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Resumo

Desreguladores endocrinos sdo substancias capazes de interferir na sintese, na
secrecd0 e no metabolismo de hormoénios. Dentre elas destacam-se o 4-
Nonilfenol (NP) e o Bisfenol A (BFA) conhecidos por ligarem-se aos receptores
de estrégenos e assim interferir nas suas a¢des. Por isso, este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos do BFA em camundongos sensitizados por NP durante
a fase perinatal. Para tal, camundongas Balb/C receberam diariamente, durante a
gravidez e a lactacdo, agua, 6leo de milho ou NP (50 mg/Kg). A prole das fémeas

gue receberam agua ou 6leo de milho, ap6s o

desmame até aos 590 dia de vida, recebeu o mesmo que as méaes, constituindo

os grupo Agua/Agua e Oleo/Oleo, respectivamente. Ja a prole das fémeas que
receberam NP passou a receber, 4gua, 6leo de milho ou BFA (25ug/kg)
constituindo, respectivamente, os grupos NP/Agua, NP/Oleo e NP/BFA. ONP e 0
BFA foram solubilizados em o6leo de milho. Inicialmente avaliou-se se a
exposicdo ao NP durante a gestacdo afetava a relacdo macho/fémea entre os
nascidos. Depois se avaliou a possivel toxicidade do BFA nos animais
sensitizados por NP dosando-se os niveis séricos de Fosfatase alcalina, Gama
glutamiltransferase, Aspartato aminotransferase, Alanina aminotransferase,
creatinina, ureia e progesterona, além de ter-se analisado a morfologia do figado,
rins e baco. J& o efeito do BFA nos tecidos mamario e endometrial foi avaliado
por meio de anélises morfolégicas e determinacdo do nivel do antigeno nuclear
de proliferacéo celular. A exposicdo ao NP durante a fase perinatal ndo afetou a
relacdo machos/fémea entre os nascidos. Ndo foram observadas alteracfes
morfoldgicas no figado e no bago dos animais da geracdo F1, porém foram
observadas pequenas gotas hialinas no citoplasma de células de tubulos

contorcidos de animais do grupo NP/BFA. Em todos os
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grupos os niveis de enzimas hepéticas, ureia e creatinina estavam dentro
dos valores de referéncia. As fémeas do grupo NP/BFA apresentaram
atrofia dos ductos galactéforos e excesso de tecido adiposo nas
glandulas mamarias, além de espessamento do endométrio, embora a
proliferacéo celular ndo tenha aumentado. Os resultados deste estudo
sugerem que a exposicado cronica a baixas doses de BPA afeta a estrutura

das glandulas mamarias e do endométrio na idade adulta jovem.

Palavras-chave: desreguladores endodcrinos, 4-Nonilfenol; Bisfenol A;

toxicidade; glandula mamaria; endomeétrio.



Abstract

Endocrine disruptors are substances capable of affecting the reproductive
systems, the secretion and the hormones metabolism through the effects on the
synthesis. Among these disruptors, it can be highlighted the 4-Nonylphenol (NP)
and the bisphenol A (BFA), they are known for binding to the estrogen receptors
and for interfering on these hormones synthesis and also on the progesterone
synthesis. Since the estrogen and the progesterone are involved on the cell
proliferation on the mammary gland and endometrium tissues, this research
aimed to evaluate the effects of the exposure to low doses of 4-nonyphenol and
Bisphenol A in breast and endometrial tissue of mice. For such, Balb/C female
mice received daily, by gavage, during pregnancy and lactation, NP solubilized in
corn oil at a concentration of 50 mg/Kg or else corn oil or water. The offspring of
females that received water or corn oil, after weaning, started receiving the same
as their mothers, constituting the Water/Water and Oil/Oil group, respectively.
The offspring of females that received NP, after weaning, started to receive water,
corn oil or Bisphenol A solubilized in corn oil at a concentration of 25mcg/Kg,
thus constituting, respectively, the NP/Water, NP/Oil and NP/BFA groups. Initially,
it was evaluated whether the exposure to Nonyphenol affected the fertility rate
and the male/female ratio among newborns. Thereafter, it was evaluated in the
offspring the possible toxicity of NP and BFA dosing to the serum levels of the
enzymes alkaline phosphatase, gamma glutamyltransferase (yGT), aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and creatinine levels,
urea, and hormones involved in reproduction regulation. The determination of
toxicity also involves morphological examination of organs such as liver, kidney
and spleen. The effect of exposure to Nonylphenol and to Bisphenol A in breast

and endometrial tissues was evaluated by morphological
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analysis and determination of nuclear antigen expression level of cellular
proliferation (PCNA) in these tissues. Exposure to NP during pregnancy did
not affected litter size or the male/female ratio of the offspring. Morphological
changes weren’t observed in the liver nor in the spleen of F1 generation of
animals, but were observed hyaline droplets in the cytoplasm of distal
convoluted tubule cells of the NP/BFA group. The Oil/Qil, NP/Oil and NP/BFA
groups showed serum FAL lower than the Water/Water group while the Oil/Oil
group had a higher serum level of GT than the other groups. The NP/Water
group showed increased levels of SGOT and the NP//BFA group increased the
TGP. In all groups whose mothers received 4-nonylphenol, the urea levels
were lower than in the Water/Water group, but still within the reference
values. The NP/Water group showed higher progesterone level than the other
groups; while the Oil/Qil, NP/Oil and NP/BFA groups showed lower levels
compared to the Water/Water group. The NP/BFA group females showed
atrophy of duct mammary and excess of adipose tissue, and endometrium
spacing, although cell proliferation was not enhanced. The results of this
research suggest that exposure to BPA, when administered chronically, alter

the reproductive cycle of the female during young adulthood.
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1. INTRODUGAO



Introducéo

Desde o século passado, principalmente a partir dos anos quarenta, o
desenvolvimento da industria quimica tem criado e produzido, em larga escala,
substancias que tém se tornado indispensaveis ao estilo de vida moderno.
Atualmente, muitas dessas substancias, como resultado da producéo e do uso
maci¢co, podem ser encontradas em diferentes ambientes (HU et alli, 2014).
Embora tragam beneficios incalculaveis, algumas delas podem interferir na
sintese, na secrecdo e no transporte de hormdénios, ou até mesmo mimetizar ou
inibir a atividade de horménios naturais no organismo (LV et alli, 2016). Por
possuirem propriedades suscetiveis de desequilibrar os sistemas hormonais
(PETRO et alli, 2012), essas substancias sdo denominadas de desreguladores
endocrinos (PETRO et alli, 2012; BIRNBAUM, 2013; MACON & FENTON, 2013).
Assim, a partir de uma perspectiva fisiolégica, desregulador endocrino é toda
substancia que mostra acdo sobre o sistema endocrino, desencadeando
perturbacdes em cada um dos aspectos controlados por esse sistema, incluindo
a homeostase que é fundamental para manutencado do equilibrio metabélico dos
organismos, além de permitir ao organismo se comunicar e responder ao seu
meio ambiente.

O Sistema Endo6crino é constituido por um conjunto de glandulas e
tecidos localizados em diferentes areas do corpo e pelos horménios por elas
sintetizados. A acdo de um determinado horménio inicia-se por meio da sua
ligacdo a um receptor especifico presente na membrana celular ou no interior da
célula alvo. Os desreguladores endocrinos que mimetizam ou inibem a atividade
de horménios naturais no organismo o fazem ligando-se ao receptor de um

horménio natural. Eles podem exercer as suas acOes via receptores de

neurotransmissores tais como os receptores de serotonina, dopamina e



Introducéo

noradrenalina, receptores de hormdnios esteroides, nucleares e de membrana
(THOMAS et alli, 2005), por meio de vias enzimética envolvidas na biossintese
e/ou metabolismo de esteroides, e outros mecanismos que convergem sobre o
sistema endocrino (DIAMANTI-KANDARAKIS et alli, 2009).

Os desreguladores endocrinos que agem via receptores de hormdnios
esteroides como os estrogenos induzem ou inibem ac¢f8es que envolvem a
fisiologia dos sistemas reprodutores, pois 0s estrégenos constituem um grupo
de hormonios requeridos para a maturacdo sexual feminina; eles promovem o
desenvolvimento e a diferenciacdo das glandulas mamarias, do Utero, das tubas
uterinas, da vagina e da genitadlia externa (CARR, 1998). Além disso, o0s
estr6genos sao responsaveis por outras caracteristicas relacionadas ao fenétipo
feminino, tais como a configuragdo de ombros estreitos e quadris largos, a
distribuicdo de tecido adiposo na regido do quadril e nas mamas, o tom de voz
agudo, além da distribuicdo dos pelos pubianos. Nos rins, 0s estrogenos
promovem a reabsorcdo de sédio. No esqueleto inibem a reabsorcdo 6ssea,
consequentemente a liberacdo local de fatores de crescimento, e induzem a
formacdo de tecido O6sseo. No figado, os estrégenos induzem a sintese de
diversas proteinas tais como globulinas, lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) e de alta densidade (HDL), embora reprimam a sintese de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL). De acordo com O'Connell & Hofmann (2011), os
estrogénios também exercem efeitos importantes sobre uma variedade de
comportamentos sociais, principalmente os relacionados ao comportamento
sexual. Esses horménios também estdo relacionados a comunicagdo e a

aprendizagem (CALDWELL et alli, 2004).
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O hormoénio estrogénico mais potente nas fémeas em idade
reprodutiva € o 17 - estradiol, embora niveis baixos de estrona e estriol
estejam presentes em mulheres ndo gravidas na pré-menopausa
(OSTERLUND & HURD, 2001). Esses hormoénios sao produzidos pelos
ovarios e pela placenta, e em menores quantidades pelos testiculos,
coOrtex das supra-renais, cérebro, tecido adiposo, glandulas mamarias,
pele, vasos sanguineos, 0sso e cartilagem (SIMPSON, 2003).

Nos ovérios, a sintese dos estrogenos tem inicio nas células da teca
interna de foliculos ovarianos em desenvolvimento quando essas células, a
partir do colesterol, sintetizam um hormdnio esteroide — androstenediona. Esse
esteroide é entdo transferido para a camada granulosa dos foliculos onde, por
inducdo do hormédnio foliculo estimulante, FSH, ocorre sintese da enzima
aromatase citocromo P450 que converte a androstenediona em estrona e

estradiol (YARAK et alli, 2005), conforme esquema ilustrado na Figura 1.

— PREGNENOUONE

CHOLESTEROL \
170-OH-PREGNENOLONE & DEHYDROEPIANDROSTERONY ESTRIOL

' 170-0OH-FROGESTERONE e ANDROSTENEDIONE  ———a=  ESTRONE

u I
o oS

Figura 1. Representacdo esqueméatica da biossimntesexde estrogemesoma partir do

CORTICOSTEROIDS

colesterol por uma sequencia de reacdes enzimaticas dentro do foliculo ovariano em
desenvolvimento. A enzima aromatase citocromo P450 é responsavel pela
conversédo datestosterona em estradiol (adaptado de OSTERLUND & HURD, 2001).
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Uma vez secretados, os estrogenos sdo drenados para a circulagéo
sanguinea e transportados no plasma, quase sempre, associados a proteinas. A
maioria do estradiol plasmatico (68%) esta ligada a proteina albumina, 38% deles
estdo associados a globulina ligadora de hormdnios sexuais, SHBG, e 2-3% esta
livre. Ao serem liberados da sua proteina transportadora, os estrogenos
difundem-se através das membranas plasmaticas das células alvo e uma vez no
interior da célula ligam-se ao seu receptor intracelular. Em funcdo dessa ligacéo
com o estrégeno, o receptor sofre dimerizacéo, recruta proteinas co-ativadoras e
0 complexo é transportado para o nucleo onde se liga a regiées do DNA, mais
especificamente a uma regido reguladora de DNA a montante de um gene, que
fornece um ponto de controle para a transcricdo desse gene (DAHLMAN-
WRIGHT et alli, 2006). Desse modo, 0s receptores de estr6genos regulam a
transcricdo de genes gque codificam proteinas relacionadas entre outros ao
crescimento e proliferagdo celular.

Os estrégenos interagem com dois receptores, ESR1 e ESR2, também
conhecidos como ER e ER , respectivamente. ER e ER possuem uma estrutura
funcional que consiste de seis diferentes dominios (A-B-C-D-E-F), Figura 2. O
dominio amino-terminal (A/B) com func&o de ativacdo da transcricdo génica 1
(TAF-1); o dominio C, dominio de ligacdo ao DNA; o dominio D envolvido na
dimerizagdo do receptor; o dominio carboxi-terminal E, dominio de ligagdo ao
horménio responsavel pela funcao de ativacdo da transcricdo génica 2 (TAF-2) e
o dominio F, presente na extremidade carboxi-terminal, envolvido na modulacéo
da ativacdo da transcricdo génica (OSTERLUND & HURD, 2001; SHAO &
BROWN, 2003). Além dos efeitos transcricionais, os estrégenos induzem efeitos

rapidos mediados pelo receptor
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de estrogeno acoplado a proteina G, GPER, também conhecido como

GPR30 (LAZARI et alli, 2009).
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Figura 2. Representacdo esquematica de dois receptores de estrogeno humanos
(RE e RE) . Ambos os receptores consistem de seis dominios funcionais,
incluindo o dominio de ligagdo a DNA (DBD), o dominio de ligagdo ao hormonio
(LBD), a funcéo de ativacéo independente do ligando de AF-1, e a funcgéo de
ativacao dependente do ligando de AF-2 (SHAO & BROWN, 2003).

Embora os receptores hormonais possuam apurada sensibilidade e
afinidade por um horménio especifico, eles podem ligar-se a outras substancias,
0 que explica o fato de determinados desreguladores endd6crinos presentes no
organismo, mesmo em baixissimas concentracdes, serem capazes de gerar uma
resposta, algumas vezes diferente daquela induzida pelo horménio produzido
pelo organismo. Talvez por isso, os desreguladores endo6crinos que exercem as
suas acOes via receptores de hormoénios estrogénicos desencadeiam alteracdes
na reproducdo e na ontogénese de seres vivos tais como: anormalidades no
sistema reprodutor de peixes, de repteis e de mamiferos (VETILLARD &
BAILHACHE, 2006); diminuicdo na eclosdo de ovos de peixes, de repteis e de
aves (BILA & DEZOTTI, 2007); feminizacdo de peixes machos (KRAUGERURS et
alli, 2012). Em seres humanos os desreguladores enddcrinos sao relacionados,
globalmente, a queda no numero de espermatozoides e a alteracbes no
comportamento sexual, a deplecdo imunoldgica, a deformidades genitais, a

canceres de 6rgédos
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dos sistemas reprodutores, feminino e masculino. Quando a exposigcéo
ocorre durante a vida perinatal, via placenta, pode resultar em mudancas
duradouras ndo sO na prole diretamente exposta, como também nas
geragdes subsequentes (NEWBOLD, 2004).

Os desreguladores endoécrinos estdo presentes no ambiente em
-1 -1
concentragcbes daordemdepgL englL (BILA & DEZOTT, 2007) e sé&o

utilizados por populagcbes humanas de maneira generalizada, pois sao
encontrados em medicamentos, alvejantes domésticos, desodorizantes de
ar, perfumes, sabonetes, pastas dentifricias, higienizadores bucais,
agrotoxicos, herbicidas e em plasticos existentes em mamadeiras,
brinquedos infantis, alimentos e garrafas de agua mineral (ZOELLER et alli,
2012). De acordo com Bila e Dezotti (2007), os desreguladores enddécrinos
sintéticos podem ser agrupados em trés classes: (a) compostos
farmacéuticos, como o dietilestilbestrol e 0 17 -etinilestradiol; (b) substancias
utilizadas na agricultura e seus subprodutos, como pesticidas, herbicidas,
fungicidas e moluscicidas; (c) substancias utilizadas nas industrias e seus
subprodutos, como dioxinas, policlorados, compostos organicos de estanho,
retardante de chama bromados, parabenos, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, ftalatos alquilfenois, Bisfenol A, metais pesados, entre outros.
Dois desreguladores endocrinos que mimetizam os estrégenos amplamente
encontrados no ambiente sdo o 4-Nonilfenol (NP) e o Bisfenol A (BFA) que
por interagirem com receptores de estrogénio podem interferir nas vias de
sinalizacédo celular desencadeadas pelos estrogenos (GAN et alli, 2015).

O NP é originado, principalmente, por meio da degradacdo do Nonilfenol

etoxilado (KIM et alli, 2014), que € comumente utilizado na fabricagcao de tintas,
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detergentes liquidos, cosméticos, pesticidas e outros produtos para uso
industrial (ZHANG et alli, 2008; HENRIQUES et alli, 2012), além de ser
utilizado como agente plastificante e antioxidante em plasticos e resinas. O
NP chega a redes de tratamento de esgoto em quantidades significativas
onde é biodegradado em muitos subprodutos, incluindo o Nonilfenol
(SOARES et alli, 2008). Devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, como
baixa solubilidade e alta hidrofobicidade, o NP acumula-se em determinados
locais no ambiente (SOARES et alli, 2008). Ele se degrada lentamente,
espalhando-se na natureza e, ao integrar aos tecidos vivos de animais,
continuard a existir por décadas e décadas, pois grandes volumes desse
composto se biomagnificam na cadeia alimentar, sendo as concentragdes
mais altas encontradas no seu topo, onde estdo os seres que se alimentam
de outros animais, como os humanos e outros mamiferos. A ocorréncia do
Nonilfenol no ambiente também tem sido claramente correlacionada com a
atividade humana, como em tratamentos de esgoto (LV et alli, 2016). Além
disso, o NP é usado na preparacdo de Oleos aditivos lubrificantes,
plastificantes, surfactantes e é encontrado no cloreto de polivilina (PVC), que
é utilizado no processamento de alimentos e embalagens industriais.

De maneira geral, a exposicao humana ao NP ocorre apés o contato
com agua contaminada e alimentos como hortaligas, leite e carne ou durante
a exposicdo ocupacional (CHERRY et alli, 2001; GAN et alli, 2015). A
contaminacdo por NP por meio de alimentos deve-se principalmente a
utilizacdo de agentes de limpeza nas industrias de processamento de

alimentos, aplicacdo de pesticidas em vegetais e de material de embalagem

de alimentos que foram contaminados por NP (GUENTHER et alli, 2002).
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O efeito estrogénico do NP esta relacionado ao fato de, devido a
semelhanca estrutural com o horménio natural 17 -estradiol, esse desregulador
endoécrino competir com o horménio natural 17 -estradiol pelos receptores ER e
ER (ver Figura 3). A posicdo do grupamento OH fendlico e a da cadeia lateral
alifdtica ramificada no NP parecem ser determinantes para sua atividade
estrogénica (ODUM et alli, 1997; TABIRA et alli, 1999; KIM et alli, 2004), pois hem

todos os isdmeros de NP sdo capazes de induzir atividade estrogénica.
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Figura 3. (A) Competic&o entre o Nonilfenol e o 17 -estradiol para a ligagéo ao
receptor de estrogénio em uma célula. (B) Representacdo esquematica das
estruturas quimicas do hormdnio 17 - estradiol e do Nonilfenol (Adaptado de
WARHURST, 1994).

Essa atividade estrogénica do NP tem sido demostrada em diversos
estudos in vitro e in vivo. Em 1991, por exemplo, Soto e colaboradores
mostraram que em células de tumor da mama, células MCF7, o NP liga-se a
receptores de estrogénio induzindo essas células a proliferacdo e, segundo
Amaro e colaboradores (2014), nessas células o NP induz a expressao da

maioria dos genes regulados por 17 -estradiol se ligando ao receptor de
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estrogénio ER . O NP também desregula, in vitro, a atividade das células de
Sertoli (HU et alli, 2014). Em ratos, o NP também pode acelerar o inicio da
puberdade e alterar o ciclo estral de fémeas na pré-puberdade (KIM et alli,
2002). Em 2004, Watanabe e colaboradores mostram que os efeitos do NP
podem ser tecido especifico, uma vez que a expressao dos genes induzidos
por ele foram os mesmos induzidos pelo 17 -estradiol no atero, mas ndo no
figado. Em 2006, Bechi e colaboradores demostraram que o NP age sobre o
trofoblasto - camada externa do embrido que, ap6s a sua implantacdo no
Utero, proporciona a formacdo da placenta - induzindo a diferenciacdo e
apoptose de células dessa estrutura. Em tecidos dos fetos de ratas expostas
ao NP durante a gravidez o NP parece reduzir a expressado de receptores de
estrégenos (EL-DAKDOK & HELAL, 2007), o que explica as alteracdes
observadas em estruturas do sistema reprodutor de individuos expostos ao
NP ainda no utero e nas dos seus descendentes (KIMURA et alli, 2006). Além
dos efeitos no sistema reprodutor, o NP também afeta o equilibrio das
citocinas na placenta humana (BECHI et alli, 2010) e promove a progressao
de doencas autoimunes tais como: a doenca inflamatdria intestinal, em que
macrofagos atacam o revestimento intestinal equivocadamente, causando
inflamagéo crénica (KIM et alli, 2014). Vale ressaltar que, além da exposicao
ao NP durante a fase fetal, individuos podem ser expostos ao NP durante a
lactacdo, pois o NP ja foi detectado no plasma de mulheres em periodo de
lactacédo (DARBRE & HARVEY, 2008; GYLLENHAMMAR et alli, 2012) e no leite
materno em concentragdo de 32 ng/mL (ADEMOLLO et alli, 2008).

O NP também se liga aos receptores de hormoénios androgénicos,

horménios esteroides criticos na expressédo do fenétipo masculino Em 2003,
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Lee e colaboradores demonstraram que o NP é capaz de interferir no
funcionamento dos androgénios por meio da ativagcado de vérias etapas do
receptor de andrégeno e ndo € por concorréncia direta. Em 2004, Han e
colaboradores mostraram que ratos machos expostos ao NP apresentam
alteracdes nos niveis de testosterona e em 6rgdos do sistema reprodutor
como o epididimo. Essas alteracdes no sistema reprodutor masculino
também foram observadas por El-Dakdoky & Helal (2007). Esses autores
demonstraram reducdo da massa do epididimo e dos testiculos em ratos
tratados com NP, além de diminuicdo na contagem de espermatozoides e
na motilidade dos mesmos.

Assim como o NP, o BFA, como citado anteriormente, € um desregulador
endocrino capaz de se ligar a receptores de estrégenos (BRANISTE et alli, 2010;
KENDZIORSKI & BELCHER, 2015). O BFA (Figura 4) é uma molécula preparada
pela condensacdo da acetona, dai o sufixo A no final do nome. O BFA foi
desenvolvido como um estrogénio sintético na década de 1890, mostrando-se
capaz de estimular o sistema reprodutor feminino. Muito mais tarde, o BFA
comecou a ser utilizado como monémero na fabricacdo de policarbonato, um
tipo de resina usada na producédo da maioria dos plasticos. O BFA também esta
presente na resina epOxi, utilizada na fabricacdo de revestimento interno de latas
gue acondicionam alimentos e bebidas de modo a evitar a ferrugem e prevenir a
contaminacdo externa. Essa molécula é também utilizada na producdo de
mamadeiras e selantes dentérios (GEENS et alli, 2011; ROCHESTER, 2013;
ACCONCIA et alli, 2015). A partir do revestimento das latas de alimentos foi
detectada liberacdo de BFA em alimentos e constatou-se, também, que o BFA

escapa dos dentes tratados com
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resinas para a saliva. Além desses, 0s seres humanos estdo expostos ao
BFA por meio da inalacdo de poeira doméstica e por exposi¢cdo cutanea. Um
total de 3,8 milhdes de tonela das de BFA é produzido anualmente no mundo
(MICHALOWICZ, 2014) e uma parte do BFA, por ser amplame nte empregado
em produtos de uso dom éstico e em industrias de plasticos e re sinas, pode

ser detectada no esgoto sanitario e em ambientes aquéaticos.
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura quimica do horménio 17 -

estradiol e da molécula de Bisfenol A (STEINMETZ et alli, 1997).

Diversos estudos realizados em laboratério tém mostrado que, embora
o BFA tenha menor afinid ade pelos RE e RE do que o 17 -e stradiol, a sua
poténcia estrogénica é s emelhante as respostas mediadas pelo horménio 17
- estradiol (VINAS et alli, 2012). O BFA mostrou-se capaz de induzir a
proliferacdo de células MCF7 (KRISHNAN et alli, 1993) e de c élulas LNCaP,
células humanas de ad enocarcinoma de prostata (WETHERILL et alli, 2002),
além de estimular a producdo do horménio prolactina (STEI NMETZ et alli,
1997). Camundongos e xpostos ao BFA ainda no Uutero apresentam
maturacao sexual precoce (HOWDESHELL et alli, 1999), além de alteracdes
no desenvolvimento das glandulas mamérias, com aumento permanente no
numero de ductos e botdes terminais (MARKEY et alli, 200 1). Esse efeito

parece estar relacionado ao fato de o BFA interferir nas inte racdes entre o
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tecido mesenquimal e o epitelial (SOTO et alli, 2013), interacfes essas que
sdo necessérias para o desenvolvimento normal das glandulas mamarias
Em ratos Sprague-Dawley, o BFA em doses baixas ndo s6 altera o
desenvolvimento de glandulas mamarias como também induz tumores
mamarios (SOTO et alli, 2013).

O BPA ja foi encontrado no soro de mulheres gréavidas
(SCHONFELDER et alli, 2002), bem como no leite materno (YE et alli, 2006);
ele pode ser transferido aos fetos e alterar o desenvolvimento embrionério.
Segundo Benachour & Aris (2009), mesmo em doses muito baixas,
comparavel as detectadas no soro de mulheres gravidas, o BFA é toxico para
as células de placenta humana, induzindo-as a apoptose e a necrose, além de
aumentar o nivel do fator de necrose tumoral (TNF- ). De acordo com esses
autores o BFA pode afetar o crescimento do feto ou induzir a prematuridade
do mesmo, ou ainda, provocar aborto em seres humanos.

Em camundongos, além de canceres de mama, o BFA induz também
cancer de prostata (KERI et alli, 2007), de testiculos (HUFF, 2001), reduc&o da
producdo diaria de esperma (TOYAMA et alli, 2004) e alteracdes morfologicas
nas células de Sertoli (FIORINI et alli, 2004). Esses efeitos mostram que o BFA
também pode se ligar aos receptores de andrégenos, mimetizando ou
bloqueando a acdo dos horménios androgénicos. Kéri e colaboradores (2007)
sugerem que o BFA induz cancer de mama e préstata, atuando na metilacdo do
DNA e na remodelacdo da cromatina durante o desenvolvimento embrionério.
Essas alteracdes permanentes nos padrdes de metilacdo do DNA de multiplos

genes de sinalizagao identificadas em préostatas expostos ao BFA
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tem sido postulada como sendo a causa subjacente de desenvolvimento
neoplasico mais tarde na vida (DOHERTY et alli, 2010).

O BFA também tem mostrado ser capaz de se ligar a receptores na
Tireoide (MORIYAMA et alli, 2002), afetando sistemas fisiolégicos
diferentes do sistema reprodutor, incluindo o sistema imunoldgico
(ROGERS et alli, 2013), o sistema nervoso (LING et alli, 2016) e o pancreas
endécrino (WHITEHEAD et alli, 2016). Inclusive em humanos, o BFA tem
sido associado a maior incidéncia de doencas crbnicas, incluindo
doencas cardiovasculares (MELZER et alli, 2010), hepaticas (BINDHUMOL
et alli, 2003) e diabetes (ROPERO et alli, 2008).

Vale ressaltar que a exposicao a desreguladores endécrinos raramente
envolva envolve um Unico composto, mas sim a misturas deles (VILAHUR et
alli, 2014), cujos efeitos podem ser aditivos ou mesmo sinergéticos. Nesse
sentido, a que se considerar como uma abordagem mais realista estudar o
impacto da co-exposicdo a desreguladores enddcrinos. Nesse sentido,
considerando os dados da literatura a respeito dos efeitos isolados do NP e
do BFA e que os principais estudos sobre o fendmeno da desregulacdo
endocrina associam os efeitos adversos a exposicdo de um unico desses
desreguladores endécrinos, € plausivel acreditar que a exposi¢cdo combinada
a baixas doses desses dois desreguladores, NP e BPA, possa fornecer dados
para aumentar a compreensdo dos efeitos da exposicdo a misturas de
substancias quimicas especificas, incluindo questdes como a dose e 0

tempo de exposicao, e ainda os efeitos sinergéticos.
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Justificativa

Considerando que xenoestrogenos podem ligar-se aos receptores
de estrégenos, e que esses horménios estdo envolvidos na proliferacédo
de células dos ductos das glandulas mamarias e do endométrio, camada
mucosa do Utero, e ainda, que a proliferacdo celular aumentada pode
estar envolvida na iniciagdo de um tumor, este estudo se justifica pelo
fato de procurar verificar os efeitos da exposicdo combinada a baixas
doses de diferentes xenoestrégenos, do periodo perinatal até o inicio da

maturidade sexual na estrutura de glandulas mamarias e do endométrio.
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Objetivos

Diante do exposto anteriormente, o objetivo geral deste estudo
consistiu em verificar os efeitos do Bisfenol A na estrutura de histolégica
das glandulas mamarias e do endomeétrio, de camundongos sensitizados
ao 4-Nonilfenol durante a vida perinatal.

Para tal foram realizadas as seguintes etapas:

(1) determinacédo da relacdo machos/fémeas entre os nascidos da
prole de fémeas submetidas ao 4-Nonilfenol durante a prenhez;

(2) avaliar o efeito do Bisfenol A no crescimento da prole de fémeas
submetidas ao 4-Nonilfenol durante a prenhez, por meio da
determinacédo do peso corporal ao longo do tratamento e;

(3) determinar a toxicidade do Bisfenol A em individuos nascidos de
fémeas submetidas ao 4-Nonilfenol durante a prenhez, por meio
de ensaios que mediam os titulos séricos de Fosfatase alcalina,
Aspartato aminotransferase, Alanina aminotransferase, Gama
glutamil transferase, Creatinina e Ureia e por meio da analise
morfolégica em microscopia de luz do figado, rins e baco;

(4) avaliar o efeito do Bisfenol A na estrutura histolégica das
glandulas mamarias e do endométrio de individuos nascidos de
fémeas submetidas ao 4-Nonilfenol durante a prenhez, por meio
de microscopia de luz;

(5) avaliar o efeito do Bisfenol A sobre a proliferacdo de células dos
tecidos mamario e endometrial de individuos nascidos de fémeas
submetidas ao 4-Nonilfenol durante a prenhez, por meio da
determinacdo da expressdo do antigeno nuclear de proliferacao

celular (PCNA).
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4.1. Modelo Animal

O modelo animal utilizado neste estudo é constituido de camundongos
da linhagem BALB/c (geragcdo F1), filhos de dez fémeas e trés machos
(geracéo parental). Os animais da geracao parental foram obtidos, com idade
de 34 dias e massa corporal média em torno de 20 gramas, do biotério do
Instituto de Pesquisas Energética e Nucleares IPEN/CNEN, S&o Paulo-SP.

A escolha de camundongos Balb/c como modelo animal a ser utilizado
neste estudo se deve, principalmente, ao fato de que dentre todos o0s
organismos modelos conhecidos atualmente, o camundongo € bastante
prolifico, as fémeas podem carregar muitos embrides por gestacdo e a possivel
morte de algum deles ndo compromete o desenvolvimento dos outros e nédo pde
fim a gravidez. Além disso, esses animais aos 60 dias de idade tornam-se aptos
a reproducdo, apesar de os efeitos hormonais nos dois sexos ja serem
percebidos em torno de 30 dias de idade (CHORILLI et alli, 2007).

Todos os animais foram mantidos no alojamento de animais do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia — UnB. A
acomodacao se deu em fotoperiodo de igual duracéo de dia e noite, com
temperatura controlada e livre acesso a agua e a racao, conforme guia de
cuidados e utilizagdo de animais de laboratério (NAP, 2011).

Este estudo foi aprovado em 19 de agosto de 2014 pelo Comité de
Etica de Uso Animal — CEUA/UnB sob o documento UnB DoC n°

62918/2014 aprovado (em anexo).
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4.2. Grupos experimentais e delineamento experimental
4.2.1 Administracao de 4-Nonifenol a fémeas em gestacéo

Depois de vinte e seis dias de ambientacdo, as fémeas da geracao
parental entdo com 60 dias de idade foram divididas em trés grupos: grupo
Agua - fémeas que receberam agua (n=3); grupo 4-Nonifenol - fémeas que
receberam NP solubilizado em 6leo de milho (n=4); grupo Oleo de milho -
fémeas que receberam 6leo de milho (n=3). No segundo dia ap6s o inicio do
tratamento, essas fémeas foram colocadas em coabitagdo com machos da
mesma idade, duas ou trés fémeas do mesmo grupo experimental com um

macho na mesma gaiola durante quinze dias. Os tratamentos foram

0]
administrados até o 15 dia apés o nascimento da geracdo F1, data que

corresponde ao desmame. Assim, as maes receberam, por via oral, por meio de
gavagem, diariamente as 10h0Omin, durante a gravidez e a lactagdo, 30ul de
agua, de 6leo de milho ou de NP (50mg/kg). A dose de NP administrada as
fémeas em gestacdo corresponde a metade da dose utilizada por Moon e
colaboradores em 2007, quando esses autores relatam na prole os efeitos da
exposicdo perinatal ao NP no desenvolvimento das glandulas mamaéarias. Os
animais do grupo Agua receberam 30 pl de 4gua de modo a serem submetidos

ao mesmo estresse a que foram submetidos os animais dos demais grupos.

4.2.2 Administracdo de Bisfenol A aos individuos da geracdo F1
apos o desmame

Ap6s o desmame, animais da geracao F1 cujas maes receberam NP
durante a sua gestacdo e enquanto os amamentavam foram separados em trés

subgrupos: prole que recebeu agua, grupo NP/Agua (n=5); prole que recebeu
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6leo de milho, grupo N P/Oleo (n=6); prole que recebeu BFA s olubilizado
em o6leo de milho, grupo NP/BFA (n=6). A prole das méaes que receberam
agua (n=21) e oleo de milho (n=17), ap6és o desmame, receberam,
respectivamente, agua e 6leo de milho.

Desse modo, a amostra deste estudo é constituida de animais da

geracao F1 divididos em cinco grupos experimentais conforme Figura 5.
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Figura 5. Grupos experim entais utilizados para avaliar os efeitos da exposi¢éo
ao Bisfenol A ap6s o desmame em camundongos Balb/c sensitizados por 4-
Nonilfenol durante a vida perinatal *Geragdo F1: camundongos filhos das dez
fémeas que receberam 4-Nonilfenol durante a gestagao e a lactagao.

Os animais da geracdo F1 receberam, por via oral, por meio de gavagem,
diariamente a s 10h00min, 30ul de agua, 6leo de milho ou BFA na concentragédo
de 25ug/kg ou de 6leo de milho ou de &gua, ap6s o desmame. O tratamento
ocorreu até 2 4 horas antes da eutanasia, quando os animais tinham 59 dias de
vida, idade que corresponde ao inicio da maturid ade sexual. A concentracao de

BFA corresponde a metade da dose r eferéncia para
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camundongos definida pela Agencia de Protecdo Ambiental dos EUA,

(KELLY et alli, 2014).

4.3. Determinagéo da proporcao de machos e fémeas nascidos de
maes expostas ao 4 — Nonifenol durante a prenhez

A determinacdo do género da prole foi realizada no momento do
desmame, quando os animais foram sexados, conforme descrito por Chrorilli e
colaboradores (2007). Até esta etapa do estudo a amostra era constituida de

55 animais.

4.4. Determinacdo do peso corpoéreo dos animais nascidos de mées
expostas ao 4 — Nonifenol durante a prenhez e expostos diretamente ao
Bisfenol apés o desmame.

A determinacdo do peso da prole foi realizada no 21° dia de vida,
guando os mesmos foram desmamados e nos 42° e 60° dias de vida, quando
ja recebiam diretamente o BFA. Nesta etapa a amostra era constituida de 55

animais, pois um dos nascidos morreu 24 horas ap0s 0 nascimento.

4.5. Coleta de sangue e de 6rgaos da prole de maes expostas ao 4 —
Nonifenol durante a prenhez

Os animais da geracao F1 foram eutanasiados quando completaram 60
dias de vida, como citado anteriormente. Para tal, eles foram devidamente

anestesiados com uma solucéo de ketamina (80 mg/kg de massa corpérea) e
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xilazina (10 mg/kg de massa corpdérea), por via intraperitoneal, e tiveram o
sangue coletado por puncédo cardiaca, logo em seguida as glandulas
mamarias, o Utero, o figado, os rins e o baco foram coletados e

preparados para a analise histopatoldgica.

4.5.1. Ensaios Bioquimicos

Para determinar se a exposicdo ao BFA induziria alteracdes
bioguimicas nos animais sensitizados pelo NP durante o periodo perinatal
(geracdo F1) foram avaliadas por meio de ensaios que mediam os titulos
séricos das enzimas Fosfatase alcalina (FAL), Gama glutamiltransferase (
GT), Transaminase glutamica oxalacética (TGO), Transaminase glutamico
piravica (TGP), além dos niveis de Creatinina, Ureia e Progesterona.

Para tanto, do sangue coletado de cada animal separou-se o plasma, por
centrifugagdo a 3.000 rpm por cinco minutos, que foi armazenado a 0 °C até o
momento das andlises bioquimicas. Essas andlises foram executadas no
analisador quimico automatizado ADVIA 2400 (Siemens), utilizando os reagentes
guimicos adequados Advia e protocolos estipulados pelo fabricante. As
dosagens de FAL, GT, TGO, TGP, foram realizadas por métodos cinéticos
otimizados e as de ureia, creatinina e progesterona foram determinadas por
métodos colorimétricos. Todas as dosagens foram realizadas no Sabin
Laboratério de Andlises Clinicas e os resultados foram liberados pelo Dr.
Mauricio Farnese CRBM —-DF 4406. Ressalta-se o fato de que dos 55 animais da

amostra somente em 49 foi possivel realizar todas as andlises.
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4.5.2. Avaliacao histopatoldgica

Este ensaio foi realizado de modo a verificar possiveis alteracfes
morfolégicas em Orgados dos animais sensitizados pelo NP durante o
periodo perinatal e expostos ao BFA durante a puberdade (geragédo F1).

Para tal, fragmentos de glandulas mamarias, utero, figado, rins e
baco foram fixados com paraformaldeido 4% tamponado, durante quatro
horas, a temperatura ambiente para serem submetidos a técnica de rotina
para inclusdo em histosec®. Desse modo, fragmentos desses 0Orgaos
foram desidratados por meio de imersdo sequencial em solucdes
alcoolicas, com percentual crescente de alcool, ou seja, 70%, 80%, 99,8%.
Em seguida os fragmentos dos 6rgdos foram emersos em uma solucao de
alcool e xilol (1:1) durante 45 minutos, depois submetidos a trés banhos
de uma hora de xilol 100% e entdo embebidos em parafina.

Uma vez embebidos em parafina, os fragmentos dos 6rgdos foram
seccionados em cortes histolégicos semi-seriados de cinco (5) um de
espessura utilizando-se um micrétomo Leica RM2145. Os cortes foram entéo
montados em |laminas de microscopia que foram mantidas em estufa a 37 °C
durante um periodo minimo de 12 horas para melhor aderéncia dos cortes.
Em seguida os cortes foram hidratados a temperatura ambiente trocando-se
a resina paraplastica por xileno, e depois o xileno por concentracdes
decrescentes de alcool (99,8%, 80%, 70%). Uma vez hidratadas, as sec¢des
histologicas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E).

O padrao histolégico dos tecidos foi analisado em microscopio de luz

Zeiss Axioskop (100x, 200x e 400x). Micrografias ilustrativas foram obtidas pela
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captura das imagens utilizando o programa AxioVison40v 4.6.1.0

Copyring© 2002-2004.

4.5.3. Expressdo do antigeno de proliferacdo celular (PCNA) em
células das glandulas mamarias e do endométrio

A quantificacdo do antigeno de proliferagcdo celular (PCNA) em
células de glandulas mamarias e do endométrio foi realizada de modo a
determinar a taxa de proliferacdo celular nesses tecidos.

Para tal, cortes de glandulas mamarias e de Uteros com espessura de trés
(3) um, previamente fixados em paraformaldeido a 4% e emblocados em
parafina foram montadas em |laminas pré-tratadas com silane. A exposicao
antigénica foi obtida por tratamento por 20 min em panela a vapor com
“targetretrieval system” (DAKO, CARPENTERIA, CA, USA). O bloqueio de
peroxidase endogena, por sua vez, foi realizado utilizando incubac&o em

metanol (50%)/H202 (3%). Para a reducéo de sinais inespecificos na reacao,

foi realizada incubagdo com leite em pé desnatado 6% em PBS (pH 7,4) por 30
minutos. A incubacdo com anticorpo primario foi realizada a 4 °C por 18 h,
utilizando-se o anticorpo monoclonal 1gG2 anti-PCNA (Dako, EUA), utilizado na
diluicdo de 1:1300 em secc¢bes seriadas dos tecidos. A incubagdo com anticorpo
secundéario foi feita com EnVision-HRP (DAKO, CARPENTERIA, CA, USA), seguindo
as especificacdes do fabricante. A revelagdo com substrato cromogénico

foi feita utilizando diaminobenzidina (0,6% em PBS com H202 1%,

filtrado) para anticorpos conjugados a peroxidase, por 30 minutos. A contra-
coloracédo foi realizada utilizando-se hematoxilina de Carazzi para anticorpos

com peroxidase. Apés as reac0des, as laminas foram lavadas, desidratadas em
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bateria de etanol (50%, 80%, 95% e 99,8%) e montadas com Entellan (EMS,
Hatfield, PA, EUA). A exposi¢cdo ao cromogeno foi monitorada em todos
0s experimentos, sendo interrompida simultaneamente no fragmento
incubado com o anticorpo especifico e em seu respectivo controle.

A analise de PCNA foi realizada em microscopia de luz sob o
aumento de 400X. Para a contagem e registro das células positivas para o
PCNA foram analisadas mil células em campos consecutivos. O indice de

positividade foi calculado de acordo com férmula a seguir:

IP = n°de células positivas x 100

1.000 células aleatoriamente

4.6. Analise estatistica

As analises dos dados relativos a propor¢do de machos e fémeas ao
nascimento e ao peso dos animais da geracdo F1 foram realizadas fazendo-
se comparages com o grupo controle negativo, grupo Agua/Agua. Os dados

relativos a proporcédo de machos e fémeas foram submetidos a andlise

2
estatistica utilizando o teste do Qui quadrado (X ). J& os dados relativos ao
peso dos animais da geracdo F1 foram submetidos a analise estatistica
utilizando o teste o teste de Kruskal-Wallis com pdés-teste de Dunn.

Para analise dos ensaios bioguimicos e da intensidade da expresséo do
PCNA os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) e nos
casos em que foram detectadas diferencas entre os grupos experimentais foi
aplicado um poés-teste de Tukey ao nivel de significancia p<0,05, utilizando-se o
software GraphPadPrism® 5. Os resultados estdo expressos como média

+ desvio padrdo da média.



5. RESULTADOS
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No presente estudo, avaliou-se primeiramente se a exposi¢cao ao 4-
Nonilfenol durante a gestacdo afetava a fecundidade das fémeas, os
dados estao ilustrados na Tabela 1 e na Figura 6.

A Tabela 1 mostra o numero de filhos nascidos de cada uma das fémeas
em cada grupo experimental. Nela pode-se observar que uma fémea do grupo
tratado 4-Nonilfenol ndo teve filhos, mesmo apdés dois ciclos de coabitacéo.
Além disso, considerando que o menor numero de filhos que uma fémea
pudesse ter seja igual a quatro, pois foi esse o menor nimero de filhos tidos
por uma fémea do grupo que recebeu somente agua, N0 grupo que recebeu
4-Nonilfenol, duas delas (méaes H e I) tiveram menos de quatro filhos e no

grupo que recebeu 6leo, uma das maes (méae E) teve menos de quatro filhos.

Tabela 1. Namero de filhos nascidos de cada uma das méaes que durante a
gestacao receberam, por gavagem, agua, 6leo de milho ou 4-Nonilfenol.

Tratamento geracao Mae n de filhos machos/fémeas parental (grupo)

B 04 01/03

C 08 04/04

Total 21 09/12
Oleo de milho D 09 06/03

E 02 01/01

F 06 03/03

Total 17 10/07

G 12 04/08
4-Nonilfenol H 03 01/02

| 03 02/01

J - -

Total 18 07/11
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Considerando com o0 100% a média de filhos tidos pelas fémeas que
receberam somente dgua, a média relativa de filhos gerados pelas fémeas
gue receberam 4-Nonilfenol ou 6leo de milho €, respectivamente, igu al a
85,71%, e 80,95%, Figura 6. A analise estatistica mostrou que o tamanho
da ninhada das fémeas que recebera m 4-Nonilfenol foi similar a dos gru

pos controles (p=0,9137).

'

min P

1

% Relativa a média do grupo Agua

e T 1 A

Agua 4-Nonitfenol Oleo de Milho

Figura 6. Porcentagem relativa de filhos nascidos de fémeas que receberam, por
gavagem, agua, 6leo de milho ou 4-Nonilfenol diariamente durante a p renhez

A proporcao de m achos e fémeas entre a prole de mées dos diferentes
grupos experimentais também foi avaliada neste estudo, ver Figura 7. Nessa
figura pode-se observar que as fémeas que receberam durante a prenhez
agua, 6leo de milho e 4 -Nonilfenol geraram, respectivamente, porcentagem

de filhos machos igual a 42,86%, 58,82% e 38,88%. De acord o com o teste

2
estatistico do Teste de com confianga de 5%, essa diferenca no namero

de machos nascidos entre os grupos néo foi significativa (p=0,257).
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1 Macho
] Fémea

g
1

Proporcdo machos e fémeas (%)
&
i

Agua Oleo Nonilfenol

Tratamentos- mae

Figura 7. Proporcdo de machos e fémeas entre a prole de fémeas que receberam,
por gavagem, agua, 6leo de milho ou 4- Nonilfenol diariamente durante a prenhez

Neste estudo também se avaliou se a exposicdo ao NP, durante o
periodo perinatal e de lactacdo, e ao Bisfenol A, ap6s o desmame,
interferia no crescimento dos individuos. Para tal, 55 camundongos da
geracdo F1, pois dos 56 nascidos um faleceu 24 horas apds o0 nascimento,
foram pesados no 21° dia de vida, idade em gue os mesmos foram
desmamados (Figura 8), no 42° dia, idade que corresponde ao fim da
puberdade, e no 60° dia, idade correspondente ao inicio da maturidade

sexual e ao final do periodo experimental (Figura 9).

0]
Na Figura 8 observa-se que no 21 dia de vida os animais cujas maes

receberam 4-Nonilfenol durante a sua gestacdo e enquanto o0s
amamentavam apresentaram peso (15,37+2,37 g) similar ao dos animais
cujas maes receberam agua (15,80+2,10 g) ou 6leo de milho (16,45+ 1,06

g), peso esse que nao mostrou diferenca significativa.
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1 A -

Massa Corporal/21 dias (g)

Agua Olea de Mitho 1- Nanilfeno
Tratamentos - maes
Figura 8. Peso médio em gramas, dos animais cujas méaes recebera m, por

gavagem, agua, 6leo de molho ou 4- Nonilfenol aos 21 dias, fim do desmame. Kr

uskal-Wallis com p6s-teste de Dunn, p < 0,05.

0] .
No 42 dia, Figura 9, os animais do grupo NP/Agua apresentaram peso

médio igual a 20,900, 84 g, peso esse que se mostrou significativamente
inferior ao dos animais do grupo Agua/Agua, cujo peso médio foi igual a
23,04+2,30g. J& os an imais do grupo NP/BFA apresentara m peso meédio
(25,35+2,08 g) significativamente maior do que o grupo Agua/Ag ua.

A Figura 9 mostra também que ao final do tratamento, qua ndo tinham
60 dias de vida, os ani mais do grupo NP/Agua e os do grupo NP/Oleo
apresentaram, respectivamente, peso médio igual a 21,44+0,97 g e 22,95+2,09
g, peso esse que se mostrou significativamente inferior ao dos animais do
grupo Agua/Agua, cujo peso médio foi igual a 24,82+2,60 g. J& os animais do
grupo NP/BFA continuaram apresentando peso médio significativamente

maior (26,48+2,04 g) do apres entado pelos animais do grupo Agua/Agu a.
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30+ A -
-~ Agua/Agua
-@ NP/Agua
-+~ NP/BEA
28+ /Oleo
- Oleo/Oleo

N
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224

Massa corporal (g)
$

204

18 T

$a
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3 -

Idade (dias)

Figura 9. Peso médio de camundongo Balb/c- cujas méaes receberam, por gavagem,
agua, oleo de milho ou 4-Nonilfenol durante a sua gestacdo e enquanto o0s
amamentavam e que durante a sua puberdade receberam, também por gavagem,
agua, 6leo de milho ou Bisfenol A. 42 dias — fim da puberdade; 60 dias - inicio da

maturidade sexual. Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn, p < 0,05.. (*) indicam
diferenca estatistica em relagdo ao grupo Agua/Agua no mesmo tempo

Outro parametro avaliado neste estudo foi se a exposicéo Bisfenol
A nos camundongos sensitizados por 4-Nonilfenol induzia
hepato/nefrotoxicidade, além de lesdes no bago. Esta anélise foi realizada
em 49 animais, pois foi esse o0 numero de 0s animais que se conseguiu
sangue suficiente para a analise bioquimica.

Os cortes histologicos dos figados ndo apresentaram alteragdo

morfoldgica; o parénquima desse 6rgao apresentava lébulos de tamanho
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normal, bem definidos e delimitados por espacos portas que continham
uma vénula, uma arteriola e um ducto biliar. Os Iébulos por s ua vez eram
constituidos de hepatdc itos, alguns deles binucleados, com a specto
normal, dispostos em cordfes orientados radialmente a partir de uma veia

centrolobular e entremeados com capilares sinusdides (Figura 10).

camundongo Balb/c, corados com H&E. (a) e (b) Figado de animal do grupo co
ntrole negativo - Agua/Agua. * capilar sinusoide; hepatécito binucleado circulado

Os bacos também né&o apresentaram alteracdes morfoldgicas. Neles
o0 parénquima era dividido em polpa branca e polpa vermelha, sendo a
polpa branca constituida de t ecido linfoide com formas nodulares e
cordonais e a polpa vermelha constituida de tecido reticular entremeado
com capilares sinusoéides (Figura 11).

A analise histologic a dos rins mostrou que esses 6rgaos apresentavam a
zona cortical, localizada mais externamente, e a zona medular, localizada mais
internamente, de aspecto normal (Figura 12). Na zona cortical ob servaram-se a
presenca de corpusculos renais, 0s quais sédo formados por tufos de capilares,
além de tabulos contorcidos proximais e distais constituidos de epitélio cubico

simples (Figura 12a e 12b). Na regido medular (Figura 12c) observavam-se
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alcas-de-Henle e tubos coletores. Nos animais dos grupos NP/BFA foi observado

de gotas hialinas eosinéfilas no citoplasma de célul as epiteliais de

alguns tubulos contorcidos distais (Figura 12d).

3 "ASY: ] 1 7 Y & - o
ST N it

de camundongo Balb/c do gru po controle negativo - Agua/Agua. (a) polpa branca —

tecido linfoide. Barra das escalas = (a) 100 um; (b) 400 um.
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Figura 12. Fotomicrografias de cortes histopatologicos de rim, corad o com H&E,
de camundongo Balb/c do grupo NP/BFA. (a-b) regido cortical; (c, d) regiédo

medular. Setas- gotas hialinas no c itoplasma de células de tubulos contorcidos
distais. Barra das escalas = (a,b,c) 10 O um; (d) 400 pm.
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Como indicadores de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade também
foram dosados os niveis séricos das enzimas de FAL, GT, TGO, TGP, além
dos niveis de Creatinina e Ureia, ver Tabela 2. Os dados foram obtidos da
analise do sangue de 37 animais, pois, como citado anteriormente, dos 55
nascidos sobreviventes este foi 0 nUmero de animais que se conseguiu

Com relacdo aos indicadores de hepatotoxicidade observa-se
nessa tabela que somente os animais do grupo NP/Agua apresentaram
niveis séricos de FAL (102,60+4,47U/L) similares aos do grupo Agua/Agua
(106,63+3,88U/L). Nos animais dos grupos Oleo/Oleo, NP/Oleo e NP/BFA
0s niveis séricos dessa enzima foram significativamente inferiores ao do
grupo Agua/Agua e correspondiam, respectivamente, a 85,18+5,94 U/L
85,67+3,73 U/L, 97,00+4,86U/L.

A Tabela 2 mostra também que somente os animais do grupo Oleo/Oleo
apresentaram nivel sérico de GT superior ao apresentado pelos animais dos
outros grupos. Nesse grupo o nivel de GT foi de 7,30+4,307 UL, enquanto que
nos outros grupos o nivel sérico dessa enzima ndo excedeu a 3,50 U/L,
sendo igual a 3,0+0,30 U/L no grupo Agua/Agua, 3,20+0,4 U/L no grupo
NP/Agua, 3,50+0,20 U/L no grupo NP/Oleo e 3,50 £10,60 U/L no grupo NP/BFA.

Ja com relacdo aos niveis da enzima TGO, somente 0os animais do
grupo NP/Agua mostraram niveis plasmaticos dessa enzima (134,60+30,33
UI/L) significativamente diferente ao dos animais grupo controle negativo,
Agua/Agua (92,05+ 8,9 UI/L).

Ainda na Tabela 2 observa-se que somente o grupo NP/BPA mostrou
niveis séricos da enzima TGP (42,00 + 10,04 UI/L) diferente aos do grupo

controle negativo, Agua/Agua (27,47+ 1,14 UI/L).
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Com relacdo a indicadores de nefrotoxicidade, observa-se também
na Tabela 2, que somente os animais do grupo Oleo/Oleo mostraram nivel
sérico de Ureia (63,15+2,14 mg/dL) igual ao grupo Agua/Agua (60,16+ 3,12
mg/dL). Nos animais dos outros grupos o nivel dessa enzima mostrou-se
inferior ao do grupo controle negativo, sendo igual a 56,00+1,82 mg/dL
nos animais do grupo NP/Agua, 54,83+5,20 mg/dL nos do grupo NP/Oleo e
50,67+4,6 mg/dL nos do grupo NP/BFA.

Ja com relacdo aos niveis séricos de Creatinina essa mesma Tabela
mostra que somente os animais dos grupos Oleo/Oleo apresentaram nivel
plasméatico desse composto (0,15 mg/dL) diferente aos apresentados
pelos animais dos outros grupos, cujos niveis foram iguais a 0,10 mg/dL.

Neste estudo dosou-se também o nivel plasmatico de Progesterona
nos individuos da geracdo F1. Conforme a Tabela 2, o grupo NP/Agua
mostrou nivel sérico de progesterona (20,07+12,57 ng/mL) superior aos
dos animais dos outros grupos; enquanto gque oS animais dos grupos
Oleo/Oleo (1,29+0,20 ng/mL), NP/Oleo (0,68+0,17 ng/mL) e NP/BFA
(1,28+0,57 ng/mL) mostraram niveis desse horménio inferiores ao do

grupo Agua/Agua, que mostrou nivel igual a 3,44+1,59 ng/mL.
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Tabela 2. Niveis séricos de Fosfatase alcalina, Gama glutamiltransferase, Aspartato aminotransferase, Alanina aminotransferase,
Ureia, Creatinina e Progesterona em camundongas Balb/c expostos a baixas doses do 4-Nonilfenol durante o periodo perinatal e

lactacdo e ao Bisfenol A durante a puberdade.

Tratamento FAL GT TGO TGP Ureia Creatinina Progesterona

(mae/ filho)  (UIL) (UL) (UIL) (UIL) (mg/dL) (mg/dL)  (ng/mL)

FAL: Fosfatase alcalina; GT: Gama glutamiltransferase; TGO: Transaminase glutamico oxalacética; TGP: Transaminase glutamico pirdvica, (#) “Valores de

referencia de acordo com Aradjo e et alli, 2015; (*) denota diferenca significativa em relagéo ao grupo Agua/Agua, grupo controle negativo
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Os cortes histolo gicos dos Uteros das fémeas do gru po Agua/Agua,
Oleo/Oleo, NP/Agua e NP/Oleo apresentavam endométrio co m estroma rico em
células com nucleos fusiformes e heterocrométicos e com varias glandulas
tubulares simples. O epitélio da cavidade endometrial mostro u-se cilindrico
simples e 0 que recobria as glandulas mostrou-se cuboide simple s (Figura 13).

Nos animais do grupo NP/BFA o epitélio superficial e o das
glandulas também se apresentavam altos, em alguns casos, as células
epiteliais da superficie e das glandulas apresentavam vacuolos

citoplasmati cos. As células do estroma apresentava m-se grandes com

nucleos volumosos, eucromaticos (Figura 13d).
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ﬁfjﬂ%‘ﬁ F&tohﬁ&og‘raﬂ“ﬁﬁ' endorﬁet»’rlb’/edfad'o com H&E, def@f‘ﬁhdong’a's:
Balb/c cujas maes receberam Agua, Oleo de milho ou 4-Nonilfenol durante a sua
gestacdo e enquanto os amamentavam e que durante a puberdade foram expostas a
Agua, ao Oleo de milho ou ao Bisfenol A. (a) animal do grupo Agua/Agua; (b) animal
do grupo Oleo/Oleo; (c) animal do grupo NP/Agua; (d) animal do grupo NP/B FA,
estroma rico em células com nucleos volumosos e eucrométicos. Asterisco (*) —

glandulas; Ep: tecido epitelial superficial; setas apontam fina vacuolizagcdo em
célula epitelial; seta larga aponta neutré6filos no limen do Utero
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A analise do tecid o mamario das fémeas dos diferentes g rupos
mostrou que o epitélio das glandulas mamaérias era constituido de uma c
amada interna de células epiteliais cu boides e uma camada externa de
células achatadas, células mioepiteliais, es se epitélio era envolvido por
tecido adiposo (Figura 14a).

Em fémeas dos grupos NP/Agua e NP/Oleo observaram -se dilatagbes dos
ductos mamarios, alguns deles com células dentro do lumen (Figura 14b).

Nas fémeas do g rupo NP/BPA foi observada atrofia ducta | com excesso
de tecido adiposo (Figura 14c), alguns ductos apresentavam células achatadas

na superficie, além de v acuoliza¢Bes citoplasméticas (Figura 14d ).

Figuta ~14. Fotomicrografia de  te :
camundongas Balb- cujas méaes receberam, por gavagem, Agua, Oleo de milho
ou 4-Nonilfenol durante a sua gestacdo e enquanto 0os amamentavam e que
duran te a puberdade foram expostas, também por gavagem, a Agua, ao Oleo de
milho ou ao Bisfenol A. (a) animal do grupo Agua/Agua; (b) animal do grupo
Oleo/Oleo; (c, d) animal do grupo NP/BFA. Circulos — ductos glandulares; Setas
apontam células achat adas na camada interna do epitélio glandular.
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A Figura 15 ilustra cortes histologicos de tecidos mamario corados
pelo método imunohistoquim ico para o PCNA. Nessa figura observa-se
gue os diversos grupos aprese ntam intensidade similar de marcacéo d

esse antigeno no tecido mamario.
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Figura 15. Fotomicrografi a de tecido maméario com marcagéo do antlgeno nuclear de
proliferacéo celular (PCNA ) de camundongos Balb/c fémeas cujas m &es receberam,
por gavagem, Agua, Oleo de milho ou 4- Nonilfenol durante a sua gest acdo e

enquanto os amamentavam e que durante a puberdade receberam, também por
gavagem, Agua, Oleo de milho ou Bisfenol A. (a) animal do grupo Agua/Agu a; (b)

animal do grupo Oleo/Oleo; (c) anim al do grupo NP/Oleo; (d) animal do grupo
NP/BFA. Setas apontam células positivas (ntcleos marrons) para o antigeno PCNA

A analise quantita tiva da proliferacdo celular foi realizada
considerando-se a quantidade de células positivas para o antigeno PCNA por
2 . : :
mm . Os dados estdo ilustrados na Figura 16. Nessa figura observa-se que
no tecido mamario o indice de positividade para o PCNA variou de 247,5 a

2
1534,1 CEL/mm , mas essa diferenga néo foi e statisticamente significativa.
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Figura 16. Expressdao do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) em
tecido mamario de camundongos Balb/C fémeas cujas maes receberam, por
gavagem, Agua, Oleo de milho ou 4-Nonilfe nol durante a sua gestacdo e
enquanto os amamentavam e que durante a sua puberd ade receberam, também
por gavagem, Agu a, Oleo de milho ou Bisfenol A.

Com relacdo ao endométrio, a expresséao do antige no PCNA foi
observada tanto no ep itélio da superficie e no das glandulas quanto no
estroma, Figura 17. Ma s a intensidade da expressdo do PCNA variou nos
animais dos diversos gr upos; em alguns a intensidade da expresséao do
PCNA era maior no tecido epite lial em outros era maior no estroma.

Ja o indice de positividade nédo foi estatisticamente dife rente entre

0s grupos, Figura 18.
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Figura 17. Fotomicrografi a de tecido endometrial com marcacdo do antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) de camundongos Balb/c féme as cujas
maes receberam, por gavagem, Agua, Oleo de milho ou 4-Nonilfenol durante a
sua gestacdo e enquanto os amamentavam e que durante a sua puberdade
receberam, também por gavagem, Agua, Oleo de milho ou Bisfenol A. (a) animal
do grupo Agua/Agua; (b) animal do grupo Oleo/Oleo; (c) animal do grupo

NP/Agua; (d) animal do grupo NP/Oleo; (e, f) animal "do grupo NP/BPA. Nucleos
marrons mostram células positivas para o antigeno PCNA
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Figura 18. Expressdo d o antigeno nuclear de proliferacdo celu lar (PCNA) no
endométrio de camundongos Balb/C fémeas cujas mées receberam , por
gavagem, Agua, Oleo de milho o u 4 -Nonilfenol durante a sua gestacdo e
enquanto os amamentavam e que durante a sua puberdade receberam, també m
por gavagem, Agua, Oleo de milho ou Bi sfenol A.
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Neste estudo, cujo objetivo consistiu em avaliar os efeitos da exposi¢céo
a baixas doses de BFA em camundongos sensitizados por NP durante a fase
perinatal, o primeiro parametro avaliado foi o de fertilidade, ou seja, se o
numero de filhos nascidos tinha sido afetado pelo fato de as mées terem sido
expostas ao NP durante a gestacédo. A literatura refere que camundongos
geram em meédia 12 filhotes por reprodutora, entretanto, neste estudo
somente uma das quatro mées que receberam NP teve nove filhos, duas
tiveram somente trés filhos cada uma e outra nao teve filhos, mesmo apés
duas tentativas de acasalamento. Apesar disso, a analise dos dados mostrou
gue o tamanho da ninhada das fémeas dos diferentes grupos néao diferiu
estatisticamente. Estes dados corroboram o0s encontrados por Nagao e
colaboradores em 2001, quando esses autores mostraram que o NP na
concentracdo de 50 mg/kg/dia quando administrado aos genitores nao
afetava no numero de filhos nascidos. O que evidencia que nessa
concentracdo o Nonilfenol ndo é toxico.

Considerando que a geracdo F1 foi exposta cronicamente ao NP durante
o desenvolvimento embrionéario, e ainda que nos mamiferos, apés a
diferenciacdo das gdnadas, cujo processo esta associado a presenca ou a
auséncia do cromossomo Y, a diferenciacdo da genitalia interna e externa,
em masculina ou feminina, é dependente da resposta de varios tecidos aos
hormdnios estrogenos ou andrégenos a que os fetos estdo expostos (MELLO
et alli, 2005; MAJDIC & TOBET, 2011), outro parametro investigado neste
estudo foi se a exposicao diaria ao 4NP durante a gestacao alteraria a relagao
macho/fémea entre os individuos nascidos daquela gestacdo. Ressalta-se o

fato de que apesar de a sexagem dos animais ter tido como base a
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visualizacdo da bolsa escrotal, todos os animais identificados como
fémeas apresentaram ateros. A analise estatistica dos dados mostrou que
a dose de 50 mg/kg/dia de 4NP administrado as fémeas durante a
gestacdo nédo foi suficiente para induzir alteracdes na determinacao do
sistema reprodutor dos filhotes.

Outro parametro analisado neste estudo foi o peso dos animais da geracédo
F1. A andlise desse parametro deu-se, principalmente, porgue existem
evidéncias de que alguns desreguladores enddécrinos podem regular o
metabolismo lipidico e a adipogénese (BERTOLI et alli, 2015), especialmente se a
exposicdo a eles ocorre durante o inicio do desenvolvimento (HEINDEL et alli,
2015). Mas, como se sabe que a integracéo olfativa entre as mées lactantes e a
cria aparece logo ap6s o parto e tem efeito no reconhecimento da prole, neste
estudo ndo se efetuou a andlise do peso dos individuos da geracdo F1 ao
nascimento para que os mesmos ndo fossem rejeitados pelas maes, desse
modo, a primeira medida foi obtida quando os animais tinham 21 dias de vida,
data do desmame. A analise estatistica dos dados mostrou que a transferéncia
vertical de NP durante a lactagdo né&o foi suficiente para induzir alteragcdes no
peso dos animais, mais um indicio de que o NP na concentracdo de 50

mg/Kg/dia néo foi toxico para os animais da geracao F1.

0
Entretanto, no 42 dia, quando os animais da geracao F1 j4 estavam

recebendo os tratamentos diretamente e ndo mais por meio do leite materno,
foi observado que os animais do grupo NP/Agua, apresentavam peso menor
do que o grupo controle negativo, grupo Agua/Agua. Ja os animais do grupo
NP/BFA, aqueles cujas mées receberam NP e eles BFA, apresentaram aos 42

e 60 dias de vida peso maior do que o grupo controle negativo. Esses dados



Discussao

corroboram com os publicados por Rubin colaboradores em 2001, quando
esses autores relataram que a exposicdo durante o periodo pré-natal e
neonatal a baixas doses de BFA leva ao aumento do peso corporal das crias,
particularmente das fémeas. Recentemente Ariemma e colaboradores (2016)
mostraram in vitro que exposi¢cao prolongada a doses baixas de Bisfenol A
aumenta a proliferacdo de células precursoras de adipdcitos, antecipando a
expressado dos genes envolvidos no metabolismo de lipidios e glicose.
Considerando que o figado e os rins sdo os érgdos mais impactados
pela exposicdo a substancias quimicas (KATARIA et alli, 2015) e ainda
gue o BFA quando administrado por via oral € extensamente absorvido,
sendo metabolizado no figado em glucoronideo de BFA, forma inativa
excretada pelo rim (VOLKEL et alli, 2005; GAYRARD et alli, 2013), neste
estudo também se decidiu avaliar se exposicdo a baixas doses de BFA
induzira hepato/nefrotoxicidade. Aparentemente, o tratamento dado aos
animais ndo demonstrou efeito toxico para o figado, pois ao microscépio
de luz nédo foi observado nenhuma alteracdo morfoldégica nesse 6rgao.
Esta observagao nao corrobora as de Yildiz & Barlas (2013), quando esses
autores relataram que o BFA em concentragédo subcrdnica induz no figado
alteracbes estruturais tais como: edema, degeneracdo e necrose de
hepatécitos. Vale citar que, diferentemente deste estudo, em que se
utilizou o BFA na concentragdo de 25 ug/Kg, Yildiz e Barlas utilizaram
doseigual a 125 mg/kg, que eles consideraram dose subcrdnica.

No que se refere aos rins, o exame histolégico mostrou a presenca de
gotas hialinas em células de tabulos contorcidos distais dos animais do grupo

NP/BFA. Embora neste estudo, a presenca de gotas hialinas tenha sido
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visualizada por coloracdo convencional de hematoxilina e eosina (H&E) e a
composicdo das goticulas ndo tenha sido avaliada, a sua presenca é um indicio
de lesdo renal, pois Burnett e colaboradores, em 1989, mostraram que as gotas

hialinas representam acumulo de 2u-globulina dentro de lisossomas, sendo

gue a presenca dessas gotas em células de tubulos renais caracteriza
nefrotoxicidade (STONE et alli,1987; MARCHESI et alli, 2003; DOI et alli,
2007).

Além do figado e do rim também se analisou o bago dos animias de
todos os grupos, pois esse 6rgdo constitui o maior acumulo de tecido
linfoide do organismo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013) e segundo Sousa
(2015), por expressarem pelo menos um subtipo dos receptores de
estrégenos as células imunes estariam suscetiveis a acdo do BFA; esse
xenoestrégeno interfere na proliferacdo, na diferenciacdo e na migracao de
leucécitos, mesmo quando utilizado em concentracdes consideradas baixas,
além do fato de induzir reducdo na populacédo de células imunocompetentes
no baco na concentracdo de 5 mg/kg (SUGITA-KONISHI et alli, 2003). Embora
neste estudo ndo se tenha efetuado a anélise da populagéo celular do baco,
ao microscopio de luz nenhum animal mostrou alteracdo no tecido esplénico.
E importante citar que se tivesse ocorrido alteragdo nos tipos celulares do

baco, isso se refletiria na organizacéo do tecido linfoide nesse 6rgéo.

Como indicadores de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade também foram
dosados o nivel sérico de enzimas Fosfatase alcalina (FAL), Gama
glutamiltransferase ( GT), Aspartato aminotransferase (TGO), Alanina
aminotransferase (TGP), além dos niveis de Creatinina e Ureia. A andlise desses

paradmetros bioquimicos envolveu a comparagao com o grupo controle
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negativo, pois apesar de os niveis dessas enzimas estarem dentro dos
valores de referéncia, essas substancias para os camundongos BALB /c
apresentam variacao sazonal.

A Fosfatase alcalina é uma enzima responsavel pela remocdo de grupos
fosfato de véarias moléculas, geralmente ela é dosada para avaliar lesdo das vias
biliares, pois ela € totalmente excretada via bile. Neste estudo os animais dos
grupos Oleo/Oleo, NP/Oleo e NP/BFA apresentaram niveis reduzidos dessa
enzima. Esses dados nao corroboram os relatados por Khan e colaboradores em
2015, quando eles mostraram que o BFA induz aumento de FAL no soro
sanguineo, entretanto, diferentemente deste estudo, em que se utilizou dose
baixa do BFA (25 ug/Kg), Khan e colaboradores utilizaram doses de 150 mg/kg,
250 mg/kg, 500 mg/kg. A reducdo dos niveis de FAL observados neste estudo
pode ser devido a varias condi¢cdes, entre elas alteragdes no metabolismo do
tecido 0Osseo, inflamagcdo na mucosa do intestino delgado, deficiéncia de
magnésio, mas nao deve ser relacionada a lesdo hepética, pois se assim fosse
os niveis dessa enzima estariam aumentados e ndo diminuidos.

Apesar de ndo mostrar alteragbes na morfologia do figado, os animais
do grupo Oleo/Oleo mostraram niveis de -glutamiltransferase maiores do que
0 grupo controle, o que poderia ser relacionado a aumento de gordura no
figado, visto que esses animais receberam diariamente por gavagem 30 uL de
o0leo de milho, apesar de néo ter sido visualizada na analise morfologica.
Talvez esse aumento de -glutamiltransferase seja o inicio de um processo de
uma doenca hepética gordurosa nédo alcodlica. Vale lembrar que o NP e o
BFA foram diluidos em 0Oleo de milho e os animais que receberam esses

xenoestrégenos ndo mostraram aumento de -glutamiltransferase.
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Com relacdo as enzimas TGO e TGP, os animais do grupo NP/Agua
mostraram niveis aumentados de TGO e os do grupo NP/BFA aumento de
TGP, embora ainda dentro dos valores de referéncia para a espécie. A que se
considerar o fato de que nesses dois grupos arelacdo TGP/TGO é menor que
1, e somente é indicativo de lesdo hepatica quando essa relagao for maior 1.

Além das enzimas citadas acima também foram dosados os niveis séricos
de ureia e creatinina. A ureia é um produto do catabolismo de aminoé&cidos e
proteinas, gerada no figado, é a principal fonte de excrecdo do nitrogénio do
organismo, principalmente pela urina, sendo, portanto, utilizada para avaliar
funcdes renais (BURTIS & ASHWOOD, 1998), apesar de também ser um
indicador de leséo hepética. A creatinina resulta da degradacéo da fosfocreatina
existente em células musculares, e é principalmente excretada por filtragdo
glomerular (GUYTON & HALL, 2009); o nivel de creatinina do sangue permite
calcular a taxa de filtragdo glomerular, um parametro utilizado para avaliar a
funcdo renal. Por isso neste estudo dosaram-se o0s niveis desses dois
compostos como parametro de nefrotoxicidade.

Todos os grupos constituidos de animais cujas méaes receberam NP
durante a sua gestacédo e enquanto os amamentavam (NP/Agua, NP/Oleo e
NP/BFA) mostraram niveis séricos de ureia inferiores aos apresentados
pelos animais do grupo Agua/Agua, mas ainda estavam dentro do
intervalo dos valores de referéncia para camundongos Balb/c.

Ja em relacdo a analise aos niveis séricos de creatinina, os animais dos
grupos NP/Agua, NP/Oleo e NP/BFA n&o apresentaram niveis dessa substancia
diferente do apresentado pelo grupo controle negativo. Esses dados corroboram

0s Yen e colaboradores que 2012 mostraram que a exposi¢cao
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cronica ao NP néo altera os niveis séricos de creatinina. Embora ndo corroborem
os de Olea-Herrero e colaboradores (2014) que relatam que o BFA na
concentracdo de 50 mg/Kg induz, em camundongos, as células que revestem o
corpusculo renal a apoptose, levando a hiperfiltracdo glomerular o que
acarretaria na diminuicdo dos niveis séricos de creatinina. Ressalta-se o ato de
gue essa concentracdo de BFA é muito superior a utilizada neste estudo. Ainda
com relacdo a creatinina, pode-se observar na Tabela 2 que 0os animais do grupo
Oleo/Oleo mostraram niveis séricos dessa substancia superiores aos
apresentados pelos animais de todos os outros grupos. Esse aumento de
creatinina pode ser um sinal de diminuicdo da filtragdo glomerular. Em 2011,
Imafidon e Okunrobo demonstraram que dietas a base de 6leo aumentam os
niveis de creatinina, comprometendo a funcdo renal. Também em 2011, Borba e
colaboradores relataram que a ingestdo de uma dieta hiperlipidica pode
aumentar o nivel sérico de creatinina e diminuir a sua depuracdo. Como a
dosagem de creatinina deve ser realizada em paralelo com a de ureia para uma
melhor avaliacdo da lesdo renal, ha de se considerar que se a diminuicdo nos
niveis de ureia observado neste estudo estiver relacionada a lesdo renal, essa
lesdo deve estar no inicio, pois ocorreu sem aumento da creatinina, que tem
aumento tardio na leséo renal quando comparada a ureia.

Ja que tanto o NP quanto o BFA sdo capazes de ligar-se aos receptores de
hormdnios estrogenos e assim mimetizar os seus efeitos, neste estudo também
se quantificou nos individuos da geracdo F1 os niveis de progesterona. Os
niveis diminuidos de progesterona detectados neste estudo no grupo NP/BFA
ndo corroboram os de Delclos e colaboradores (2014), esses autores relataram

gue camundongos adultos expostos ao BFA na mesma
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concentracéo utilizada neste estudo (25 pg/Kg/dia) apresentaram os niveis
séricos de progesterona similares ao do grupo controle. Da mesma forma
os niveis de progesterona observados nos grupo Oleo/Oleo e NP/Oleo
ndo corroboram os de Aranda-Avila e colaboradores (2010) que relataram
gue aingestao de 6leo de milho aumenta niveis séricos de progesterona.
Como o NP e o BFA podem afetar o equilibrio entre os horménios
estrogénios e a progesterona, levando o organismo a uma maior resposta
aos estrégenos (ALDAD et alli, 2011), e ainda que os hormdnios
estrogénicos tem acdo proliferativa sobre o endométrio e o epitélio
mamario, neste estudo realizou-se também nas fémeas da geracédo F1 a
analise histoldgica qualitativa dos tecidos mamarios e endometrial.

As fémeas do grupo NP/BFA apresentaram espessamento do epitélio e
estroma com células grandes com nucleos volumosos e eucromaticos,
condizentes com a passagem da fase proliferativa para a fase secretora do ciclo
estral, quando os niveis de progesterona nédo estao tdo elevados. Ressaltando
gue nesse grupo, como citado anteriormente, os niveis de progesterona eram
menores do que os do grupo controle. O espessamento do endométrio, também
conhecido como hiperplasia endometrial, normalmente esta relacionado a
exposicao excessiva aos estrogenos, 0 que aumenta o risco de desenvolvimento
de cancer endometrial. A literatura mostra que niveis mais elevados de BFA
podem levar a hiperplasia endometrial. Mendoza-Rodriguez e colaboradores em
2011, por exemplo, mostraram aumento significativo na espessura do epitélio
uterino de camundongas cujas méaes tinham sido expostas ao BFA durante a sua

gestacdo. Como a exposicao ao BPA altera a
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resposta hormonal em longo prazo esse espessamento pode aumentar a
propensao ao desenvolvimento de cancer endometrial.

Embora tenham apresentado espessamento do tecido endometrial, as
fémeas do grupo NP/BFA mostraram nas glandulas mamarias atrofia ductal
com aumento de tecido adiposo. Esse aumento de tecido adiposo pode estar
relacionado ao fato de que o BFA também é capaz de se ligar a horménios
envolvidos no processo da adipogénese. Ohlstein e colaboradores (2014)
mostraram, in vitro, que o BFA aumenta a diferenciacdo de células tronco em
adipocitos. Da mesma maneira, Boucher e colaboradores em 2015 relataram
gue o BFA-glucoronideo, um metabdlito do BFA que ndo tem atividade
estrogénica, é o indutor da diferenciacdo de células precursoras em
adipocitos. Outro relato na literatura mostra o BFA mesmo quando associado
a outros desreguladores enddécrinos, ou seja, quando ocorre exposicado a
uma mistura de desreguladores endocrinos, entre eles o BFA, a expressao de
genes de adipogénese é aumentada (BIEMANN et alli, 2014). Ressalta-se o
fato de que os animais desse grupo (NP/BFA) mostraram peso maior do que
todos os outros.

A literatura relata também que o BFA, mesmo em baixas doses, pode
diminuir a taxa de apoptose nas células dos ductos mamarios
(VANDENBERG et alli, 2008) ou ainda estimular, in vitro, a proliferacdo de
células de cancer de mama (SONG et alli, 2015), dados que ndo explicam
o fato de neste estudo o grupo NP/BFA mostrar atrofia dos ductos das

glandulas mamarias e nao hiperplasia mamaria, a alteracdo morfologica

mais citada na literatura como ainduzida por xenoestrogenos.
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Apesar de no grupo NP/BFA o tecido endometrial mostrar tendéncia a
maior proliferacdo celular, o indice de proliferacdo celular tanto no tecido
mamario quanto no endometrial ndo se mostrou estatisticamente diferente do
controle. Essa ndo significancia pode ser decorrente da conversao do BFA para
0 BFA-glucoronideo, como citado anteriormente, um metabdlito que nédo tem
atividade estrogénica, bem como pelo polimorfismo entre os individuos de uma
populacdo no que diz respeito as enzimas envolvidas no metabolismo do BFA, o
gue poderia ser evidenciado pelo valor do desvio padrdo. Entretanto, ha que se
considerar o tamanho da amostra, que neste estudo foi pequena, pois as maes
gue receberam NP na gestacdo tiveram em conjunto 18 filhos, filhos esses que
foram dividos aleatoriamente em trés grupos, sendo que dos seis animais que
receberam BFA somente trés eram fémeas.

O conjunto dos resultados obtidos neste estudo sugere que a
exposicdo ao BFA quando administrado cronicamente altera a estrutura das
glandulas mamarias e do endométrio de camundongos Balb/c durante a
idade adulta jovem, mas a relevancia e a extrapolacdo desses dados para a
populacdo humana requerem estudos mais detalhados de modo a avaliar os
mecanismos de acdo do NP e do BFA e o seu papel no desenvolvimento de

diferentes tipos de neoplasias horménio-dependentes.



7. CONCLUSOES



Conclusdes

O conjunto dos resultados obtidos neste estudo sugere que:
a exposicao ao 4-Nonilfenol na concentracdo de 50 mg/Kg/dia
durante a prenhez nao afeta a relacdo machos/fémea entre os nascidos,

nem o peso dos animais.

a exposicado ao Bisfenol A na concentracdo de 25 pg/Kg, do desmame
até a maturidade sexual, induz aumento de peso nos camundongos.

a exposicdo ao BFA na concentracdo de 25 ug/Kg por animais
sensitizados pelo 4-Nonilfenol durante o periodo perinatal ndo é téxica
para o tecido hepatico, para o renal nem para o tecido esplénico.

a exposicao ao BFA na concentracdo de 25 ug/Kg por animais
sensitizados pelo 4-Nonilfenol durante o periodo perinatal induz no inicio
da maturidade sexual atrofia dos ductos galactéforos e adipogénese no

tecido mamaério, além de espessamento do endométrio.
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