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RESUMO

As glandulas mamérias apresentam grande plasticidade morfoldégica devido ao seu
remodelamento associado a modulacdo por horménios durante as fases da vida. O
estabelecimento do cancer de mama vem sendo relacionado com compostos chamados
desreguladores enddcrinos. O bisfenol A (BPA), um xenoestrégeno disseminado nos
ambientes, é alvo de estudos aprofundados sobre seu potencial cancerigeno devido a sua
atuacdo em diversos niveis dos sistemas biolégicos. Ainda, a exposicao a este desregulador
endocrino causa efeitos persistentes nos organismos observados tardiamente. Assim, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial desregulador do BPA nas glandulas
mamarias de fémeas senis expostas durante duas janelas de remodelamento mamario, a
gestacdo e lactacao. Foram utilizados gerbilos da Mongdlia (Meriones unguiculatus) como
modelo experimental devido seu potencial para o desenvolvimento espontaneo de neoplasias.
Vinte fémeas foram divididas em 4 grupos experimentais: controle (gavadas com agua);
veiculo (gavadas com 6leo de milho); BPA (50 pg/kg/dia); e BPA (5000 pg/kg/dia). As fémeas
foram expostas durante 39 dias (gestacao e lactagcdo) e eutanasiadas aos 18 meses de idade
(senis). Andlises histopatol6gicas demonstraram o inicio do desenvolvimento tumoral,
associados a transicao epitélio-mesenquimal (EMT) das células epiteliais. Ainda, a exposicéo
ao BPA apresentou um aumento na expressédo de TGF-B1, indicado como marcador do
processo de EMT. Um perfil microinvasivo foi observado pela expressdo de metaloproteases
(MMP-2, MMP-3, MMP-9) pelas células tumorais. O BPA promoveu um microambiente
estromal com aumento de fibroblastos associados ao cancer e remodelamento das fibras
colagenas e elasticas. Em relagdo aos receptores, no carcinoma induzido pelo BPA
apresentou um aumento expressivo no receptor de estrégeno ERa, e uma perda da expressao
dos receptores ER[, de progesterona e de prolactina. Nas células que expressaram ERa foi
co-localizado o marcador epigenético EZH2, relacionado a instalagéo tumoral ERa-positivo.
Ainda, o BPA modulou a localizacdo dos receptores de androgeno (AR) e HER2/ErbB2 nas
células do epitélio mamario. Por fim, a exposicédo ao BPA promove um microambiente tumoral
(TME) que corrobora com o desenvolvimento neoplasico mamario. O recrutamento de
elementos como perfis de macrofagos e mastécitos associados ao céancer expressando
meidadores inflamatorios foi observado no estroma. Ainda, a expressao de COX-2 e fosfo-
STAT3 nas células neoplasicas contribuem com a sinalizacdo epitélio-estroma para o
desenvolvimento do TME. Em concluséo, o BPA apresenta-se como um indutor carcinogénico

do cancer de mama durante a senilidade apds a exposicdo na janela gestacional/lactacional.

Palavras—chave: Neoplasia. Transicdo epitélio-mesenquimal. Microambiente.

Inflamacéao. Receptores.



ABSTRACT

Mammary glands present a great morphological plasticity due to their remodeling associated
to hormonal modulation during the phases of life. The establishment of breast cancer has been
related to compounds called endocrine disruptors. Bisphenol A (BPA), a xenoestrogen
widespread in environments, is the target of in-depth studies on its carcinogenic potential due
to its action on several levels of biological systems. Furthermore, exposure to this endocrine
disruptor causes persistent effects in organisms observed in long term. Thus, the aim of the
present study was to evaluate the deregulatory potential of BPA in the mammary glands of
aged females exposed during two windows of mammary remodeling, pregnancy and lactation.
Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus) were used as an experimental model due to their
potential for the spontaneous development of neoplasias. Twenty females were divided into 4
experimental groups: control (gavaged with water); vehicle (gavaged with corn oil); BPA (50
pg/kg/day); and BPA (5000 pg/kg/day). Females were exposed for 39 days (pregnancy and
lactation) and euthanized at 18 months of age (aging). Histopathological analyses
demonstrated the onset of tumor development, associated with epithelial-mesenchymal
transition (EMT) of epithelial cells. Also, exposure to BPA showed an increase in the
expression of TGF-B1, indicated as a marker of the EMT process. A microinvasive profile was
observed by the expression of metalloproteases (MMP-2, MMP-3, MMP-9) by the tumor cells.
BPA promoted a stromal microenvironment with increased cancer-associated fibroblasts and
remodeling of collagen and elastic fibers. Regarding receptors, BPA-induced carcinoma
showed an expressive increase in the estrogen receptor ERa, and a loss of expression of ERf,
progesterone and prolactin receptors. In cells expressing ERa, was observe co-localization of
the epigenetic marker EZH2, related to ERa-positive tumor establishment. Also, BPA
modulated androgen receptor (AR) and HER2/ErbB2 localization in the mammary epithelial
cells. Finally, BPA exposure promotes a tumor microenvironment (TME) that corroborates with
mammary neoplastic development. Recruitment of elements, such as cancer-associated
phenotypes of macrophage and mast cells, that express inflammatory mediators was observed
in the stroma. Also, COX-2 and phospho-STAT3 expression in neoplastic cells contribute to
epithelium-stroma signaling for TME development. In conclusion, BPA presents as a
carcinogenic inducer of mammary cancer during aging, especially when exposure occurs in

the gestational/lactational window.

Keywords: Neoplasia. Epithelial-mesenchymal transition. Microenvironment.

Inflammation. Receptors.
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1. INTRODUCAO

1.1. Glandula Mamaria: morfologia e fisiologia

A glandula mamaéria constitui uma das glandulas anexas ao sistema reprodutor
feminino que apresenta secrecd@o exdcrina e € influenciada pelo sistema enddcrino
(PAWLINA; ROSS, 2016; TOPPER; FREEMAN, 1980). Este 6rgéo apresenta grande
importancia para os mamiferos uma vez que produz e secreta o leite para nutricdo da
prole (INMAN et al., 2015). Estruturalmente s&o glandulas tubulo alveolares
constituidas por um epitélio simples circundado por um estroma conjuntivo (DAWSON;
VISVADER, 2021; WISEMAN; WERB, 2002). As principais células presentes nos
alvéolos mamarios sdo as células secretoras, seguidas pelas células basais
proliferativas e as mioepiteliais, estas apresentando funcdo contréatil (INMAN et al.,
2015; MAN; SANG, 2004). Ja o estroma apresenta grandes quantidades de fibras
colagenas, elasticas e proteoglicanos, assim como fibroblastos, células de defesa,
adipécitos, vasos sanguineos e linfaticos (CUNHA; COOKE; KURITA, 2004;
WISEMAN; WERB, 2002). A interacao entre estes compartimentos, epitélio e estroma,
em individuos adultos e senis vem sendo estudados e divulgados na literatura para a
compreensao dos mecanismos associados as glandulas anexas (NIETO; RIDER;
CRAMER, 2014).

Alteragdes estruturais e funcionais sdo observadas em diferentes etapas da
vida reprodutiva e se relacionam as mudancas hormonais de acordo com o ciclo
estral/menstrual (INMAN et al., 2015; RUSSO; RUSSO, 1996). Ainda, a glandula
mamaria apresenta plasticidade morfolégica relacionada ao remodelamento dos
compartimentos epitelial e estromal durante a gestacdo, lactacdo e involugcao
(RODGERS et al., 2018; TERRY et al.,, 2019). Varios hormdnios e fatores de
crescimento do sistema enddcrino interferém na dindmica tecidual: horménios
ester6ides femininos, como estrégenos e progesterona; horménios hipofisarios-
hipotalamicos, como a prolactina e ocitocina; adipocinas, como a leptina e
adiponectina; e fatores de crescimento, como o fator de crescimento transformador
(TGFpB). Estes sdo modulados em diferentes fases promovendo efeitos em janelas de
remodelamento tecidual (Figura 1), também chamadas janelas de susceptibilidade,
uma vez que estas drasticas alteracdes morfologicas propiciam microambientes pré-
neoplasicos (TERRY et al., 2019).
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Figura 1. A¢do hormonal no remodelamento da glandula mamaria durante a gestacao, lactacéo e involucéo. (A)
Gestacéo. O estabelecimento da estrutura alveolar durante a gestacdo ocorre por meio da remodelacdo estromal e
proliferacdo epitelial induzida pelo estrogeno (E) e progesterona (P). Os estrGgenos atuam promovendo a
proliferacdo e modulando a sintese de MMPs. J& a progesterona promove a proliferacéo epitelial luminal e estimula
a sintese de HGF para diferenciagdo de células do mesmo compartimento. A anfiregulina (Areg) e EGF apresentam
imporntantes funcbes na diferenciacdo e remodelamento estromal. (B) Lactacdo. Durante a lactagdo, a prolactina
(PRL) induz a proliferacdo e secrecdo das células epiteliais, por vias associadas a progesterona, estrégenos, leptina
(Lep) e hormonio do crescimento (GH). Para expelir o leite dos alvéolos, a ocitocina (Oxy) atua nas células
mioepiteliais para promover sua contracdo. No estroma, EGF e FGF sdo sintetizados pelos fibroblastos, enquanto
os adipocitos sdo estimulados pela prolactina a produzir leptina, inibindo a agdo de agentes mitoticos. (C) Involugéo.
Durante a involugdo mamaria, o TGFp, assim como o adiponectina (Adip), atuam como promotores apoptotico,
inibindo a agdo proliferativa dos estrogenos. O TGF atua na proliferacdo de células estromais para aumentar este
compartimento, inibindo a agdo da MMP e atuando como fator quimiotatico para células inflamatérias. O GH atua
no compartimento estromal para a proliferagdo de fibroblastos. Imagens autorais adaptadas de Ruiz et al. (2021).

Na gestacado, estrogenos e progesterona sinergizam para o estabelecimento
das estruturas mamarias finais, os alvéolos (MACIAS; HINCK, 2012). Os estrégenos
sdo de grande importancia para o aumento da taxa proliferativa do compartimento
epitelial e estromal para formacdo dos alvéolos (CUNHA; COOKE; KURITA, 2004,
RUSSO et al., 1999). Durante a fase de amamentacéao/lactacdo, o limen dos alvéolos
mamarios altera seu tamanho de acordo com a secrecdo dos componentes
glandulares, sendo este processo mediado principalmente pela ocitocina e
progesterona (MASSO-WELCH et al., 2000). Além da ocitocina, as glandulas
mamarias sdo controladas pela testosterona e horménios adrenais, como o
dehidroepiandrosterona (DHEA) (LABRIE et al., 2005). Assim, os receptores destes
hormonios sofrem modula¢cbes durante as fases de proliferagcdo, diferenciacdo e
producgéo da glandula (LEONEL et al., 2017). Devido a tais alteragdes e modulagdes
de receptores no desenvolvimento das mamas e a alta predisposicéo a patologias na
fase senil em fémeas, os efeitos de desreguladores endocrinos (DE) vém sendo

estudados para compreender a acdo destes em diferentes fases de vida.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

A partir do presente estudo considera-se que:

O BPA atua como agente carcinogénico na glandula mamaéria durante o
envelhecimento, corroborando com estudos anteriores que demonstraram seu
potencial, principalmente quando ocorre a exposicdo durante as janelas de
susceptibilidade gestacional/lactacional;

Ambas as doses de exposicdo ao BPA apresentaram efeitos histopatologicos
semelhantes na glandula mamaria, demonstrando um risco a exposicao a doses
consideradas seguras e que os impactos do BPA né&o sao dose dependentes;
O desenvolvimento tumoral inicial induzido pelo BPA modula mediadores
celulares e teciduais que contribuem com o processo de transicdo epitélio-
mesenquimal, caracteristico do cancer de mama;

O carcinoma multifocal nas glandulas mamarias de fémeas expostas ao BPA
apresentam um aumento na expressao de ERa e uma perda da expressao dos
receptores de ERB, PR e PRL-R, além de atuar na translocacao nuclear dos
receptores AR e HER2/ErbB2;

A alta expressao de ER no tecido mamario exposto a disrupcao endocrina esta
associada a expressao do marcador de alteracdes epigenéticas EZH2, o que
confere um fendtipo pré-invasivo e maligno as neoplasias;

Houve o estabelecimento de um microambiente tumoral que corrobora com o
desenvolvimento neoplasico a partir de uma resposta inflamatdria das células do
carcinoma e elementos estromais;

A polarizagdo de macréfagos e mastécitos para fenoétipos pré-tumorais e pro-
inflamatorios foi uma marcante caracteristica nas glandulas mamarias no inicio

da carcinogénese induzida pelo BPA.

Assim, conclui-se que a exposi¢cao ao BPA nas janelas gestacional e lactacional

apresenta um risco para o desenvolvimento neoplasico tardiamente na fase senil. As

repercussdes histopatoldégicas demonstraram o inicio do processo carcinogénico com

caracteristicas marcantes como a transicao epitélio-mesenquimal, um estroma reativo

e inflamacéo que favorece um microambiente tumoral.
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