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APRESENTACAO

A colecdo “A Estruturacdao e Reconhecimento das Ciéncias Bioldgicas na
Contemporaneidade” da Atena Editora € uma obra composta de dois volumes e refere-
se a uma série de investigagdes e contribuicbes nas areas das Ciéncias Biologicas e que
se fundamentam na discusséo cientifica e em trabalhos categorizados e interdisciplinares
desenvolvidos por autores de varios segmentos, potencializando discussdes e abordagens
contemporaneas em temas variados das Ciéncias Biologicas. Assim, a colegéo é para todos
os profissionais pertencentes as Ciéncias Biolégicas e suas areas afins, especialmente
aqueles com atuacdo no ambiente académico e/ou profissional. Cada volume foi organizado
de modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque por
area da Biologia, onde os capitulos podem ser lidos na ordem que vocé desejar e de acordo
com sua necessidade.

O Volume | — “Meio Ambiente e Biodiversidade”, através dos seus 16 capitulos
aborda a heterogeneidade e aplicagéo de conceitos nas areas de meio ambiente, ecologia,
sustentabilidade, botanica, micologia e zoologia, como levantamentos/inventarios e
discussoes sobre a importancia da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as
espécies. As tematicas exploradas neste volume sdo de grande relevancia, pois apesar
da preocupacéo com a biodiversidade e com o estado do meio ambiente nédo ser recente,
sabe-se que foi nas Gltimas décadas do século XX que essa teméatica entrou definitivamente
no discurso dos cidadaos, na sociedade civil, na agenda dos governos, na imprensa e
ganhou as ruas. No entanto, se observa que essa preocupacéo ainda néao se transformou
efetivamente em praticas educativas, administrativas e operacionais efetivas, o que coloca
em risco todos os seres vivos e recursos naturais. Desta forma, o volume | procura auxiliar
a realizagdo de trabalhos nestas areas e no entendimento e desenvolvimento de praticas
que podem ser adotadas no &mbito da educacédo, em espacgos formais e ndo formais de
ensino, para o meio ambiente e manutencgéo da biodiversidade de forma de compreender,
refletir, responder e/ou minimizar os graves problemas ambientais.

O Volume Il — “Saude e Biotecnologia”, rene 18 capitulos que apresenta de
forma categorizada discussdes e estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de
ensino e pesquisa do pais, que apresentam resultados bem fundamentados de trabalhos
de experimentos laboratoriais, de campo e de revisado de literatura realizados por diversos
professores, pesquisadores, graduandos, e pos-graduandos, cujas pesquisas seréo
apresentadas de maneira objetiva e didatica. A producéo cientifica no campo da Saude e
da Biotecnologia € ampla, complexa e interdisciplinar. Portanto, os capitulos que compdem
este volume refletem essa diversidade de olhares.

Assim, o resultado dessa experiéncia, que se traduz nos dois volumes organizados,
objetiva apresentar ao leitor a complexidade e a diversidade de questdes e dimensdes
inerentes as areas de Meio Ambiente, Biodiversidade, Saude e Biotecnologia, como pilares



estruturantes das Ciéncias Biolégicas na contemporaneidade. Por fim, esperamos que
a leitura aqui proposta possa disseminar e apoiar a constru¢do novos estudos, saberes
e praticas pautadas no reconhecimento da importancia dos seres vivos e dos recursos
naturais, com uma visédo multidimensional para a saude planetéria e para o enriquecimento

de novas atitudes e praticas multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Boa leitura!

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: O Bisfenol A (BPA) é um composto
quimico sintético amplamente utilizado em
utensilios do cotidiano, sendo contaminante dos
alimentos, do solo, do ar e da agua. O BPA é
considerado um desregulador endécrino (DE),
sendo observado em modelos experimentais
que este DE pode aumentar o risco ao céncer
de mama e a obesidade, e promover prejuizos
na funcéo reprodutiva principalmente quando os
roedores sdo expostos durante o desenvolvimento
intrauterino ou pos-natal. Porém, séo escassos
os estudos que demonstrem as ag¢des deste DE
na pdés-menopausa, periodo que ha aumento
da incidéncia de doencgas crbnicas como a
obesidade e cancer no sexo feminino. Neste
estudo, avaliamos os efeitos da exposicéo ao
BPA por 90 dias sobre a glandula mamaria
de camundongos fémeas ovariectomizadas
(OVX) alimentadas com dieta hiperlipidica



(HFD). A ingestao de HFD aumentou o peso corporal, mas ndo modificou o peso do Utero
nas fémeas OVX HFD, em relagéo as controles (CTL). A exposicdo ao BPA nao modificou
estes parametros nas fémeas que ingeriram HFD (grupo HBPA). As fémeas OVX HBPA ou
alimentadas com dieta normolipidica (grupo CBPA), apresentaram maior nimero de ductos
na glandula mamaria, com aspecto mais desenvolvido, tendo lumen ligeiramente dilatado
preenchido por secre¢éo. Porém, nos grupos HFD e CTL os ductos da glandula mamaria
eram escassos e atroficos. Além disso, fémeas HFD apresentaram hipertrofia dos adipécitos
subcutaneos adjacentes a glandula maméaria. A exposicao ao BPA nado alterou esses
parametros morfologicos dos adipoécitos nos grupos HBPA e CBPA. Portanto, a exposicéo
ao BPA na p6s-menopausa nao modificou o desenvolvimento da obesidade induzida pela
ingestao de HFD, mas promoveu ac¢des troficas e secretorias na glandula mamaria que foram
independentes do tipo de dieta ingerida.

PALAVRAS - CHAVE: desregulador end6crino, ovariectomia, obesidade.

ACTIONS OF BISPHENOL-A EXPOSURE ON MAMMARY GLAND OF
POSTMENOPAUSAL FEMALE MICE FED ON A NORMO OR HIPERLIPIDIC DIET

ABSTRACT: Bisphenol A (BPA) is a synthetic chemical compound widely used in everyday
utensils, being a contaminant of food, soil, air and water. BPA is an endocrine disruptor (ED),
since experimental evidence demonstrated that it may impair the reproductive function and the
mamary gland morphofunction, mainly when rodents are exposed to BPA during intrauterine
or postnatal life periods. However, the literature lacks information about the effects of this ED
in postmenopause, a period in which there is an increased risk to obesity and cancer. Herein,
we evaluated the effects of BPA exposure for 90 days on obesity development and mammary
gland morphology in female ovariectomized (OVX) mice fed on a high-fat diet (HFD). HFD
intake increased body weight and adiposity, but did not change the weight of the uterus in
OVX HFD females. BPA exposure did not change HFD-induced obesity or uterus weight
in OVX HFD females exposed to BPA (HBPA group). Both BPA exposed groups [HBPA,
or control BPA (CBPA)] exhibited mammary gland with various ducts, which were more
developed and displayed dilated lumen containing secretion. But, in HFD or CTL females,
the ducts of mammary gland were extremely atrophic. Furthermore, HFD females exhibited
hypertrophic adipocytes in the mammary gland, when compared to CTL. BPA exposure did
not alter these morphological parameters in HBPA or CBPA females. Therefore, BPA exposure
in postmenopausal female mice not changed obesity induced by HFD intake, but exhibited
trophic and secretory actions in mammary gland which were independently of the type of diet
ingested.

KEYWORDS: Endocrine disruptor, ovariectomy, obesity.

11 INTRODUGAO

A obesidade é uma pandemia que dentre as condi¢cdes que elevam o risco para sua
manifestacdo destaca-se o aumento da ingestdo de alimentos hipercaléricos, reducdo da
atividade fisica e o envelhecimento (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019). A menopausa é um

marcador do envelhecimento no sexo feminino e ocorre devido a redugéo progressiva da
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funcado ovariana e das concentragdes de estrogénio, resultando na parada da menstruagéo,
e ap6s 12 meses consecutivos de amenorreia, estabelece-se a pés-menopausa (BLUMEL
et al., 2014). Neste periodo, a mulher experiencia mudancgas significativas no metabolismo
que aumentam a susceptibilidade ao desenvolvimento de doengas crénicas como a
obesidade, diabetes e cancer (DISTEFANO, 2020).

O bisfenol A (BPA; 4,4-dihidroxi-2,2-difenilpropano) € um monémero utilizado desde
a década de 1960 na producao de policarbonato e resinas ep6xi que sdo matéria-prima
para os recipientes plasticos e de metais que armazenam alimentos e bebidas, e outros
utensilios do cotidiano. A exposicéo oral ao BPA, é a mais frequente, mas como o BPA é
contaminante do ar, solo e aguas residuais (BACLE et al., 2016; GRAZIANI; CARRERAS;
WANNAZ, 2019; PETEFFI et al., 2019), os individuos também sao expostos por via cutanea
e respiratoria. O BPA é considerado um desregulador endécrino (DE) por ser agente
quimico exdgeno que interfere em qualquer aspecto da acédo dos horménios (GORE et al.,
2015). Esse DE pode exercer ag¢des estrogénicas e anti-androgénicas, sendo classificado
como xenoestrogénio capaz de interagir com os receptores para estrogénio, androgénios e
para fatores de crescimento (MURATA; KANG, 2018).

Estudos tém relacionado a exposicdo ao BPA no periodo intrauterino e/ou pds-
natal com prejuizos reprodutivos, como aceleragcéo do desenvolvimento puberal (LOZADA;
KERI, 2011), diminuicdo da espermatogénese (CHITRA, 2003), prejuizos na foliculogénese
(SANTAMARIA et al., 2016) e aumento da proliferagédo do epitélio dos ductos da glandula
mamaria (BETANCOURT et al., 2010; THARP et al., 2012). Além disso, a exposi¢cao ao BPA
no periodo intrauterino ou durante a idade adulta aumenta o risco de desenvolvimento de
tumores na glandula mamaria (BETANCOURT et al., 2010; JENKINS et al., 2011; LOZADA;
KERI, 2011) e modifica o estroma endometrial, diminuindo o suporte nutricional endometrial
e a implantagéo do zigoto (LI et al., 2016).

O BPA também é considerado agente obesogénico atuando por diversas vias
de sinalizagdo celular que modificam o metabolismo lipidico e contribuem para a maior
deposicdo ectépica de gordura (FIGUEIREDO et al.,, 2020; LEGEAY; FAURE, 2017).
Portanto, como a obesidade contribui para a reducédo da funcéo reprodutiva em mulheres,
bem como para o maior risco de desenvolver cancer no Utero e nas glandulas mamarias
(ONSTAD; SCHMANDT; LU, 2016; REEVES et al., 2007), a exposi¢ao ao BPA pode contribuir
tanto direta quanto indiretamente para os prejuizos reprodutivos e no desenvolvimento de
cancer no sexo feminino. Porém, a literatura carece de dados sobre as acbes deste DE
na poés-menopausa, periodo no qual o risco para a obesidade e suas comorbidades é
maior (CHEN; MADAK-ERDOGAN, 2018; DISTEFANO, 2020; SLOPIEN et al., 2018). A
obesidade também aumenta o risco de cancer na glandula mamaria de mulheres na poés-
menopausa, sendo a maior adiposidade potencial fonte endégena de estrogénio que supre
os tumores responsivos a este horménio (MOHANTY; MOHANTY, 2019). Levando em
consideragdo que o BPA também se acumula no tecido adiposo (DOERGE et al., 2011), a

A Estruturacao e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 3 m



exposicéo a este DE na p6s-menopausa poderia acelerar o desenvolvimento da obesidade
e de alteragbes no trato reprodutivo e nas glandulas mamarias, aumentando o risco ao
cancer. Desta forma, neste estudo avaliamos a obesidade, o peso do Utero e a morfologia
e histomorfometria da glandula mamaria de camundongos fémeas ovariectomizadas (OVX)
alimentadas com dieta hiperlipidica (HFD).

21 METODOLOGIA

2.1 Inducao da Menopausa Cirurgica por Ovariectomia Bilateral

Camundongos fémeas Swiss de 100 dias de vida foram mantidas no biotério setorial
sob condi¢bes padronizadas de temperatura (21 + 2°C), umidade e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12h; Aprovacao CEUA UFRJ-Macaé: 035). Todos os camundongos foram
submetidos a ovariectomia bilateral que seguiu as normas de vivissecgdo de animais
descritas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério sob a lei n°
11.794, de 08/10/2008 e a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais
para Fins Cientificos e Didaticos (RESOLUCAO NORMATIVA CONCEA N° 12, DE 20 DE
SETEMBRO DE 2013). Os camundongos foram anestesiados via intraperitoneal (IP) com
cetamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (10 mg/kg de peso corporal). Apés, 0s
camundongos receberam 50 mg/kg de peso corporal de dipirona por via subcutanea para
analgesia (FIGUEIREDO et al., 2020). Foi realizada laparotomia bilateral para acesso aos
ovarios que foram retirados juntamente com o tecido adiposo periovariano. Em seguida,
procedeu-se a sutura separada da musculatura e da pele. Ap6s 14 dias da ovariectomia,
foi realizada a constatacdo da indugcdo da menopausa cirlrgica pela observagcdo ao
microscopio oOptico da citologia vaginal coletada com auxilio de conta-gotas contendo
solugéo de 0,9% de NaCl.

2.2 Grupos Experimentais

Fémeas OVX que apresentaram por 14 dias citologia vaginal em anestro (Fig. 1;
HENRIQUES et al., 2010; YOU et al., 2015) foram distribuidas aleatoriamente nos grupos
experimentais: Controle (CTL), CTL exposto ao BPA (CBPA), dieta hiperlipidica (HFD) e
HFD exposto ao BPA (HBPA). As fémeas OVX receberam por 90 dias ragédo padréo (Nuvital,
Nuvilab CR1, Curitiba, PR, BRA) normolipidica (4,6% das kcal ingeridas provenientes de
gordura) ou racao hiperlipidica (65,4% das kcal provenientes de gordura) e agua filtrada
contendo 0,01% de etanol sem (veiculo; grupos CTL e HFD, respectivamente) ou com 1
ug/mL de BPA (grupos CBPA e HBPA, respectivamente). A exposicéo pela agua de beber
visou menor estresse aos roedores e a dose escolhida se baseou nos estudos anteriores
do nosso grupo de pesquisa que demonstrou que nesta dose o BPA causa prejuizos
morfofuncionais ao pancreas enddcrino e figado (FIGUEIREDO et al., 2020; OLIVEIRA et
al., 2020). Previamente foi relatado que com base no consumo hidrico diario das fémeas
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OVX CBPA e HBPA a dose diaria de exposicao ao BPA foi de 70 pg/kg/dia (FIGUEIREDO
et al., 2020).

Figura 1: Fotomicrografias de citologia vaginal em anestro observada a fresco. Em A observa-
se grande quantidade de leucdcitos (circulo: O) e muco denso (setas: T). Em B observa-se
grande quantidade de leucdcitos e algumas células profundas (cabecga de seta: »). Barra de
escala =100 pm.

2.3 Avaliacdo da Obesidade e do Peso do Utero

O peso corporal foi registrado no inicio do periodo experimental em todos os grupos
de fémeas OVX. Apo6s 90 dias de exposicdo ao BPA e/ou ingestao de HFD, todas as fémeas
foram pesadas e o comprimento nasoanal (CNA) foi medido para obtenc&o do indice de
Lee (peso corporal”/CNA x 1000). Em seguida, os camundongos foram eutanasiados por
decapitacao, procedeu-se a dissecagao da pele na regido abdomino-inguinal para a coleta
do tecido adiposo subcuténeo e glandulas mamarias. Foi realizada laparotomia para coleta
e pesagem do Utero, e das gorduras periuterinas e parametriais. O ganho de peso corporal
total durante o periodo experimental foi obtido pela subtragdo do peso no dia da eutanasia
pelo peso corporal registrado no inicio do periodo experimental (OLIVEIRA et al., 2020).

2.4 Morfologia e Histomorfometria das Glandulas Mamarias

A glandula mamaria foi fixada em solugdo de formol de Carson por 48 h. Apés, o
tecido foi desidratado em série ascendente de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina purificada (Biotec®, Sao José dos Pinhais, PR, BRA). Foram obtidas sec¢bes semi-
seriadas de 5 um, com espagamento de 100 um entre os cortes. As secgdes foram coradas
com hematoxilina e eosina (HE) e apés registradas com o auxilio de cAmera acoplada ao
microscopio Optico. Para a analise das areas percentuais na glandula mamaria, em cada
uma das imagens das seccdes da glandula mamaéria foi aplicada uma grade de pontos com
auxilio do software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/), e a partir da contagem manual, foram
determinadas as estruturas mamarias de interesse (ductos-acinos, gordura-conjuntivo e luz
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de ductos e acinos da glandula mamaria). As areas percentuais dos parametros avaliados
na glandula mamaéaria foram calculadas conforme descrito por POMPEI et al. (2005) com
pequenas modificacdes. Além disso, foi realizada a contagem do numero de adipécitos por
campo avaliado da glandula mamaéria, e o didmetro dos adip6citos foi manualmente medido
utilizando-se a ferramenta line do Image J, sendo os valores em pixels corrigidos para
micrémetros (um) pela calibracdo do software com lamina contendo régua de calibracao

para microscopia.

2.5 Western Blotting

Fragmentos da glandula maméaria foram homogeneizados em solugcdo contendo
agentes anti-proteases e anti-fosfatases e apo6s centrifugados a 15294 g por 40 min.
Procedeu-se a quantificacdo proteica das amostras pelo método de Bradford e incubacao
a 100 °C por 5 min de 75 ug de cada amostra com 30% de tampao Laemmli (0,1% de azul
de bromofenol, 1 M de fosfato de sodio, 50% de glicerol e 10% de SDS). As proteinas
foram separadas por eletroforese em gel bifasico de poliacrilamida e transferidas para
membrana de nitrocelulose (BioRad), as quais foram incubadas a 4°C overnight com
anticorpo primario para a isoforma a do receptor nuclear de estrogénio (ER-a; 1:1000,
ab32063, Abcam), seguida da incubagéo por 2h com anticorpo policlonal anti-IgG (1:10000,
Invitrogen, S&o Paulo, SP, BRA). A deteccdo das proteinas foi realizada utilizando
reagentes quimioluminescentes e o registro foi feito através de fotodocumentador (L-Pix
Chemi Express, Loccus do Brasil, Cotia, SP, BRA). O procedimento foi repetido em todas
as membranas, incubando-as com anticorpo para a-tubulina (1:10000, T6074, Sigma
Aldrich), que foi utilizada como proteina controle da expresséo proteica. A quantificagdo
da densitometria das bandas foi feita através do software Image J (https://imagej.nih.gov/
ij/download.html).

2.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) para o
numero (n) de fémeas OVX/grupo indicado nas legendas da tabela 1 e figuras. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Prism 5.0 (GraphPad Software,
USA). Os resultados foram submetidos ao teste de distribuicdo de normalidade Kolmorogov-
Smirnov e entdo direcionados para testes de comparagcao paramétricos (ANOVA de uma
via seguida de Newman-Keuls) ou ndo paramétricos (Kruskal-Wallis seguido de Dunns). P
< 0,05 foi adotado como critério de significancia.

31 RESULTADOS

3.1 Avaliacdo da Obesidade e do Peso do Utero

Ao inicio do periodo experimental, o peso corporal foi similar entre todos os grupos
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estudados de fémeas OVX (Fig. 2A). Apds 90 dias de ingestdo de HFD as fémeas OVX
apresentaram aumento de 26% no peso corporal e maior ganho de peso corporal durante
o periodo experimental (Fig. 2C), quando comparadas as fémeas CTL (P < 0,001 e P <
0.0001, respectivamente). O grupo HFD também apresentou aumento de 40% e de 51%
no peso das gorduras periuterinas (Fig. 2F) e parametriais (Fig. 2G), respectivamente,
em relagéo as fémeas CTL (P < 0,05 e P < 0.01, respectivamente). Porém, ndo houveram
diferengcas no CNA, indice de Lee e no peso do Utero entre as fémeas HFD e CTL (Fig. 2D,
2E e 2H). A exposi¢éo ao BPA n&o modificou os parametros de obesidade e o peso do utero
tanto nas fémeas que consumiram HFD (grupo HBPA), quanto as alimentadas com dieta
normolipidica (CBPA; Fig. 2).
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Figura 2: Média + EPM do peso corporal inicial (A) e final (B), ganho de peso corporal total
(C), do comprimento nasoanal (CNA; D), indice de Lee (E), peso da gordura periuterina (F) e
parametrial (G), e do peso do utero (H) de camundongos fémeas OVX CTL (n = 7), CBPA (n =
7), HFD (n = 8) e HBPA (n = 7). Letras diferentes representam diferencas estatisticas (ANOVA

de uma via seguida de Newman-Keuls, exceto para o peso do Gtero cujos dados foram
comparados por Kruskal-Wallis seguido de Dunns, P < 0,05).

3.2 Morfologia, Histomorfometria e Expresséao proteica do ER-a na Glandula
Mamaria

A morfologia da glandula mamaria pode ser observada na figura 3. Em todos os
grupos as areas dos ductos apresentaram-se mais frequentes do que as areas dos brotos
alveolares (Ultimo estagio de ramificacao das glandulas maméarias de camundongos). Em
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nenhum dos grupos foi observada a presenca do pigmento de lipofuscina, ou de mitose
e apoptose. Também ndo foram vistas alteracbes adaptativas (hiperplasia, metaplasia
ou displasia) ou neoplasicas (Fig. 3). Nos grupos CTL e HFD foram observadas ampla
presenca de tecido adiposo e conjuntivo e escassos ductos, que quando presentes, eram
pouco desenvolvidos apresentando luz sem dilatag@o ou secrecao (Fig. 3). A exposicao ao
BPA promoveu agdes troficas na glandula mamaria tanto de fémeas CBPA quanto HBPA,
sendo observado maior nimero de ductos, os quais eram bem desenvolvidos, com luz

ligeiramente dilatada contendo secre¢cdo em sua maioria (Fig. 3).

CTL ! CBPA

HFD : HBPA

Figura 3: Fotomicrografias da glandula mamaria de camundongos fémeas OVX expostas
ao BPA e alimentadas ou ndo com HFD. No grupo CTL e HFD o parénquima da glandula
apresentou grande quantidade de tecido adiposo e escassos ductos/acinos (setas: 1), os quais
se apresentavam pouco desenvolvidos e sem dilatacdo e/ou secrecao luminal. Nos grupos
expostos ao BPA, fémeas CBPA e HBPA exibiram o tecido da glandula com ductos (seta: 1)
mais desenvolvidos e preenchidos com secregéo na luz (asterisco: *). As fémeas HFD e HBPA
apresentaram adipécitos hipertréficos na glandula mamaéria (seta dupla: <). Barra de escala =
100 ym. Secgdes histolégicas de 5 ym em espessura. Coloragao HE.

A tabela 1 mostra os pardmetros histomorfométricos da glandula maméaria. O
percentual da area ocupada por ducto/acino, luz e o percentual de gordura/tecido conjuntivo
foram similares nas glandulas mamarias de fémeas expostas ou ndo ao BPA e que
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consumiram ou nao HFD (Tab. 1). Porém, foi observado aumento de 26% no diametro dos
adipécitos, sem modificagéo para o numero (N.) de adipdcitos/campo avaliado na glandula
mamaria das fémeas HFD, em relagdo as CTL (P < 0.001; Tab. 1). As fémeas HBPA

apresentaram adip6citos hipertroficos na glandula mamaria similares aos observados no

grupo HFD (Tab. 1).

CTL CBPA HFD HBPA
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
% Ducto/acino 2,83 +0,68 570+1,75 3,19 £ 0,58 4,97 +2,53
% Luz ducto 0,00 = 0,00 0,80 +0,80 0,20 £ 0,20 1,00 = 1,00
% gordura/tecido conjuntivo 96,00 1,14 73,20 + 4,63 96,60 £ 0,93 94,40 £ 2,69
N. adipdcitos/campo 38,00 +3,77 4450+7,39 31,74+457  33,33+233
Didmetro dos adipocitos (um) 56,75 +1,99° 56,70 +2,55* 71,563 +226° 71,71 +1,93°

Dados sao médias + EPM. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (Kruskal-Wallis

seguido de Dunns, P < 0,05).

Tabela 1: Parametros histomorfométricos avaliados na glandula maméaria de camundongos
fémeas OVX expostas ao BPA e alimentadas ou ndo com HFD.

A figura 4 mostra a expressao proteica do ER-a na glandula mamaria das fémeas
OVX expostas ao BPA em associagao ou nao com ingestao de HFD. O tipo de dieta ingerida

ou a exposicao ao BPA ndo modificaram o contetdo proteico do ER-a na glandula maméria

das fémeas OVX.

ere [ |

a-Tubulina m

250+

200

150+

100+ T

50

%em relacao ao CTL

CTL CBPA HFD HBPA

Figura 4: Bandas representativas do Western blotting para o ER-a e a-tubulina, e médias
+ EPM do percentual da expresséo proteica do ER-a/a-tubulina na glandula mamaria de
camundongos fémeas OVX CTL (n = 3), CBPA (n = 3), HFD (n = 3) e HBPA (n = 3). Dados

analisados por Kruskal-Wallis seguido de Dunns, P < 0,05.
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41 DISCUSSAO

Apesar de haver dados na literatura demonstrando que o BPA pode aumentar a
adiposidade (LEGEAY; FAURE, 2017), em nosso estudo nédo evidenciamos exacerbamento
dos parametros indicadores de obesidade nas fémeas HBPA e CBPA. Dados da literatura
indicam que os efeitos obesogénicos do BPA podem divergir de acordo com o periodo/
tempo de exposicao, a concentracao utilizada, pelo tipo de dieta associada, e até mesmo
pela hiperatividade dos roedores (RUBIN; SCHAEBERLE; SOTO, 2019). A exposicao de
ratas Sprague-Dawley a 70 pg/kg/dia de BPA no periodo gestacional e lactagdo aumentou
na geragdo F1 o peso corporal e o estoque de tecido adiposo branco perigonadal (SOMM
et al., 2009). Por outro lado, fémeas C57BI/6 na idade adulta expostas a 5, 50, 500, e
5000 pg/kg/dia de BPA e alimentadas com HFD, ndo apresentaram elevacdo do peso
corporal ou adiposidade (YANG et al.,, 2016). FERGUSON et al. (2011) relacionaram a
néo alteragdo da adiposidade e do peso corporal na prole F1 de ratas Sprague-Dawley
expostas ao BPA a maior atividade locomotora. Essas evidéncias experimentais aliadas
as observagbes do nosso estudo, sugerem que ha varios fatores que podem regular e
interferir nas acbes obesogénicas do BPA. Além disso, recentemente demonstramos que
apesar de camundongos fémeas na pds-menopausa expostas ao BPA ndo apresentarem
modificacdes no peso dos estoques viscerais de gordura (FIGUEIREDO et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2020), o DE aumentou a deposigédo de gordura no figado (FIGUEIREDO
et al.,, 2020). Portanto, as acbes obesogénicas do BPA podem ndo ser observadas
somente com procedimentos que avaliam macroscopicamente a adiposidade, assim nao
descartamos que modificagdes moleculares e funcionais no tecido adiposo possam estar
sendo induzidas pelo BPA nas fémeas OVX CBPA e HBPA.

E importante destacar que o peso uterino é um dos indicadores para a avaliacéo da
acao hormonal estrogénica (HENRIQUES, 2013). Porém, o peso uterino das fémeas CBPA
e HBPA néao diferiu dos seus respectivos grupos controles ndo expostos ao xenoestrogénio,
indicando acéo hormonal fraca do BPA neste tecido. Porém, a analise histomorfologica da
glandula mamaria dos grupos expostos ao BPA demonstrou que este DE exerceu agéao
hormonal neste tecido, mas de forma independente do tipo de dieta consumida pelas
fémeas OVX.

Muitos estudos tém relacionado a exposicao ao BPA, nos periodos de vida intrauterino
ou pos-natal, com modificagbes troficas e proliferativas na glandula mamaria (BETANCOURT
et al., 2010; THARP et al., 2012; MANDRUP et al., 2016). Mas, pouco se sabe sobre os
efeitos da exposicao a este DE no periodo da p6és-menopausa. Camundongos fémeas
CD-1 expostas a 250 ng/kg/dia de BPA durante a vida intrauterina, e que foram OVX aos
25 dias de vida po6s-natal, apresentaram ap6s 10 dias da ovariectomia, aumento do niUmero
de brotos alveolares terminais em relacdo a area ocupada pela arvore ductal da glandula
mamaria, porém, sem diferencas para a area ductal (MUNOZ-DE-TORO et al., 2005). Sabe-
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se que os brotos alveolares terminais séo as estruturas frequentemente associadas com a
susceptibilidade ao cancer (LOZADA E KERI, 2011). Entretanto, essas estruturas nao sao
encontradas em roedores submetidas a ovariectomia, cuja estrutura mamaria se apresenta
atrofica, com presenca apenas de ductos e acinos (HENRIQUES, 2013). Corroborando
com isso, em nosso estudo, os brotos alveolares terminais ndo foram observados em todos
0s grupos de fémeas OVX, bem como a glandula mamaria apresentou atrofia nos grupos
CTL e HFD. A exposicao ao BPA modificou este padrao tecidual da p6s-menopausa, visto
que tanto fémeas CBPA, quanto HBPA, apresentaram a glandula mamaria com ductos e
acinos mais desenvolvidos, com lumen dilatado e contendo secrecéo. Essas caracteristicas
também foram previamente relatadas em roedores fémeas expostas ao BPA no periodo
intrauterino (MARKEY et al., 2001) ou idade adulta (IBRAHIM; ELBAKRY; BAYOMY, 2016),
porém, as fémeas CBPA e HBPA nao demonstraram alteragbes hiperplésicas do epitélio
ductal, um achado frequente nos estudos que abordam a exposigdo ao BPA durante a
vida intrauterina e relacionam o xenoestrogénio a carcinogénese (MANDRUP et al., 2016;
IBRAHIM; ELBAKRY; BAYOMY, 2016).

As acles tréficas e proliferativas do BPA sobre a glandula mamaria podem ser
mediadas por ativacdo de receptores para o estrogénio (MURATA; KANG, 2018). Em
roedores ou primatas ndo-humanos o maior desenvolvimento dos tecidos da glandula
mamaria foi relacionado ao aumento da expresséao do ER-a (IBRAHIM et al., 2016; THARP
et al., 2012). Mas, em nosso estudo, o maior trofismo do tecido mamario das fémeas CBPA
e HBPA nao foi acompanhado por modificagbes na expressédo proteica do ER-a pelo DE.
Todavia, BETANCOURT et al. (2010) observaram que ratas Sprague-Dawley expostas a
250 pg/dia’kg de BPA durante a vida intrauterina apresentaram redug¢do da expresséao do
ER-a na glandula mamaria aos 50 dias de vida p6s-natal, porém aumento do contetdo
proteico mamario do ER-a aos 100 dias de vida. Desta forma, a expressao deste receptor
nuclear pode variar conforme o tempo de exposicao ao BPA. Além disso, é possivel que o
DE tenha promovido as agdes troficas na glandula mamaria das fémeas OVX CBPA e HBPA
por desbalango na dindmica de renovacgéo celular via ativagcdo de outros receptores. Em
acordo, foi demonstrado que a exposigdo ao BPA acelerou a tumorigénese por aumentar a
proliferacéo celular e reduzir a apoptose via ativagéo do receptor para o fator de crescimento
semelhante a insulina (JENKINS et al., 2011).

51 CONSIDERAGOES FINAIS

Nosso estudo, pela primeira vez, demonstrou que a exposi¢éo ao BPA durante a pos-
menopausa, associado a ingestao de dieta normolipidica ou hiperlipidica, causou agdes
tréficas e secretorias sobre a glandula mamaria, modificando o padréo estrutural do tecido
mamario neste periodo da vida. Ndo observamos alteragoes hiperplasicas ou displasicas
que poderiam ser consideradas pré-neoplasicas em roedores. Contudo, destaca-se que
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s80 necessarios maiores estudos, principalmente com abordagens moleculares, para se
descartar que a exposi¢do ao BPA durante a pdés-menopausa, ndo constitui fator de risco
ao surgimento precoce no sexo feminino de prejuizos no trato genital e nas glandulas

mamarias.
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