reportado aqui, na secreção 

de insulina. 

Em seguida, investigamos a possibilidade do BPA alterar a proliferação celular através 

da avaliação da ciclina D2 (gene Ccnd2), e não encontramos diferença na sua expressão 

gênica, embora um estudo onde a prole exposta ao BPA via tratamento da mãe de GD6 à 

PND0, GD6 à PND21 e PND0 à PND21 mostrou que, aos 3 meses de idade, os animais 

apresentavam diminuição de ciclina D1, proliferação celular, apoptose, e caspase 3 

clivada (Liu et al., 2013). Contrário aos achados de Liu e colaboradores (2013), células 

INS-1 tratadas com BPA (que tiveram a secreção de insulina reduzida) apresentaram 

diminuição da viabilidade celular, acompanhada do aumento de apoptose (avaliada 

através de anexina), aumento de proteína pró apoptótica Bax, caspase 9 e caspase 3 

clivada e aumento da liberação de citocromo c (Lin et al., 2013).  Não avaliamos um 

parâmetro específico de viabilidade celular ou apoptose, entretanto, baseado nos dados 

da literatura, podemos especular que esses processos podem estar alterados em nosso 

modelo. 

Detectamos aumento na expressão de Cdc42, que está envolvida tanto no ciclo celular 

quanto na extrusão de grânulos de insulina e rearranjo do citoesqueleto (Hong-Geller e 
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Cerione, 2000; Nevins e Thurmond, 2003; 2005). Resposta semelhante já foi reportada em 

neurônios do hipocampo tratados com BPA por 24h, onde foi observado aumento de 

Rac1/Cdc42 e diminuição de RhoA (Xu et al., 2014). Entretanto acreditamos que esse 

aumento não esteja relacionado a proliferação celular, mas seja um mecanismo 

compensatório às alterações discutidas mais à frente. 

Como a secreção de insulina está relacionada a atividade tanto do canal KATP como do 

VDCC, avaliamos se o prejuízo da secreção de insulina estava associado a alterações 

nesses canais, visto que não encontramos alteração na expressão gênica de Slc2a2, nem 

no conteúdo proteico de proteínas envolvidas na metabolização da glicose como   

fosfofrutoquinase, ATPCl, piruvato desidrogenase e piruvato carboxilase (dados não 

mostrados), observado em ilhotas de neonatos tratadas com 1 nM de BPA.  

Observamos que a secreção de insulina frente a um agente não metabolizável, alta 

concentração extracelular de KCl, estava diminuída, indicando que poderia haver alguma 

alteração dos canais envolvidos com o processo secretório. Encontramos que a exposição 

ao BPA promoveu diminuição na expressão gênica da subunidade beta 2 do canal de 

cálcio, cuja atividade depende de alterações no potencial de membrana (Braun et al., 

2008). E ao avaliar o conteúdo proteico das subunidades kir6.2 e sur1 do canal KATP, cuja 

atividade é controlada pela razão ATP/ADP e contribui para a abertura dos canais VDCC, 

encontramos que este estava diminuído (Tarasov, Dusonchet e Ashcroft, 2004). Um 

estudo in vivo já demonstrou que o BPA promove diminuição da atividade do canal KATP 

(em ilhotas de animais adultos) (Soriano et al., 2012), sugerindo que a diminuição da 

atividade do canal pode ser decorrente da menor expressão destas subunidades.  

Em adição, células INS-1 quando tratadas com BPA apresentaram diminuição da 

expressão gênica das subunidades do canal KATP (Lin et al., 2013). Além disso, alguns 
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estudos com diferentes tipos de linhagem celular e BPA também demonstram a inibição 

ou diminuição da atividade de alguns tipos de canais de cálcio (Derouiche et al., 2013; 

Deutschmann et al., 2013) bem como inibição dos canais de potássio (Posnack et al., 

2014).  

Assim, de acordo com estas evidências, podemos atribuir parcialmente as alterações 

dos canais de cálcio e potássio pela diminuição da secreção de insulina das ilhotas de 

neonatos tratadas com BPA.  

Ainda investigamos possíveis efeitos do BPA em proteínas que atuam na extrusão de 

grânulos de insulina. Corroborando com a diminuição da secreção de insulina observada, 

nossos dados evidenciam diminuição do conteúdo proteico de vamp2 e sintaxina 1A após 

exposição ao BPA. Já foi demonstrado que o BPA reduz a expressão de marcadores 

sinápticos, como sinaptofisina e espinofilina, relacionados ao processo de extrusão das 

vesículas sinápticas em células do hipocampo de animais expostos ao BPA, através do 

tratamento da mãe durante a gestação com 0,5, 5  e 50 mg/kg/dia (Wang et al., 2014).  

Sabe-se que o BPA age sobre os ERs e possui efeito semelhante ao estrógeno sobre 

esse receptor, já que a exposição in vitro ao estradiol alterou a expressão gênica e 

conteúdo proteico de snap25 e munc18 em células gonadotróficas (Weiss et al., 2007). In 

vivo, a administração de estradiol, a longo prazo, promoveu também a diminuição de 

Snap25, sinaptobrevina, sinaptotagmina I, sintaxina 1, Rab3a e celubrevina em células da 

glândula pituitária de ratas (Majó et al., 1999). 

A cdc42 é uma proteína que está relacionada ao controle da maquinaria secretória, 

rearranjo do citoesqueleto através do remodelamento da actina e consequentemente 

mobilização dos grânulos de insulina, possuindo papel importante no processo de 

secreção juntamente com outras pequenas GTPases  (Wang, Oh e Thurmond, 2007) 
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(Leblanc et al., 2011) (Nevins e Thurmond, 2003; 2005). A partir disso, o aumento da 

expressão de Cdc42 observado nas ilhotas tratadas com BPA poderia ser justificado pela 

tentativa de reestabelecer a maquinaria secretória adequada devido à redução de vamp2 

e sintaxina 1A. 

Possivelmente, o BPA promoveu alteração na maquinaria secretória das ilhotas de 

neonatos tratadas, o que possivelmente contribuiu também com o prejuízo na secreção de 

insulina. 

Tendo em vista dados da literatura e os obtidos em nosso trabalho, as alterações 

induzidas pelo BPA sobre a função das células beta pancreáticas são complexas e seus 

efeitos podem ser opostos ao longo da vida. Essa resposta parece ser dependente do 

tempo e período da vida onde ocorreu a exposição, dose e via de exposição ao BPA.   

Em nosso estudo utilizamos uma faixa etária ainda não explorada para avaliar os 

efeitos do BPA, onde foi caracterizada sua ação sobre as ilhotas no período neonatal, e 

possíveis mecanismos funcionais e moleculares envolvidos nesse processo, apresentando 

uma nova abordagem ao avaliar alguns parâmetros, comunicação célula-célula e extrusão 

de grânulos, antes não observados em outros estudos com ilhotas pancreáticas. 
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Após o tratamento de ilhotas de neonatos com 0,1 nM de BPA em cultura por 48h, nós 

observamos que o BPA promoveu: 

 

 Redução de aproximadamente 60% na secreção de insulina tanto frente a 

glicose (16,7 mM) como ao KCl (40 mM); 

 Alteração dos canais iônicos relacionados com a secreção de insulina, sendo 

que houve redução de aproximadamente 30% na expressão gênica da 

subunidade do canal de cálcio (Cacnb2), e redução de aproximadamente 40% 

no conteúdo proteico de sur1 e 30% de kir6.2; 

 Alteração na maquinaria de extrusão de insulina observado através de redução 

de 30% no conteúdo proteico de vamp2 e 20% de sintaxina 1A. 

 Um possível prejuízo na comunicação célula-célula, devido redução de 25% na 

expressão gênica e 20% no conteúdo proteico de cx36; 

 

Podemos concluir que o tratamento com BPA, na dose e tempo utilizados, promoveu 

um conjunto de alterações nos mecanismos moleculares envolvidos no processo de 

secreção de insulina de ilhotas neonatais em cultura, resultando na diminuição da 

resposta secretória. 

Nossos achados indicam que a exposição ao BPA deve prejudicar o processo de 

maturação da ilhota em camundongos neonatais. 
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