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Resumo

Perturbacfes no ambiente uterino e nos estagios iniciais da vida, por fatores nutricionais
e/ou alteragdes hormonais, podem predispor os recém-nascidos a doencas crénicas na vida
adulta. A restricdo proteica gestacional (RPG) e a exposicdo ao Bisfenol A (BPA), nas fases
pré e poés-natal, alteram o desenvolvimento mamario e aumentam a suscetibilidade a
carcinogénese mamaria. Assim, este trabalho investigou os possiveis efeitos da RPG e sua
associacdo com a exposicdo pds-natal ao BPA sobre o desenvolvimento da glandula mamaria
e a suscetibilidade a carcinogénese mamaria induzida pela 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA). Fémeas prenhes da linhagem Sprague-Dawley foram alocadas em quatro grupos
experimentais: dieta normoproteica (DNP); dieta hipoproteica (DHP); DNP+BPA e
DHP+BPA. O BPA (1 mg/L) foi ministrado na agua de beber a prole do dia pés-natal (DPN)
21 até o DPN 51. No DPN 51, fémeas da prole (n=10/grupo) foram eutanasiadas para
avaliacdo das glandulas mamérias, enquanto o restante (n=11/grupo) recebeu dose Unica de
DMBA (30 mg/kg, i.g.), e foram eutanasiadas no DPN 250 para avaliacdo de tumores
mamarios. A RPG e a exposicdo ao BPA ndo alteraram o crescimento da arvore mamaria, as
unidades de brotos e ductos terminais (TEBs e TDs), a proliferacdo celular (Ki-67), a
expressdo do receptor de estrogeno B (RE-B) e area ocupada por fibras colagenas nas
glandulas mamarias no DPN 51. Entretanto, nos grupos DHP e DNP+BPA houve reducdo na
area correspondente ao tecido epitelial glandular e a associacdo (DHP+BPA) aumentou a area
ocupada pelo fat pad. A exposicdo ao BPA (DNP+BPA e DHP+BPA) aumentou os indices
apoptéticos, a RPG aumentou a expressao do receptor de estrogeno a (RE-a) e a associagdo
(DHP+BPA) aumentou os receptores de progesterona (RP) nas glandulas mamarias no DPN
51. Os grupos DHP, DNP+BPA e DHP+BPA apresentaram menor laténcia tumoral. Além
disso, 0s grupos que receberam BPA apresentaram maior incidéncia e multiplicidade tumoral.
Considerando esses resultados, podemos concluir que a RPG e o BPA aumentaram a
suscetibilidade ao desenvolvimento de tumores mamarios induzidos pela DMBA, mas a

associacdo (DHP+BPA) néo levou ao aumento do risco.

Palavras-chave: restricdo proteica gestacional, bisfenol A, desenvolvimento mamario, cancer

de mama, carcinogénese quimica experimental.



Abstract

Disturbances in the uterine environment and in the early stages of life, due to nutritional
factors and/or hormonal changes, may predispose newborns to chronic diseases in adult life.
Gestational protein restriction (GPR) and exposure to Bisphenol A (BPA), in the pre and
postnatal phases alter breast development and increase susceptibility to mammary
carcinogenesis. Therefore, the aim of this study was to investigate the possible effects of GPR
and its association with postnatal exposure to BPA on mammary gland development and on
susceptibility to 7,12-dimethylbenzanthracene (DMBA) induced mammary carcinogenesis. For
this purpose, pregnant females of the Sprague-Dawley strain were allocated into four
experimental groups: normoprotein diet (NPD); hypoproteic diet (HPD); NPD+BPA and
HPD+BPA. BPA (1 mg/L) was given in drinking water to offspring from postnatal day (PND)
21 to PND 51. At the PDN 51, offspring females (n=10/group) were euthanized for mammary
glands evaluation, while the remainder (n=11/group) received a single dose of DMBA (30
mg/kg, ig) and were euthanized at the PND 250 for breast tumors evaluation. GPR and BPA
exposure did not alter the growth of the mammary tree, number of bud and terminal duct (TEBs
and TDs), cell proliferation (Ki-67), expression of estrogen receptor  (ER-B) and collagen
fibers area in the mammary glands at PDN 51. However, in the HPD and NPD+BPA groups
was a decreased area corresponding to the glandular epithelial tissue and the association
(HPD+BPA) increased the fat pad. Exposure to BPA (NPD+BPA and HPD+BPA) increased
apoptotic indexes, GPR increased estrogen receptors o expression (ER-a) while their
association (HPD+BPA) increased progesterone receptors (PR) in the mammary glands. The
groups HPD, NPD+BPA and HPD+BPA also showed lower tumor latency. In addition, the
groups that received BPA presented higher tumor incidence and multiplicity. These results
suggests that GPR and BPA exposure increased the susceptibility to mammary carcinogenesis
induced by DMBA, but the association (HPD+BPA) did not increase the risk.

Key words: gestational protein restriction, bisphenol A, breast development, breast cancer,

experimental chemical carcinogenesis.
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Capitulo 1 — Introducéo



1. Revisdo da Literatura

1.1. Epidemiologia do Cancer

O céncer é uma doenca cronico-degenerativa responsavel por aproximadamente 14%
das causas de morte no mundo, sendo a segunda doenca de maior mortalidade, perdendo
apenas para as doencas cardiovasculares (Torre et al., 2017). Em 2012, foram estimados 14
milhGes de novos casos e 8 milhdes de mortes por cancer em todo o mundo (Torre et al.,
2016). Pesquisas recentes indicam crescimento progressivo nas taxas de morbidade e
mortalidade relacionadas as neoplasias em nivel mundial. Sua elevada taxa de
morbidade/mortalidade se deve a indmeros fatores incluindo, a mudanca de estilo de vida
decorrente do processo crescente de industrializacdo e reducdo nas taxas de mortalidade em
geral, levando assim ao aumento da expectativa de vida e prevaléncia de doencas crénico-
degenerativas, tais como o cancer, doencgas cardiovasculares, diabetes tipo 2, doenca de
Alzheimer e outros agravos relacionados ao envelhecimento e obesidade (Ferlay et al., 2015).

Estudos epidemioldgicos e clinicos indicam as neoplasias de prostata, pulméo,
estdbmago, esb6fago, colon e reto como as mais frequentes nos homens brasileiros, enquanto
nas mulheres as neoplasias de mama, colo uterino, pulmdo, estbmago, célon e reto
prevalecem (Guerra et al., 2005; INCA 2018). O diagnostico tardio e as dificuldades no
tratamento do cancer auxiliam no aumento das taxas de mortalidade relacionadas a essa
doenca (Jemal et al., 2010; Cuzik, 2010; Ferlay et al., 2015). No Brasil, a estimativa segundo
o Instituto Nacional do Céancer (INCA), para o biénio 2018-2019 é a ocorréncia de 600 mil
novos casos de cancer, sendo que os principais 6rgaos afetados serdo mama em mulheres e
préstata em homens (Figura 1). Esses dados populacionais estimulam os pesquisadores a
tentarem entender melhor a evolucéo dessa doenca para descobrir suas causas e/ou relaciona-

la com fatores de risco, e a procurarem novos métodos de prevencao e tratamento.



Localizacao Primaria Casos Localizacao Primaria Casos

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulméo 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%

Célon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esdfago 8.240 3,8% Estomago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 31% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistemna Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para

2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA, 2018).

1.2. Cancer de Mama

Atualmente, a frequéncia de novos casos de cancer de mama tem aumentado
exponencialmente em mulheres mais jovens de paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(Ferlay et al., 2015; Torre et al., 2017). O tipo de cancer mais comum na populacdo feminina
é o de pele ndo melanoma, e em segundo lugar encontra-se o cancer de mama (INCA, 2018).
Segundo dados da International Agency for Research on Cancer (IARC), o cancer de mama
esta entre 0os mais incidentes, destacando-se em regides como América do Norte e Europa, e
apresenta grande mortalidade, principalmente na Africa e Asia (Figura 2). Em 2012, ocorreu
cerca de 1,7 milhdo de novos casos e mais de 500 mil mortes (Torre et al., 2016). Além de
fatores genéticos, tais como alteracbes nos genes BRCALl e BRCAZ2, outros fatores
influenciam o risco para o desenvolvimento de cancer de mama como os reprodutivos (idade
avancada, gravidez tardia, auséncia de gravidez), obesidade, alcoolismo, sedentarismo, uso de
hormonios exdgenos (contraceptivos orais, terapia de reposicdo hormonal), menopausa tardia,
habitos alimentares e estilo de vida (Bouchardy et al., 2007; Ferlay et al., 2015; Torre et al.,
2017). A incidéncia de cancer de mama aumenta rapidamente até os 50 anos e,
posteriormente, aumenta de forma mais lenta. Essa mudanca pode ser atribuida ao inicio da
menopausa em média aos 50 anos de idade (Cuzik, 2010). Estudos sugerem que a dieta, em
especial o tipo e quantidade de gordura ingerida, pode estar relacionada aos diferentes indices
de incidéncia e mortalidade por cancer de mama (Ferlay et al., 2015). Por ser uma doenca
altamente heterogénea, o cancer de mama € representado por neoplasias que possuem historia
natural diversa, histologia complexa e resposta variavel as terapias convencionais (Parkin et
al., 2005).



Figura 2. Estatisticas do cancer de mama (IARC, 2015). (A) Incidéncia e (B) Mortalidade;

taxas estimadas por idade (mundo) por 100.000.

A histéria natural do cancer de mama envolve progressdo atraves de estagios
histopatoldgicos e clinicos bem definidos. No carcinoma do tipo ductal, a doenca se inicia
através de hiperproliferacdo ductal, com evolugdo para carcinoma in situ e/ou invasivo e,
finalmente em doenca metastatica. Ductos normais da mama sdo compostos de membrana
basal e uma camada de células mioepiteliais e uma de células epiteliais luminais. Perda de
células mioepiteliais e membrana basal resultam em carcinoma invasivo, no qual células
neoplasicas podem invadir tecidos adjacentes e migrar para érgdos distantes, eventualmente
levando a metastase (Poliak, 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer de mama é o de maior
variabilidade morfoldgica: existem aproximadamente 50 tipos histologicos. Os trés tipos
histolégicos mais comuns sdo: carcinoma ductal invasivo, carcinoma ductal in situ e

carcinoma lobular invasivo (Lakhani et al., 2012).




1.3. Glandula Mamaéria

Nos ratos, as glandulas mamarias (seis complexos mamarios, Figura 3) sdo formadas
inicialmente pelo espessamento ectodermico das cristas mamarias que dardo origem ao broto
mamario primario por volta do dia gestacional (DG) 12 e 14. A partir do DG 16 até o
nascimento, as células epiteliais do broto se desenvolvem e se ramificam e o mesénquima
adjacente comeca a se diferenciar para formar o suporte para a ramificacdo ductal. O
crescimento da glandula mamaéria é proporcional ao crescimento corporeo, mas se torna duas
a trés vezes maiores que o crescimento corporeo durante o periodo po6s-natal antes do inicio
da puberdade (aproximadamente no DPN 51), e exponencial durante a puberdade e gravidez
(Hovey et al., 2002).

Figura 3. Apresentacdo dos complexos mamarios de ratos (Hvid et al., 2011).

Durante o desenvolvimento da glandula mamaria (Figura 4), brotos terminais (TEBS)
crescem ativamente em estruturas ductais terminais, localizadas na borda crescente da
glandula que se diferenciam em brotos alveolares (ABs) e posteriormente em lobulos. Alguns
TEBs também regridem a ductos terminais (TDs), que permanecem até futura diferenciacao

durante a gravidez e lactacdo (Russo & Russo, 1996; Russo & Russo 2004). A Figura 4 ilustra
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0 desenvolvimento da glandula maméria de ratas e o periodo de atuacdo dos principais
hormonios (estrogeno, progesterona e prolactina).

B Estrogen Progesterone
5 /
Formation of \ . . . Alveologevnesis
terminal end buds ~ Ductal elongation Side branching Lactogenic differentiation

Figura 4. Glandula mamaria. (A) Desenvolvimento da glandula maméria e (B) Fun¢do dos

principais horménios (Russo & Russo, 2004; Brisken et al., 2015).

1.4. Carcinogénese Experimental

O processo de carcinogénese guimica ocorre através de multiplas etapas denominadas
de iniciagcdo, promogdo e progressdo. A iniciagdo e promocdo estdo bem estabelecidas
experimentalmente. Entende-se por iniciacéo a interacdo de um agente quimico ou fisico com
o DNA da célula-alvo. E um processo irreversivel, porque altera permanentemente a estrutura
do DNA, através de ligacdes covalentes, distor¢cdo ou quebra da molécula em fita simples ou
dupla. A promogédo ocorre quando tal alteracdo € expressa, ocorrendo 0 aparecimento de
lesbes focais de células alteradas ou lesGes pre-neoplasicas (Pitot, 2007). Essas lesdes
apresentam importantes modificacbes em niveis moleculares e morfologicos, incluindo genes
que controlam a proliferagdo celular, diferenciacdo e apoptose (Ray et al., 2007). Quando as
lesGes adquirem caracteristicas de malignidade tem-se a fase de progressédo (Pitot, 2007), na

qual sdo observadas alteracdes no genoma, relacionadas a proliferacdo celular/apoptose,
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invasividade, capacidade de produzir metastases e determinadas alteracBes bioquimicas,
fornecendo substrato biol6gico para a manifestacéo clinica do cancer (Pitot, 2007).

Os modelos experimentais de neoplasias mamarias induzidas pela administracdo de
carcindgenos quimicos em roedores sao ferramentas Uteis para o estudo das multiplas etapas
da carcinogénese mamaria e estudos de quimioprevencdo desta neoplasia, com o objetivo de
reverter ou prevenir a progressao dessa doenca, como pode ser visto na Figura 5 (Mehta,
2000; Hui et al., 2010). A incidéncia, multiplicidade e tipos de tumores mamarios Sao
influenciados pela idade, tempo de exposicdo ao carcindgeno, historia reprodutiva,
desregulacdo enddcrina, dieta e outros fatores que alteram o desenvolvimento e o grau de
diferenciacdo da glandula maméria. As substancias quimicas mais utilizadas nos modelos
experimentais de inducédo da carcinogénese mamaria em fémeas de ratos e camundongos séo a
7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) e a N-metil-N-nitrosoureia (MNU). A exposicdo de ratas
jovens no inicio da fase pubertal (entre dias pds-natal (DPN) 40 e 60) a esses carcin0genos
aumenta a suscetibilidade das glandulas mamarias & iniciacdo do cancer, pois neste periodo ha
alta taxa de proliferacdo celular no epitélio glandular e a organogénese mamaria esta ativa
(Russo & Russo, 1996; Russo & Russo, 2004).

| Mechanisms of carcinogensis |
| 1
| Therapeutic effect evaluation |
I 1
l Chemoprevention
—
l
i 22
[ ] )
(] .‘;'\. Péa eiolo
olelelo & .I.Qo?‘
1 f ———
ole0 e o0
o 0 e ©°
o Normal cell # Initiator -~ Artery EZ3 Vessel ﬁ} Lung /D Bone
@ Malignant cell J Promoter w= Vein @ Brain (P Liver % Lymphonodus

Figura 5. llustracdo das trés fases da carcinogénese apds a administracdo de carcindgenos e as

varias aplicacdes de pesquisa baseadas em modelos animais (Liu et al., 2015).

Na inducdo pela DMBA, ha o aumento da proliferacdo na estrutura do broto terminal

(TEB) no epitélio mamério, juntamente com a formacéo de proliferacdo intradutal, carcinoma
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in situ e invasivo (Figura 6). A carcinogénese da MNU revelou-se capaz de gerar carcinomas
invasivos, bem como lesdes mamaérias em estagio inicial (Sharma et al., 2011). A MNU néo
requer ativacdo metabolica, sendo classificada como um agente de acdo direta, ao contrario da
DMBA, que é um carcinogeno indireto que requer ativacdo metabolica prévia por enzimas do
citocromo P450 no figado. Desta forma, a atividade carcindgena da DMBA é mais lenta
quando comparada a MNU, o que resulta em um periodo de laténcia mais longo (Alvarado et
al., 2017).

Figura 6. Fotomicrografia representativa da glandula mamaria de ratas. (A) Ductos normais;
(B) Hiperplasia ductal (leséo inicial); (C) Carcinoma in situ (Objetiva 20x) e (D) Carcinoma
invasivo (Objetiva 20x) (Russo, 2015; Mandrup et al., 2016).

A DMBA é um carcinbgeno sintético drgao-especifico enquadrado na classe dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Figura 7). Sua metabolizacdo pelas células animais
resulta em um metabdlito reativo carcinogénico com sitio reativo diidrodiol epoxido. De fato,
os diidrodidis epoxidos tém potencial quimico para formar ions carboxi-benzilicos,
intermediarios eletrofilicos que se ligam avidamente a sitios nucleofilicos celulares (Macejova

& Brtko, 2001). In vivo, as células epiteliais mamarias presentes no TEB metabolizam a
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DMBA resultando em metabdlitos com radicais diidrodidis epdxidos altamente reativos que
causam danos irrepardveis no DNA dessas células, em decorréncia da incapacidade em
remover completamente os adutos de DNA induzidos pelos epoxidos reativos derivados da
metabolizacdo da DMBA (Macejova & Brtko, 2001). As neoplasias induzidas pela DMBA
sdo em sua grande maioria (>90%) carcinomas hormonio-dependentes (Russo et al., 1994,
Russo & Russo, 2004).

CHs

Figura 7. Estrutura quimica do hidrocarboneto policiclico aromatico DMBA, de formula
molecular C2oH16 (Sigma-Aldrich, EUA).

1.5. Restricdo Proteica Gestacional

Dados epidemioldgicos e experimentais suportam a hipétese de que alteracdes no
ambiente uterino e nos estagios iniciais da vida, por alteracbes hormonais e habitos
alimentares, podem predispor os recém-nascidos a muitas doencas cronicas, incluindo cancer,
doengas cardiovasculares, hipertensdo, entre outras (Barker, 2012). Alguns estudos tém
demonstrado que o cancer de mama, que é considerado uma neoplasia da vida adulta, pode ser
influenciado por alteracBes nutricionais, perturbacbes hormonais ou alteracbes genéticas
ocorridas durante o desenvolvimento uterino e neonatal (Burdge et al., 2009).

Modelos em roedores tém sido utilizados para investigar os efeitos de estilos de vida
sobre o desenvolvimento mamario normal, fatores de risco e suscetibilidade a carcinogénese
mamaria. Dentre os fatores que determinam diferentes estilos de vida, tém-se investigado,
especialmente, como os fatores nutricionais podem estar associados com aumento ou
diminuigdo da iniciacdo ou promocéo da carcinogénese mamaria (Hilakivi-Clarke, 2007). Os
fatores nutricionais, em destaque a desnutri¢cdo proteica, podem afetar a glandula mamaria,
visto que esta glandula passa por diversos processos morfogénicos, principalmente, durante o

desenvolvimento, puberdade e gravidez (Russo & Russo, 2011).
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A nutricdo materna durante periodos criticos da morfogénese e diferenciacdo das
estruturas mamarias podem aumentar ou reduzir o risco de desenvolvimento do cancer. Por
exemplo, um risco aumentado para o desenvolvimento do cancer de mama induzido
quimicamente foi observado na prole de fémeas de maes alimentadas com dieta hiperlipidica
ou que induzem obesidade, enquanto que a suplementagdo com nutrientes doadores de grupos
metil podem reduzir o risco de cancer de mama na prole de fémeas na vida adulta (Assis et
al., 2006; Fernandez-Twinn et al., 2007).

A desnutri¢do gestacional e pds-natal € considerada um problema emergente em todo o
mundo e ndo afeta apenas o crescimento fetal humano, mas também a satide do adulto a longo
prazo. Estudos mostram que bebés que possuem baixo peso ao nascer apresentam maior
predisposicdo para desenvolver na vida adulta obesidade, resisténcia a insulina, doencas
cardiovasculares e diabetes tipo 2 (Agnoux et al., 2015). Esses fatores, além de prejudiciais
por si, podem ainda aumentar o risco de cancer de mama através da alteracdo do ambiente
hormonal do feto em desenvolvimento (Wolf et al., 2005). Experimentalmente, a diminuicao
dos niveis de insulina e fatores de crescimento semelhantes a insulina nas fases finais da
gestacdo em ratas prenhes acarreta em reducdo no transporte de aminoacidos via placentéaria e
prejuizo para o desenvolvimento fetal (Rosario et al., 2011).

Alguns estudos mostram que o baixo peso ao nascer também estd associado ao
desenvolvimento do cancer de mama (Innes et al., 2000), outros autores afirmam que o
elevado peso ao nascer aumenta os riscos de cancer de mama na vida adulta, através do
aumento da densidade do tecido mamario com maior quantidade de células que poderao sofrer
mutacdes (Assis et al., 2006; Xu et al., 2009). Outros estudos mostram que a restri¢cao proteica
materna em ratos durante a vida fetal, leva a um aumento permanente do apetite, excesso de
peso e morte prematura (Fernandez-Twinn et al., 2006). Filhotes nascidos de ratas
alimentadas com dieta hipoproteica (dieta pobre em proteinas) durante a gestagdo apresentam
menor peso ao nascer, porém demonstram ganho de peso acelerado, constatando que a
nutricdo durante periodos criticos de desenvolvimento tem forte impacto sobre a longevidade
(McMillen & Robinson, 2005).

Estimulos ambientais e estilo de vida, como estresse, alcool, fumo, farmacos, hipdxia,
nutricdo e atividade fisica também influenciam na estruturacdo dos sistemas fisioldgicos.
Destes estimulos, a nutricdo e o estilo de vida da mée sdo determinantes para o
desenvolvimento de padrdes metabolicos e crescimento somatico do feto (Fidalgo et al.,
2010). Experimentalmente foi demonstrado que alteragdes epigenéticas induzidas pela dieta

hipoproteica na gestacdo podem interferir no desenvolvimento das glandulas mamarias da
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prole de fémeas e aumentar a suscetibilidade a carcinogénese mamaria na vida adulta (Zheng
et al., 2012). Frequentemente sdo encontrados casos de gestantes que sofrem desnutricdo
durante o periodo gestacional, levando a necessidade de estudos dos possiveis efeitos tardios

nos descendentes.

1.6. Bisfenol A

A producdo e uso crescente de compostos quimicos e a ineficiéncia de politicas de
controle e/ou tratamento tém levado ao aparecimento dos chamados contaminantes
emergentes no ambiente. Estes podem interferir no sistema enddcrino de seres humanos e de
outros animais, afetando seu crescimento e reproducdo (Konieczna et al., 2015). Essas
substancias, conhecidas como desreguladores endodcrinos (DEs), sdo definidas como
substancias quimicas exdgenas capazes de alterar funcdes do sistema enddcrino e,
consequentemente, provocar efeitos adversos para a salde dos organismos Vivos ou a sua
descendéncia (OECD, 2015). Em sua maioria sdo poluentes quimicos provenientes de
praguicidas, plasticos, detergentes, tintas e outros compostos industriais ou domésticos (Yonn
et al., 2014). Pertencem ao grupo dos poluentes organicos persistentes (POPs) e tém rapida e
vasta dispersdo ambiental pela cadeia alimentar através dos recursos hidricos e alimentos
contaminados (Mantovani et al., 1999; Nogueira et al., 1999).

A funcdo hormonal mais afetada pelos DEs €é a regulacdo dos hormonios esteroides, 0s
quais determinam as caracteristicas e 0 comportamento sexual de diferentes espécies. Os DES
mais conhecidos tém atividade estrogénica, sendo denominados Xxenoestrogenos. Os
Xenoestrogenos sao compostos ambientais que podem mimetizar, in vitro e in vivo, 0
horménio estrogeno 17B-estradiol. O periodo compreendido entre os dias gestacionais (DG)
16 e 20 e a puberdade (dia pds-natal (DPN) 51) é o mais critico para o desenvolvimento
mamario e pode ser influenciado por varios fatores ambientais, entre eles o Bisfenol A. Essas
substancias podem agir em uma grande variedade de mecanismos incluindo processos
dependentes e independentes de receptores (Yonn et al., 2014).

Algumas substancias toxicas modulam o sistema endocrino e ou afetam a replicacéo
celular, agindo sobre sistemas de transdugéo de sinais, tanto na membrana como no nucleo,
levando a alteracdes na expressdo génica (Jenkins et al., 2012), além de delecdo e inser¢éo de
genes envolvidos em processos bioguimicos especificos, como sdo as respostas de
Orgdos/tecidos expostos a substancias quimicas com propriedades terapéuticas ou toxicas
(Naciff et al., 2005).
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Evidéncias em humanos e em modelos experimentais com animais sugerem que a
exposicdo in Utero ou pds-natal a xenoestrogenos ambientais aumentam o risco de cancer de
mama na vida adulta (Jenkins et al., 2012). Entre os DE, o Bisfenol A ou 2,2-bis-4-
hidroxifenilpropano (BPA) é alvo de grande atencdo em virtude da intensa exposi¢do humana
(Rochester, 2013). O BPA é um difenol (Figura 8) utilizado no processo de fabricacdo de
plasticos policarbonato e resinas epoxi, que sdo encontrados em embalagens reutilizaveis de
alimentos e bebidas, mamadeiras, forros de protecdo, recipientes de metal de alimentos e
bebidas enlatados, tubulacéo plastica, composicdo de cremes e selantes dentais e em muitos

outros produtos (Mantovani et al., 1999).

CHs

CHs

Figura 8. Estrutura quimica do BPA, de formula molecular C15sH1602 (Sigma-Aldrich, EUA).

Estudos com roedores revelaram que a exposicao precoce ao BPA tem aumentado a
suscetibilidade a carcinogénese mamaria na vida adulta (Prins et al., 2007; Soto et al., 2008;
Betancourt et al., 2010; Jenkins et al., 2012; Acevedo et al., 2013), entretanto ha pouca
evidéncia para a atividade carcinogénica quando administrado em animais adultos. Estudos
com ceélulas tumorais mamarias humanas em cultura expostas ao BPA produziram dados
inconsistentes no que diz respeito as propriedades mutagénicas, de apoptose e de transcricdo
génica (Singleton et al., 2006; Dairkee et al., 2008). O BPA muitas vezes apresenta uma curva
dose-resposta em forma de “U” ou “U” invertido, portanto, a inconsisténcia dos resultados in
vitro pode ser atribuida a variagdes nas doses utilizadas de BPA, alguns dos quais estdo em
niveis micromolares (Lapensee et al., 2009; Vandenberg, 2014). Assim, para suportar o
argumento de que o BPA apresenta riscos para a salde humana, é necessario estabelecer sua
eficacia em concentragdes ambientais relevantes. A Agéncia Ambiental Americana (EPA)
estabeleceu 50 pg/kg peso corporeo/dia de BPA como "dose de referéncia segura para o ser
humano", mas os efeitos adversos para 6rgaos hormdnio-dependentes vém sendo descritos em
diferentes ensaios in vivo usando exposi¢cbes a BPA em doses relevantes para os seres
humanos (Teeguarden & Hanson-Drury, 2013).

O mecanismo pela qual o BPA exerce sua atividade estrogénica é pouco conhecido. A
afinidade do BPA ao receptor de estrogeno o (RE-a) ou B (RE-B) ¢ de 10.000 e 1.000 vezes
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menor do que o estradiol, respectivamente (Kuiper et al., 1998). Isto sugere que o BPA
deveria mimetizar ou competir com o0s estrogénios enddgenos em doses da ordem
micromolares e atuando em periodos diferentes do desenvolvimento (Watson, 2005;
Welshons et al., 2006; Lapensee et al., 2009). Em 2005, um estudo conduzido pelo Centro de
Controle e Prevencdo de Doengas Americano (CCD - EUA) examinou 394 americanos e
relatou que BPA foi encontrado em 95% nas amostras de urina (Calafat et al., 2005),
indicando que o homem ¢é rotineiramente exposto a essa molécula. Em outro estudo, foi
detectado BPA em 92,6% de 2.500 norte-americanos (Calafat et al., 2008). A concentracdo na
urina foi em torno de 0,4 a 149 g/L com média geométrica de 2,6 g/L e significativamente
maior em criangas e adolescentes quando comparados com adultos. Além disso, varios
estudos detectaram a presenca de BPA no soro de mulheres gravidas, sangue de cordao
umbilical, liquido amnidtico e plasma fetal; sugerindo que os embrifes e fetos sdo expostos
ao BPA durante a gestacdo (Engel et al., 2006). Além disso, o BPA tem sido detectado no
leite humano (Sun et al., 2004); indicando que a exposicdo também ocorre durante o periodo
de amamentacdo. Por causa de sua presenca comum no meio ambiente e sua atividade
estrogénica observada em ensaios in vivo e in vitro, os efeitos adversos potenciais da
exposicao ao BPA para a salde humana sdo constante preocupacdo (Rochester, 2013).

A exposicdo a xenoestrégenos como o BPA durante o desenvolvimento pré e pés-natal
pode contribuir para 0 aumento da incidéncia de infertilidade e anomalias do trato genital
(Muhoz-de-Toro et al.,, 2005), além de ter efeitos deletérios em longo prazo no sistema
enddcrino e aumentar o risco de desenvolvimento de cancer de mama (Grassi et al., 2016).

A exposicao de roedores em baixas doses (25 ou 250 ng/kg peso corpdreo) durante o
desenvolvimento perinatal induziu a abertura vaginal precoce antes do inicio da puberdade,
alteracdo do ciclo estral e diminuicdo dos niveis sericos de hormonio luteinizante em ratas
ovariectomizadas (Honma et al., 2002; Markey et al., 2003). Em fémeas de roedores da
linhagem Sprague-Dawley, a exposicdo perinatal ao BPA alterou o desenvolvimento dos
orgaos hormonio-sensiveis, incluindo o cérebro, vagina, ovarios, utero e glandula mamaria
(Schonfelder et al., 2002; Markey et al., 2003; Mufioz-de-Toro et al., 2005; Susiarjo et al.,
2007). BPA tem capacidade de atravessar a placenta e também estd presente no liquido
folicular, liquido amniotico e soro fetal durante a gestacdo de roedores (Takahashi & QOishi,
2000; Zalko et al., 2003). O embrido em desenvolvimento é particularmente suscetivel a
produtos quimicos em geral e em particular a horménios. Gilbert (1997) ressaltou que a
organogénese, periodo de maior proliferacdo e diferenciacdo celular, pode ser afetada por

produtos quimicos que ndo tenham efeitos deletérios sobre o funcionamento normal de um
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determinado 6rgdo. A exposicdo perinatal ao BPA tem efeitos deletérios para os tecidos
horménio-dependentes de roedores (Markey et al., 2001; Ramos et al., 2003; Mufioz-de-Toro
et al., 2005), alterando o desenvolvimento celular e a arquitetura da glandula mamaria
(Durando et al., 2007).

Baseado na hipdtese que as doencas na idade adulta podem ter sua origem durante o
desenvolvimento fetal, tem-se cogitado que a restricdo proteica gestacional (RPG) e a
exposicdo pos-natal ao Bisfenol A (BPA), presente através do contato com plasticos
aquecidos e utensilios domésticos, poderiam interferir em periodos criticos do
desenvolvimento das glandulas, quando ha alta proliferacdo e eventos de diferenciacdo
celular, favorecendo o processo de carcinogénese mamaria induzida quimicamente na vida

adulta.
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3. Objetivos

Obijetivo Geral

Investigar os possiveis efeitos da restricdo proteica gestacional (RPG) e sua associacdo
com a exposicdo pos-natal ao Bisfenol A (BPA) sobre o desenvolvimento das glandulas
mamarias e a suscetibilidade & carcinogénese quimica mamaria em fémeas da linhagem

Sprague-Dawley.

Objetivos Especificos
o Avaliar os efeitos da RPG e sua associagdo com o BPA na morfogénese da glandula
mamaria e nos niveis de proliferacdo celular (Ki-67) e apoptose (morfologia) nas fémeas da

prole;

o Caracterizar a expressao dos receptores de estrégeno a (RE-a), estrogeno B (RE-B) e
progesterona (RP) nas glandulas mamarias através de analise imunoistoquimica e/ou Western

blot nas fémeas da prole;
o Avaliar laténcia, incidéncia, multiplicidade e tipos histoldgicos de tumores mamarios

em modelo de cancer de mama induzido quimicamente com 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA) nas fémeas da prole.
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Perturbagdes no ambiente uterino e nos estagios iniciais da vida, por fatores nutricionais
e/ou altera¢bes hormonais, podem predispor os recem-nascidos a doencas crénicas na vida
adulta. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da restricdo proteica gestacional (RPG)
e da exposicdo ao Bisfenol A (BPA) no desenvolvimento das glandulas mamarias e
suscetibilidade ao cancer de mama. Ratas prenhes receberam dieta normoproteica ou
hipoproteica durante o periodo gestacional e as fémeas das proles receberam BPA na agua
de beber (Img/L) do dia pds-natal (DPN) 21 ao 51. No DPN 51, parte das ratas foram
eutanasiadas para avaliacdo das glandulas mamarias e o restante recebeu dose uUnica da
7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA 30 mg/kg i.g.), sendo eutanasiadas no DPN 250 para
avaliacdo dos tumores mamarios. Os dados obtidos foram analisados pelos testes ANOVA ou
Qui-quadrado (p<0,05). A RPG e a exposicdo ao BPA ndo alteraram o crescimento da
arvore mamaria, nimero médio de TEBs e TDs, expressdo do RE-p, indices de proliferacao
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celular e area estromal nas glandulas mamarias no DPN 51. RPG e BPA reduziram a area
epitelial glandular quando comparado ao grupo controle e a associa¢cdo aumentou o fat pad.
BPA aumentou o indice apoptético; RPG aumentou a expressao do RE-a e a associa¢do dos
tratamentos aumentou a expressao do RP nas glandulas mamarias. Os grupos que sofreram
RPG, exposicdo ao BPA ou a associacdo das intervences apresentaram menor laténcia
tumoral. Além disso, os grupos que receberam BPA apresentaram maior incidéncia e
multiplicidade tumoral. Considerando esses resultados, a RPG e a exposicdo ao BPA
aumentaram a suscetibilidade a carcinogénese, mas a associacdo das intervencGes nao

aumentou o risco.

Introducéo

Atualmente, a incidéncia de novos casos de cancer de mama tem aumentado
exponencialmente em mulheres mais jovens de paises de baixa e média renda [1]. No Brasil,
segundo o Instituto Nacional do Céancer, a estimativa para o biénio 2018-2019 é a ocorréncia
de aproximadamente 60 mil novos casos de cancer de mama nas mulheres. Além de fatores
genéticos, tais como alteracdes nos genes BRCALl e BRCAZ2, outros fatores influenciam o
risco para o desenvolvimento de cancer de mama como os fatores reprodutivos (menarca
precoce, menopausa tardia e uso de horménios exdgenos), habitos alimentares e estilo de vida
(obesidade, alcoolismo, sedentarismo) [2]. Por ser uma doenca altamente heterogénea, o
cancer de mama é representado por neoplasias que possuem histéria natural diversa,
histologia complexa e resposta variavel as terapias convencionais [3].

Dados epidemioldgicos e experimentais suportam a hipdtese de que alteracBes no
ambiente uterino e nos estdgios iniciais da vida, por alteracbes hormonais e habitos
alimentares, podem predispor os recém-nascidos a muitas doencas cronicas, incluindo cancer,
doencas cardiovasculares, hipertensao, entre outras [4]. Alguns estudos tém demonstrado que
o cancer de mama pode ser influenciado por alteragdes nutricionais, perturbagdes hormonais
ou programacéo genética ocorrendo durante o desenvolvimento uterino e neonatal [5].

A desnutrigdo gestacional é considerada um problema emergente em todo o mundo e
ndo afeta apenas o crescimento fetal, mas também a saude do adulto. Experimentalmente, a
restricdo proteica gestacional (RPG) materna em ratos durante a vida fetal, leva a um aumento
permanente do apetite, excesso de peso e morte prematura [6], além de alteracGes epigenéticas
que podem interferir no desenvolvimento das glandulas mamarias da prole de fémeas e

aumentar a suscetibilidade a carcinogénese na vida adulta [7].
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O xenoestrogeno Bisfenol A (BPA) é alvo de grande atencdo em virtude da intensa
exposi¢do humana. Sendo considerado um desregulador enddcrino, ele é capaz de alterar
funcBes do sistema endocrino e, consequentemente, provocar efeitos adversos para a saude
dos organismos vivos ou a sua descendéncia [8]. O BPA ¢ utilizado no processo de fabricacédo
de plasticos policarbonato e resinas epdxi, que sdo encontrados em mamadeiras, utensilios
domeésticos, alimentos e bebidas enlatados, tubulacdo plastica, composicdo de cremes e
selantes dentais e em muitos outros produtos [9], e através da ineficiéncia de politicas
publicas de tratamento tornou-se um contaminante emergente no ambiente. O periodo
compreendido entre o dia gestacional (DG) 16 e 20 e a puberdade € o mais critico para 0
desenvolvimento mamario e pode ser influenciado por véarios fatores ambientais, entre eles a
exposicdo ao Bisfenol A, uma vez que esse xenoestrogeno pode mimetizar, in vitro e in vivo,
o horménio estrogeno 17p-estradiol [10]. Evidéncias em humanos e em modelos
experimentais com animais sugerem que a exposi¢do in Utero ou p6s-natal ao BPA aumentam
0 risco de cancer de mama na vida adulta [11].

Modelos em roedores tém sido utilizados para investigar o desenvolvimento mamario
normal, fatores de risco e suscetibilidade a carcinogénese mamaria, especialmente como 0s
fatores nutricionais podem estar associados com aumento ou diminui¢do da iniciacdo ou
promo¢do da carcinogénese mamaria [12]. A 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) é um
carcindgeno sintético orgao-especifico utilizado na elaboracdo de modelos experimentais de
carcinogénese de mama. A metabolizacdo desse composto quimico resulta em um metabdlito
qgue causa danos irreparaveis no DNA das células dos brotos terminais (TEBs), em
decorréncia da incapacidade dessas células em remover completamente os adutos de DNA,
levando ao desenvolvimento de carcinomas hormonio-dependentes [13, 14]. Essas lesoes
apresentam importantes modificacbes em niveis moleculares e morfoldgicos, incluindo genes
que controlam a proliferacéo celular, diferenciagdo e apoptose [15].

Baseado na hipoOtese que as doencas na idade adulta ttm sua origem durante o
desenvolvimento fetal, o objetivo desse trabalho foi investigar os possiveis efeitos da RPG e
sua associagdo a exposicdo pos-natal ao BPA, sobre o desenvolvimento das glandulas
mamarias e a suscetibilidade a carcinogénese mamaria induzida pela DMBA. Isso podera
auxiliar na compreensdo de como o cancer de mama pode se desenvolver tendo como

precursores eventos nos estagios precoces de desenvolvimento intrauterino e pos-natal inicial.

30



Materiais e Métodos

Etica. Os procedimentos experimentais deste estudo obedeceram aos Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina de Botucatu (CEUA n° 1157/2015).

Restricdo Proteica Gestacional. Ratos machos e fémeas adultos da linhagem Sprague-
Dawley foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(Campinas — SP) e mantidos no Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina da UNESP de Botucatu, em caixas de polietileno, com substrato de maravalha
autoclavada, em condigbes controladas de luminosidade e temperatura média de 25°C, sendo
fornecida &gua filtrada e racdo ad libitum. Apés acasalamento e constatacdo da prenhez, 30
ratas (n=15 por grupo) foram colocadas aleatoriamente em gaiolas individuais e foram
alimentadas durante toda a gestacdo com racdao normoproteica para ratos (grupo DNP: 17% de
proteina) ou com racdo hipoproteica (grupo DHP: 6% de proteina). As dietas eram
isocalodricas e normossddicas (0,2%) e a racdo base utilizada foi a AIN-93 modificada [16].
As formulagbes das ragdes se encontram descritas na Tabela 1. A partir do nascimento e
durante a fase lactacional, todos os animais (maes e proles) foram alimentados com ragéo

normoproteica e agua filtrada ad libitum.

Bisfenol A. A segunda fase experimental iniciou-se apds o desmame no dia pds-natal (DPN)
21, quando fémeas oriundas de maes alimentadas com DNP e DHP foram reagrupadas
(Figura 1): DNP; DHP; DNP+BPA e DHP+BPA. Os animais dos grupos DNP e DHP
receberam &gua ad libitum com etanol a 0,001%. Essa concentracdo de etanol é considerada
ndo toxica para os ratos e ja foi utilizada em trabalhos prévios [17, 18, 19]. Os animais dos
grupos DNP+BPA e DHP+BPA receberam agua ad libitum com BPA (Sigma-Aldrich, EUA)
diluido em &gua com etanol a 0,001%, na concentra¢do de 1 mg de BPA para 1 L de 4gua. No
DPN 51, fémeas das ninhadas de cada grupo (n=10, 1 fémea/ninhada) foram eutanasiadas por

seccao dos vasos da base do coracdo apos prévia sedacdo (Tiopental sodico 180 mg/kg).

Carcinogénese Quimica Experimental. Para a iniciagdo da carcinogénese mamaria, no DPN
51, as ratas (n=11, 1 fémea/ninhada) receberam, em cada grupo, uma dose Unica do
carcinbgeno DMBA (Sigma-Aldrich, EUA) dissolvido em Oleo de Canola, por via
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intragéstrica na dose 30 mg/kg de peso corpéreo [20]. Os animais seguiram até o final do
experimento, sendo eutanasiados no DPN 250 por sec¢do dos vasos da base do coragdo apos
prévia sedacdo (Tiopental sddico 180 mg/kg). Cada fémea foi avaliada clinicamente
(apalpada) em dias alternados, durante todo o periodo experimental, com o intuito de detectar
0 desenvolvimento dos tumores mamarios, sendo registrado o dia de aparecimento e sua

localizag&o anatomica.

Andlise Morfologica da Glandula Mamaria. Glandulas mamarias no DPN 51 (n=5
animais/grupo) foram coletadas e fixadas em formalina tamponada a 10% para anélise
morfolégica. Laminas de vidro contendo as glandulas mamérias da prole passaram pelas
etapas de coloracdo com Carmine Alum Stain, desidratacdo, permanéncia no xilol até o tecido
adiposo da glandula mamaria apresentar transparéncia e montagem com laminula em resina
sintética. A analise morfométrica das glandulas mamaérias consistiu em avaliar 0 seu
desenvolvimento através de medidas de comprimento da arvore mamaria (longitudinal,
transversal e lateral) entre o final da borda do linfonodo e as margens mais externas da
glandula mamaria em lupa com objetiva de 1x (Leica, Japdo) acoplada a um sistema de
captura e analise de imagens. A andlise das estruturas mamarias foi realizada aleatoriamente
em 10 campos microscopicos dos animais de cada grupo em microscopio optico de luz com
objetiva de 10x (Olympus Corporation, Japdo). Em cada anélise foram identificados e
quantificados os TEBs (brotos terminais: estrutura ductal maior que 100 um de didmetro e
que apresentam de 3 a 6 camadas de células epiteliais) e TDs (ductos terminais: didametro

menor que 100 um e com 1 ou 3 camadas de células epiteliais), de acordo com os critérios de
[21] (Figura 2).

Processamento Histoldgico das Glandulas Mamarias. Glandulas mamarias no DPN 51 (n=5
animais/grupo) foram coletadas e fixadas em formalina tamponada a 10% para processamento
histologico. Laminas contendo cortes de 5 um foram levadas a estufa a 60°C e passaram pelos
processos de desparafinizacdo e hidratagéo, coloragdo com Hematoxilina de Harris e Eosina
ou com Picrosirius e Hematoxilina de Harris, lavagem em &gua corrente, desidratacdo e

montagem com laminulas em resina sintética.

Reacdo de Imunoistoquimica. Glandulas mamarias no DPN 51 (n=5 animais/grupo) foram
coletadas e fixadas em formalina tamponada a 10% para analise imunoistoquimica. Laminas

silanizadas contendo cortes de 5 um foram levadas a estufa a 60°C e passaram pelos processos
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de desparafinizacédo e hidratacdo, recuperacdo antigénica com tampéo citrato 0,1M em panela
de pressdo Pascal (Dako Cytomation, Dinamarca), bloqueio de peroxidase enddgena com
peroxido de hidrogénio a 3% em tampdo fosfato salina (PBS), bloqueio de ligacOes
inespecificas em solucdo de leite desnatado a 1% em PBS, incubacéo overnight com anticorpo
primario policlonal de coelho anti-Ki-67 (Abcam, EUA) ou anti-PR (LETH, Argentina)
diluido em Albumina Bovina Sérica (BSA) a 3%, lavagem com PBS, incuba¢do com o
sistema de deteccdo por polimeros Easy Path (Immunobioscience, EUA), revelacdo com
solucdo de 3’3’-diaminobenzidina tetracloridrato (DAB), contra-coloragdo com Hematoxilina
de Harris, lavagem em agua corrente, passagem em agua amoniacal, desidratacdo e montagem
com laminula em resina sintética. Os indices de imunomarcacdo foram determinados
dividindo-se o nimero de células positivas por 300 células epiteliais nas glandulas, para cada
animal nos diferentes grupos experimentais. A analise foi realizada em microscopio éptico de

luz com analisador de imagem Cell Sens Standard Imaging System (Olympus, Japéo).

Western Blot. Glandulas mamarias no DPN 51 (n=5 animais/grupo) foram coletadas e
armazenadas a -80°C. As amostras congeladas foram homogeneizadas em tampdo de extracdo
(Tris-HCI 50mM, NaCl 0,2M, Triton X-100 a 0,1%, CaCl, 10mM e inibidor de protease,
Sigma-Aldrich, EUA). A determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada pelo
método de Bradford. As aliquotas de homogeneizados foram diluidas em tampé&o de amostras,
aquecidas, aplicadas no gel de SDS-poliacrilamida, separadas em SDS-PAGE em sistema de
eletroforese Mini Protein 11l (BioRad, USA) e transferidas para membranas de nitrocelulose
Hybond ECL (Amersham, Little Chalfont, Reino Unido). As membranas contendo as
amostras passaram pelos processos de bloqueio de ligacdes inespecificas em solucédo de leite
desnatado a 3% em solucéo salina tris tamponada Tween (TBS-T), incubagéo overnight das
membranas com anticorpo monoclonal de coelho anti-RE-o, anti-RE-B ou B-actina (Santa
Cruz Biotechnology, EUA) diluido em Albumina Bovina Sérica (BSA) a 3%, lavagem com
TBS-T, incubagdo com anticorpos secundarios conjugados especificos de acordo com os
anticorpos primarios utilizados e revelacdo das proteinas imunorreativas com o reagente de
deteccdo de Western Blot Amersham ECL (GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido). Os
sinais foram capturados por um sistema G:BOX Chemi (Syngene, Reino Unido) controlado
por um software automatico (GeneSys, Reino Unido). As intensidades de banda das proteinas
alvo (RE-a e RE-P) foram quantificadas usando o software de analise de densitometria (Image
J, Austria) utilizando a express&o da -actina como controle enddgeno.
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Processamento Histolégico dos Tumores Mamarios. Tumores mamarios obtidos no DPN
250 foram coletados e fixados em formalina tamponada a 10% para processamento
histologico. Laminas contendo cortes de 5 um foram levadas a estufa a 60°C e passaram pelos
processos de desparafinizacdo e hidratacdo, coloracdo com Hematoxilina de Harris e Eosina,
desidratacdo e montagem com laminulas em resina sintética. O diagnostico e caracteristicas
histopatologicas das neoplasias mamarias foram analisados com base em critérios

histopatoldgicos pré-estabelecidos [22].

Analise Estatistica. Os parametros foram analisados através do uso do programa estatistico
Jandel Sigma Stat (Jandel Corporation, EUA). Os dados quantitativos foram comparados
entre os diferentes grupos experimentais utilizando-se testes de ANOVA ou Kruskal-Wallis,
seguidos pelo teste de Tukey; Qui-quadrado ou teste de Fisher para analise dos dados de
incidéncia tumoral; Log Rank para o parametro nimero de animais livres de tumores. O nivel

de significancia adotado foi de p< 0,05.

Resultados

Experimentacdo Animal. Durante o periodo experimental foram avaliados o ganho de peso
das fémeas da prole e o consumo de agua contendo a solucdo de BPA (1 mg/L). Durante esse
periodo, ndo houve diferencas estatisticas em relacdo a ingestdo de BPA (p=0,560) ou ganho
de peso das fémeas nos diferentes grupos experimentais (Tabela 2). Ap6s a administracdo da
DMBA e até o final do experimento (DPN 250) ndo foram observadas diferencas na evolugéo

de peso corporeo entre 0s grupos experimentais (Figura 3, p=0,860).

Andlise Morfométrica da Glandula Mamaria. O grau de desenvolvimento da glandula
mamaria das fémeas da prole no DPN 51 (n=5 animais/grupo) ndo sofreu influéncia das
diferentes intervengdes (DHP e BPA), ndo apresentando diferencas estatisticas, entre os
grupos experimentais, nas medidas de crescimento da arvore mamaria (p>0,05) (Figura 4),

namero médio de TEBs (p=0,445) ou TDs (p=0,321), como pode ser visto na Figura 5.

Andlise Histoldgica da Glandula Mamaria. A analise histolégica no DPN 51 (n=5
animais/grupo) baseou-se na propor¢do da area ocupada por tecido adiposo (fat pad), tecido
estromal composto por fibras coldgenas e epitélio das estruturas ducto-alveolares das

glandulas mamarias, como demonstrado de forma representativa na Figura 6. Os tratamentos

34



ndo promoveram alteracdes na area ocupada pelo estroma (p=0,145) e apenas o0 grupo
DHP+BPA apresentou aumento significativo da area ocupada pelo fat pad (p=0,004). Os
grupos DHP e DNP+BPA apresentaram area ocupada pelo tecido epitelial da glandula
reduzida quando comparado ao grupo controle DNP e o grupo DHP+BPA teve essa reducéo

intensificada (p=0,001), como pode ser visto na Figura 7.

Andlise de Proliferacdo Celular e Apoptose. Os indices de proliferacéo celular e de apoptose
foram calculados em células epiteliais das glandulas maméarias no DPN 51 (n=5
animais/grupo) através da imunomarcacdo com o Ki-67 ou caracteristica morfoldgica de
apoptose. O indice apoptético (Figura 8) mostrou-se maior nos grupos que foram expostos ao
BPA (DNP+BPA e DHP+BPA) quando comparado aos demais grupos (DNP e DHP), como
pode ser visto na Figura 8 (p=0,003). Os indices de marcacdo pelo Ki-67 (Figura 9) foram
similares entre 0s grupos experimentais (p=0,218). A Figura 10 mostra imagens

representativas da imunomarcagéo nos diferentes grupos.

Analise dos Receptores de Progesterona e Estrégeno o e . A expressao dos receptores de
progesterona (RP) e receptores de estrogeno o e¢ B (RE-o e RE-B) foi quantificada nas
glandulas mamarias no DPN 51 (n=5 animais/grupo). Os indices de marcacdo de RP
mostraram-se significativamente maiores nas glandulas mamarias do grupo DHP+BPA
(p=0,001) (Figura 11). A Figura 12 mostra imagens representativas da reacao
imunoistoquimica nos diferentes grupos. Como pode ser visto na Figura 13, o grupo DHP
teve aumento significativo da expressdo do RE-a em relagdo aos demais grupos (p=0,001).
Entretanto, as diferentes intervencfes ndo alteraram a expressao do RE-p (p=0,803), como

demonstrado na Figura 14.

Analise Histopatologica. Apds a administragcdo da DMBA no DPN 51, o aparecimento de
tumores foi monitorado até a eutanasia das fémeas no DPN 250 (n=11 animais/grupo). A
Figura 15 ilustra a porcentagem de animais sem tumores ao longo do tempo (laténcia
tumoral), mostrando que o grupo DHP+BPA teve a menor laténcia tumoral, pois o primeiro
tumor apareceu na 122 semana de vida, seguido dos grupos DNP+BPA e DHP (132 e 142
semana, respectivamente), quando comparados ao grupo controle DNP (p=0,003). Apos a
retirada dos tumores, eles foram classificados segundo os tipos histolégicos predominantes:
tumores mamarios (adenocarcinoma, fibroadenoma e fibroma) e tumores de zimbal. A Tabela

3 apresenta dados sobre os tipos histolégicos, incidéncia e multiplicidade dos tumores
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mamarios. Os grupos que receberam BPA (DNP+BPA e DHP+BPA) apresentaram maior
incidéncia tumoral quando comparados ao grupo controle DNP, entretanto essa diferenca s6
foi significativa no grupo DNP+BPA (p=0,032). Com relacdo a multiplicidade tumoral, os
grupos que receberam o BPA (DNP+BPA e DHP+BPA) apresentaram maior numero de
tumores quando comparados ao grupo controle DNP (p=0,007 e p=0,018, respectivamente).
Os principais tipos histologicos encontrados de adenocarcinomas papilifero, cribriforme,

tubular e comedo estdo ilustrados na Figura 16.

Discussao

Estudos recentes investigam a possibilidade de fatores nutricionais e ambientais serem
capazes de causar efeitos deletérios a satde dos organismos em desenvolvimento. A nutricdo
materna durante o periodo gestacional € um fator importante para o desenvolvimento
embrionario e fetal, e 0 mesmo também pode sofrer influéncias de fatores ambientais. Esses
fatores reprogramam as respostas celulares e teciduais, aumentando a suscetibilidade a
doencas na vida adulta [12, 23, 24]. No presente estudo foi avaliado o desenvolvimento da
glandula maméria através de pardmetros morfométricos e histolégicos, que consistem em
medidas de comprimento da arvore mamaria e contagem das principais estruturas mamarias
terminais (TEBs e TDs). A RPG e a exposicdo ao BPA ndo foram capazes de causar
alteracdes significativas nesses parametros. Segundo Fernandez-Twinn et al. [25], a
subnutricdo fetal resulta em retardo no desenvolvimento da arvore mamaria, porém, frente a
uma nutricdo pdés-natal adequada, o organismo desenvolve um mecanismo compensatorio
para recuperar o crescimento debilitado ap6s a 52 semana de vida. Esse mecanismo é chamado
de catch-up. Portanto, sugere-se que, a ndo alteracdo no desenvolvimento da glandula
mamaria observada no presente estudo seja devido a este mecanismo. A DHP e o BPA
reduziram a area ocupada pelo tecido epitelial da glandula mamaria quando comparado ao
grupo controle DNP e a associacao dos tratamentos (DHP+BPA) foi capaz de intensificar essa
reducdo. Além da reducdo do tecido epitelial, o grupo DHP+BPA apresentou aumento
significativo da area ocupada pelo fat pad. Em relacdo a &rea ocupada por colageno, esta
manteve-se similar entre os grupos experimentais. Bautista et al. [26] e Beinder et al. [27]
demonstraram que a RPG diminuiu a area ducto-alveolar e aumentou o tecido adiposo e
estromal. Por outro lado, o BPA ¢é capaz de aumentar o numero de TEBs [28], causar
hiperplasias ductais [29] e aumentar a densidade estromal [30], entretanto essas alteracdes sao

dependentes das concentragdes de BPA ministradas e periodo de exposicéo.
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O indice de proliferacdo celular nas células epiteliais da glandula mamaria, avaliado
através do imunomarcador nuclear Ki-67, foi semelhante independente dos tratamentos com o
BPA e/ou com a RPG. Esses resultados podem ser atribuidos ao fato de que o aumento no
indice proliferativo ocorre quando ha exposi¢cdo ao BPA durante um intervalo maior tempo,
observando-se, portanto, seus efeitos deletérios quando o animal atinge a vida adulta [30].
Conforme serd discutido mais adiante, nossos dados referentes a suscetibilidade ao
desenvolvimento tumoral mamario corroboram com tal hipotese. Em relacdo ao indice
apoptotico, os grupos que receberam BPA (DNP+BPA e DHP+BPA) aumentaram as taxas de
apoptose no epitélio mamario, quando comparado aos respectivos grupos controles (DNP e
DHP), como descrito anteriormente na literatura [28, 30].

Em alguns casos, os efeitos da exposicdo precoce ao BPA ndo sdo evidenciados até a
idade adulta, quando os 6rgdos dependentes de hormonio sdo expostos a situacdes endocrinas
particulares, como gravidez ou tratamento hormonal exdgeno. A expressdo anormal de genes
sensiveis a esteroides e mediada pelo BPA levaria a uma desregulagdo da via de sinalizagéo
hormonal com consequéncias negativas em longo prazo para a funcdo uterina adulta e satde
reprodutiva [31]. Dentre os horm®nios mais importantes, a progesterona e o estrogeno
promovem proliferacdo e diferenciagdo celular nas células epiteliais da mama normal [32]. No
presente estudo, a imunomarcacdo do RP mostrou-se aumentada na glandula mamaria no
grupo DHP+BPA quando comparada aos demais grupos. Com relacdo aos REs, o grupo DHP
apresentou aumento significativo da expressdo do RE-a em relagdo aos demais grupos.
Entretanto, 0 RE-B ndo sofreu alteracdo frente as diferentes intervencdes. O BPA ¢ capaz de
alterar a expressdo dos RP e REs, entretanto essa alteracdo é dependente da idade das ratas,
uma vez que ha alteracdo dos niveis circulantes desses hormdnios durante as diferentes fases
de desenvolvimento [20, 33, 34, 35].

E cada vez mais evidente que o ambiente in utero e poés-natal pode programar a
suscetibilidade ao cancer de mama na vida adulta [23]. Além de alteracGes nas taxas de
maturagdo da glandula maméaria, formacéo tardia do limen, crescimento ductal aumentado e
capacidade de resposta a exposi¢do estrogénica secundaria, também foi observado aumento de
suscetibilidade a carcinogénese mamaria na fase adulta em roedores expostos precocemente
ao BPA [23, 11, 36, 35]. Os dados encontrados no presente estudo corroboram com o estudo
de Fernandez-Twinn et al. [25], que indicam que proles de fémeas mantidas com dieta
hipoproteica até o desmame apresentaram maior risco de desenvolvimento de
adenocarcinomas mamarios. Observamos nesse estudo menor periodo de laténcia para o

desenvolvimento dos tumores mamarios nos grupos tratados em relagdo ao grupo controle. O
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grupo DHP desenvolveu seu primeiro tumor na 142 semana de vida, enquanto que no grupo
controle DNP, o primeiro tumor apareceu apenas na 312 semana de vida. Da mesma forma
que a RPG, a exposicdo ao BPA também aumentou a suscetibilidade ao cancer de mama, uma
vez que o grupo DNP+BPA teve o aparecimento do primeiro tumor na 13? semana de vida,
contrastando com o grupo controle DNP. Além disso, a associagdo DHP+BPA também foi
um fator importante para a suscetibilidade a carcinogénese mamaria, pois os animais desse
grupo tiveram desenvolvimento tumoral mamario ainda mais precoce quando comparado ao
grupo controle DNP; o primeiro tumor apareceu na 12% semana de vida. Além de menor
periodo de laténcia dos tumores, o grupo DHP+BPA apresentou maior multiplicidade
tumoral, e o grupo DNP+BPA, maior incidéncia e multiplicidade tumoral, com o
desenvolvimento de 18 e 20 adenocarcinomas, respectivamente, demonstrando, portanto, que
0s tratamentos contribuiram para o desenvolvimento da carcinogénese mamaria.

A avaliagdo histoldgica dos diferentes tipos de tumores mamarios é uma ferramenta
importante para 0 conhecimento da natureza e desenvolvimento do tumor [22]. Nesse estudo
foram encontrados trés tipos diferentes de tumores mamarios segundo a classificacdo dos
tipos histoldgicos: fibroma, fibroadenoma e adenocarcinoma. A lesdo de maior importancia e
alvo do estudo sdo os adenocarcinomas, comuns apo6s a iniciagdo pela DMBA. Os
adenocarcinomas sdo lesdes malignas que se originam no epitélio glandular e tém como
caracteristicas principais o polimorfismo estrutural, perda do padréo tubulo-alveolar, escassez
estromal, areas de necrose, mitoses e potencial invasivo. Eles sdo subdivididos em 6
categorias: tubular, papilifero, cribriforme, comedo, cistico e so6lido. Além dos tipos
histologicos descritos acima, também foram encontrados carcinomas mamarios com padréo
estrutural misto, como descrito por Costa et al. [37]. Tanto a dieta hipoproteica (DHP) quanto
a exposicao ao BPA (DNP+BPA e DHP+BPA) ndo alteraram a evolugdo histopatoldgica dos
tumores mamarios, pois os tipos histolégicos se mantiveram semelhantes entre 0s grupos.

Considerando esses resultados, podemos concluir que o BPA promoveu apoptose e a
RPG aumentou a expressao do RE-a nas glandulas maméarias; a RPG e o BPA foram capazes
de alterar a morfologia da glandula mamaria e aumentar a suscetibilidade a carcinogénese

mamaria induzida pela DMBA e a associagdo das intervengdes aumentou a expressédo do RP.
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Tabela 1. Dietas. Composic¢éo das dietas normoproteica (AIN-76A) e hipoproteica (AIN-93) utilizadas

durante o periodo experimental.

Ingredientes (g/kg)

Normoproteica
(17% de proteina)

Hipoproteica
(6% de proteina)

Caseina (84% de proteina) 202 71,5
Amido 397 480
Dextrina 130,5 159
Sacarose 100 121
L-cistina 3 1
Fibra pH 101 ou 102 50 50
Oleo de soja 70 70
Mistura de sais AIN93G* 35 35
Mistura de vitaminas AIN93G* 10 10
Cloridrato/Bitartarato de Colina 2,5 2,5
Gestacdo/Lactagdo Prole
DGO DG 21 DPN 21 DPN 51 -E1 DPN 250 -E2
DNP |
DHP : '
DNP + BPA '
RN
DHP + BPA l
NN N NN
' DMBA [30mg/Kg]
Dieta Normoproteica 17% Agua com Etanol 0,001%
Dieta Hipoproteica 6% \\ Agua com Etanol 0,001% + BPA [1mg/L]

Figura 1. Delineamento Experimental. DNP: dieta normoproteica; DHP: dieta hipoproteica;

DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol A; DG: dia

gestacional; DPN: dia pés-natal; E1: eutanasia (10 animais/grupo); E2: eutandasia (11 animais/grupo);

DMBA: 7,12-dimetilbenzantraceno.
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Figura 2. Analise morfométrica. (A) Medidas realizadas para crescimento lateral, transversal e

longitudinal. Objetiva 0,8x. (B) Brotos terminais (TEBS) e ductos terminais (TDs). Objetiva 4x.

Tabela 2. Dados de biotério. Peso corpéreo, ganho de peso e consumo de BPA.

Grupos experimentais

Parametros p
DNP DHP DNP+BPA DHP+BPA
Peso Corpdreo (g)
DPN 21 53,82 £ 5,02 47,00 £ 7,91 44,09 £ 9,96 56,00 + 6,87
DPN 51 171,09+ 13,00 173,91 +17,99 169,18 + 17,17 176,73 + 14,40
DPN 245 304,00 £ 24,93 285,50 + 23,33 297,22 £ 27,27 304,50 + 32,59
Ganho de peso (g)
115 + 16,69 128 £ 11,12 125+ 11,79 123 +11,61 0,860
DPN 21-51°
Consumo de BPA
) 0 85,55 + 1,60 83,36 + 1,45 0,560
(ng/kg/dia)®

DNP: dieta normoproteica; DHP: dieta hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A;

DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol A; DPN: dia pés-natal. *® Ndo houve diferencas estatisticas.

Dados expressos em Média + DP.
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Figura 3. Ganho de peso. Grafico de ganho de peso durante o periodo experimental (250 dias),
administracdo do BPA e iniciagdo com DMBA. Dados expressos em Média + DP. DNP: dieta
normoproteica; DHP: dieta hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA:
dieta hipoproteica e Bisfenol A; DMBA: 7,12-dimetilbenzantraceno.
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Figura 4. Desenvolvimento da glandula maméaria. Gréfico de medidas de comprimento da arvore
mamaria. Dados expressos em Média + DP. DNP: dieta normoproteica; DHP: dieta hipoproteica;

DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol A.
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Figura 5. Desenvolvimento da glandula mamaria. Gréfico de contagem dos brotos terminais (TEBS)
e ductos terminais (TDs) na extremidade da arvore mamaria. Dados expressos em Média + DP. DNP:

dieta normoproteica; DHP: dieta hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A,

DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol A.

Figura 6. Morfologia da glandula mamaria. Coloragdo Picrosirius-Hematoxilina, objetiva 10x. (A)
DNP: dieta normoproteica; (B) DHP: dieta hipoproteica; (C) DNP+BPA: dieta normoproteica e
Bisfenol A; (D) DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol A.
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Figura 7. Morfologia da glandula mamaria. Proporcao de area ocupada pelo tecido adiposo, fibras
colagenas e epitélio das glandulas mamarias. Diferentes letras indicam diferengas estatisticas entre os
grupos. Dados expressos em Média + DP. DNP: dieta normoproteica; DHP: dieta hipoproteica;
DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol A.
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Figura 8. Andlise de apoptose. (A) Células em apoptose (seta). Coloracdo Hematoxilina-Eosina,
objetiva 40x. (B) Porcentagem de células apoptoéticas. Diferentes letras indicam diferencas estatisticas
entre 0s grupos. Dados expressos em Média + DP. DNP: dieta normoproteica; DHP: dieta
hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol
A.
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Figura 9. Proliferacéo celular. Porcentagem de marcagéo de proliferacéo celular (Ki-67). Nao houve
diferencas estatisticas entre os grupos. Dados expressos em Média = DP. DNP: dieta normoproteica;
DHP: dieta hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA: dieta

hipoproteica e Bisfenol A.

Figura 10. Proliferacdo celular. Marcagdo imunoistoquimica para Ki-67. Objetiva 40x. (A) DNP:
dieta normoproteica; (B) DHP: dieta hipoproteica; (C) DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A,
(D) DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol A.
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Figura 11. Receptor de Progesterona. Porcentagem de marcacdo do receptor de progesterona (RP).
Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre os grupos. Dados expressos em Média + DP.
DNP: dieta normoproteica; DHP: dieta hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A;
DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol A.

Figura 12. Receptor de Progesterona. Marcagdo imunoistoquimica para RP. Objetiva 40x. (A) DNP:

dieta normoproteica; (B) DHP: dieta hipoproteica; (C) DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A,
(D) DHP+BPA: dieta hipoproteica e Bisfenol A.
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Figura 13. Receptor de Estrégeno-a. Fold-change da expressao proteica do receptor de estrégeno-a
(RE-a)). Diferentes letras indicam diferengas estatisticas entre os grupos. DNP: dieta normoproteica;

DHP: dieta hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA: dieta

hipoproteica e Bisfenol A.
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Figura 14. Receptor de Estrogeno-p. Fold-change da expresséo proteica do receptor de estrogeno-p
(RE-B). Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre os grupos. DNP: dieta normoproteica;

DHP: dieta hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA: dieta

hipoproteica e Bisfenol A.
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Figura 15. Laténcia tumoral. Gréafico de aparecimento dos tumores. DNP: dieta normoproteica; DHP:

dieta hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA: dieta hipoproteica e

Bisfenol A.

Tabela 3. Dados de carcinogenicidade. Pardmetros observados nos diferentes grupos experimentais

apos a administracdo da DMBA.

Parametros

Grupos experimentais

DNP DHP

DNP+BPA DHP+BPA

Ndmero de ratos

Aparecimento do primeiro tumor

(semanas)
Incidéncia tumoral (%)

Ndmero total de adenocarcinomas

mamarios

Multiplicidade

(n° de tumores/total de animais)

Tipos histoldgicos
Adenocarcinoma tubular
Adenocarcinoma papilifero
Adenocarcinoma cribriforme
Adenocarcinoma comedo
Adenocarcinoma papilifero/tubular

Adenocarcinoma cribriforme/tubular

11 11

31 14

182 36%

0,182 0,912

o O o O Bk
O B O O » b»

11 11
13 12
73° 64% 0,032

20 18

0,007
0,018

1,820 1,64°

[ N e
R, A O M 00 W
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Grupos experimentais

Pardmetros
DNP DHP  DNP+BPA DHP+BPA
Adenocarcinoma cribriforme/comedo 0 1 0 1
Fibroma 0 0 1 0
Fibroadenoma 0 0 1 1
Tumor de Zimbal 0 1 1 1

Diferentes letras indicam diferengas estatisticas entre os grupos. DNP: dieta normoproteica; DHP:
dieta hipoproteica; DNP+BPA: dieta normoproteica e Bisfenol A; DHP+BPA: dieta hipoproteica e
Bisfenol A; DMBA: 7,12-dimetilbenzantraceno.

Figura 16. Tipos histologicos de lesdes mais prevalentes nas glandulas mamarias. Objetiva 20x.
(A) Adenocarcinoma Papilifero; (B) Adenocarcinoma Cribriforme; (C) Adenocarcinoma Tubular; (D)
Adenocarcinoma Comedo.
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