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Abstract

Il bisfenolo A (BPA) € una sostanza chimica molto utilizzata in tutti i paesi industrializzati.
Viene utilizzato nella produzione di plastiche in policarbonato (molto diffuse per le proprieta
di trasparenza, resistenza termica e meccanica), utilizzate nei recipienti per uso alimentare, e
nelle resine epossidiche che compongono il rivestimento protettivo interno presente nella
maggior parte delle lattine per alimenti e bevande. Inoltre, viene utilizzato anche nella carta
termica degli scontrini e nei dispositivi odontoiatrici. A causa di questo ampio utilizzo, ad oggi
il BPA e tra gli interferente endocrini il piu diffuso. Lo scopo del presente studio e quello di
analizzare e valutare gli effetti di questa sostanza nello sviluppo embrionale precoce di suini.
In questo studio e stato dimostrato che l|'esposizione a concentrazioni crescenti di BPA
determina una riduzione della formazione di blastocisti. Inoltre, I'alterazione dell’equilibrio
redox ha ulteriori conseguenze, quali danni mitocondriali che inducono il rilascio del
citocromo ¢, che rappresenta il segnale per I'lavvio dell’apoptosi. Come effetto protettivo nei
confronti delle specie reattive dell’ossigeno (ROS), la cellula aumenta i processi autofagici
come meccanismo per recuperare energia attraverso I'eliminazione di organelli non piu utili o
dannosi. Inoltre 'aumento dei ROS determina danni al DNA, rilevabili tramite |'attivazione
della via P53-P21. Le conseguenze indotte dall’esposizione al BPA minano il corretto sviluppo
embrionale alterandone i processi base, quali la proliferazione cellulare, la morfogenesi e il
differenziamento istologico.



Introduzione

* Gli xenoestrogeni sono xenormoni che mimano gli effetti degli estrogeni
endogeni e quindi sono implicati nella puberta precoce e in altri disturbi del
sistema riproduttivo.

* || Bisfenolo A e il piu diffuso e il piu noto: € un composto aromatico precursore di
alcuni materiali plastici e additivi chimici.
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blastocisti
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Valutare il meccanismo attraverso il quale il BPA
determina:

» Stress ossidativo

» Danno al DNA

» Modificazioni epigenetiche
» Apoptosi

» Autofagia

Alterazione dei processi alla base dello sviluppo
embrionale:

+¢ Proliferazione cellulare

+» Differenziamento istologico
‘ .

+* Morfogenesi

+» Apoptosi




Raccolta di ovociti,
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isolati dai follicoli e coltivati Ao
nel terreno di coltura 199 | orcous |
(TCM 199)
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Materiali e
metodi

Immunofluorescenza a
microscopia confocale.
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RT-PCR

Estratto ’'mRNA da 10 blastocisti dell’8° gg.
cDNA ottenuto con trascrittasi inversa Super
script Ill. L'espressione genica relativa e stata
normalizzata ai livelli di mRNA di Gapdh.
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Tasso di proliferazione cellulare: analisi BrdU
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Riduzione significativa della formazione della blastocisti a
concentrazioni di 100 e 200 uM, ma non a 50 uM, rispetto al controllo.
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Effetto dell’esposizione al BPA sull’apoptosi.
- * Effetto apoptotico = n° nuclei TUNEL positivi/n® cellule totali:
et L rapporto aumentato significativamente nel gruppo di trattamento
rispetto al controllo.
C * Ridotta espressione genica di Bcl 2 e Bcl-xl in seguito

A DNA P53 Merge DNA P21 Merge all’esposizione al BPA.
* Co-localizzazione del cyt ¢ nella blastocisti del controllo
rispetto al gruppo trattato.
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Attivazione della via P53.
Treat Treat

* Aumento dei livelli di P53 nei partenoti trattati rispetto al
controllo.

B D * Aumento dei livelli di P21 (bersaglio di P53) in seguito ad
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Risultati

DNA

Ctrl

Treat

smc

L'esposizione al BPA provoca l'alternanza della metilazione.

* Llintensita relativa della 5mC & diminuita rispetto al gruppo
di controllo.

* Lespressione del’mRNA per le metil transferasi del DNA si
sono ridotti significativamente in seguito ad esposizione al
BPA.

Meccanismo alterazione epigenetica.

I BPA influisce sui meccanismi epigenetici alterando
I'accessibilita alle regioni del genoma, sulle quali si legano
proteine ed enzimi deputati all'espressione genica e quindi
alterando I'espressione del gene.
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)’ are affected by these factors and processes:
» Development (in utero, childhood )

- Environmental chemicals
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- Aging /U
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* Mental disorders

« Diabetes
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The binding of epigenetic factors to histone “tails”
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histones and the availability of genes in the DNA
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Risultati
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Conclusioni

Lesposizione degli embrioni al Bisfenolo A
ha causato un aumento dei livelli di ROS
con conseguente aumento di stress
ossidativo.

Lo squilibrio elettrochimico cellulare ha
determinato danni mitocondriali e al DNA,
che hanno indotto l'autofagia come
meccanismo di recupero energetico.

Il BPA ha provocato un’alterazione nella
metilazione del DNA che influisce sulla
salute della prole.
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