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RESUMO

O aumento da incidéncia de distarbios reprodutivos do sexo masculino tem atraido
preocupacdes sobre o impacto dos desreguladores enddcrinos quimicos (DEQS) sobre a satde
reprodutiva, especialmente quando essa exposi¢cdo ocorre durante a vida fetal. Bisfenol A
(BPA) é um DEQ com atividade estrogénica reconhecida, que é amplamente utilizada na
fabricagdo de plasticos e de revestimento internos de latas de alimentos. Estudos realizados
anteriormente demonstraram comprometimento no processo da espermatogénese em ratos
machos expostos ao BPA na idade adulta. Desta forma, o objetivo deste estudo foi investigar
a toxicidade reprodutiva na prole masculina adulta de mées expostas ao BPA durante o
periodo perinatal do 18° dia gestacional até o 5° dia pos-natal (DPN), que é reconhecido como
a janela de diferenciacdo sexual do hipotdlamo em ratos. Durante este periodo, as fémeas
foram tratadas uma vez por dia com zero, 0,5 ou 5 mg por kg de peso corporal, por via
subcutanea, de BPA diluido em éleo de milho. No DPN90, a prole masculina foi submetida a
eutandsia e os tecidos foram coletados para avaliar: a) a producdo espermaética através da
contagem de espermatozoides do testiculo; b) as reservas espermaéticas através da contagem
de espermatozoides do epididimo; c) o tempo de transito espermatico dividindo a reserva
espermatica pela producdo de espermatozoides; d) a avaliacdo funcional dos espermatozoides
coletados da cauda do epididimo (integridade acrossémica pelo método de coloracdo POPE,
integridade da membrana plasmatica pelo método de eosina-nigrosina, atividade mitocondrial
pela medicdo do citocromo ¢ oxidase na peca intermediaria do espermatozoide, e morfologia
apos fixacdo em solucdo de formol salina tamponada); €) a histologia do epitélio seminifero
em sec¢des microscopicas dos testiculos fixados em solugdo de Bouin e corados com acido
periodico de Schiff (PAS); f) a expressao da transcricdo do de andrégeno (Ar), receptor de
estradiol a (Esrl), receptor de estradiol B (Esr2), receptor de estrogeno o acoplado a proteina
G (Gper) e citocromo P450 da familia 19, subfamilia A, polipeptideo 1 (Cyp419al) nos
testiculos através da transcricdo reversa seguida de PCR quantitativa (QPCR-RT); e g) a
dosagem hormonal sérica de testosterona por eletroquimioluminescéncia. Os dados
paramétricos foram analisados usando ANOVA seguido pelo pds teste de Tukey-HSD e
dados ndo-paramétricos foram analisados por meio de teste de Kruskal-Wallis seguido do pds
teste de Dunn com recursos do programa Statistica 7,0 (Statsoft, Inc). As diferencas
estatisticas foram consideradas quando p <0,05. A exposicdo ao BPA durante o
desenvolvimento perinatal reduziu a producdo espermatica total e diaria na prole adulta.
Alteragdes morfologicas do epitelio seminifero também ocorreram em ambos 0s grupos
tratados com BPA, com uma diminui¢do na altura do epitélio e um aumento no didmetro
luminal. O tempo de transito dos espermatozoides e reservas espermaticas aumentaram em
ambos os grupos tratados com BPA. A funcionalidade dos espermatozoides sé foi afetada no
grupo tratado com 5 mg / kg de BPA, com reducdo da integridade do acrossoma e da
membrana plasmaética, bem como a reducdo da atividade mitocondrial e aumento de
anormalidades morfologicas. O padrdo de expressao de genes relacionados com o processo da
espermatogénese foi alterado apenas no grupo tratado com 5 mg/ kg de BPA, com reducéo de
MRNA de Ar e aumento de mRNA de Esrl. Nao foram observadas alteracfes significativas



nos mMRNAs de Cyp419al, Esr2 ou Gper. A dosagem seérica de testosterona foi aumentada no
grupo tratado com 5 mg/ kg de BPA. A reducdo da altura do epitélio seminifero estd
possivelmente relacionada com a diminui¢cdo da producdo espermatica. BPA causou um
acumulo de espermatozoides nos segmentos do epididimo através do aumento do tempo de
transito dos espermatozoides, o que é evidenciado pelo aumento das reservas espermaticas em
ambos 0s grupos tratados. Em animais expostos a uma maior dose aumentou 0s niveis de
testosterona e reduziu a expressdo de mRNA de Ar, o que pode influenciar negativamente na
resposta da testosterona sobre as células de Sertoli. Como resultado da perturbacdo da
espermatogénese, todos os pardmetros de funcdo espermética foram comprometidos,
sugerindo um possivel prejuizo na capacidade de fecundacdo destes espermatozoides. Em
concluséo, a exposicdo as doses de 0,5 e 5 mg/Kg de peso corporal/dia de BPA durante o
periodo de diferenciagdo sexual do hipotdlamo produz efeitos deletérios sobre a
espermatogénese na prole adulta.

Palavra-chave: Bisfenol A. Parametros espermaticos. Expressdo génica.



ABSTRACT

The increased incidence of male reproductive disorders has attracted concerns about the
impact of endocrine disrupting chemicals (EDCs) on reproductive health, especially when
such exposure occurs during fetal life. Bisphenol A (BPA) is a EDC with recognized
estrogenic activity, which is widely used in the manufacture of plastics and inner lining of
food cans. Studies conducted previously demonstrated compromising in the spermatogenesis
process in male rats exposed to BPA in adulthood. In this manner, the aim of this study was to
investigate the reproductive toxicity in adult male offspring of dams exposed to BPA during
the perinatal period from gestational day 18 to postnatal day (PND) 5, which is recognized as
the hypothalamic sexual differentiation window. During this period, the dams were treated
once a day with zero, 0.5 or 5 mg per kg of body weight, subcutaneously, of BPA diluted in
corn oil. In PND90, the male offspring was euthanized and tissues were collected to evaluate
the a) sperm production by counting the testicular sperm; b) sperm reserves by counting the
epididymal sperm; c) sperm transit time by dividing sperm reserves by sperm production; d)
functional evaluation of spermatozoa collected from cauda epididymis (acrosome integrity by
Pope staining method, plasma membrane integrity by eosin-nigrosin staining method,
mitochondrial activity by measuring cytochrome c¢ oxidase activity in the mid-piece of sperm,
and morphology after buffered formal-saline solution fixation); e) histology of the
seminiferous epithelium in microscopic sections of testis fixed in Bouin’s solution and stained
with periodic-acid-schiff (PAS); ) transcript expression androgen receptor (Ar), a estradiol
receptor (Esrl), B estradiol receptor (ESr2), a estrogen receptor G protein coupled (Gper) and
cytochrome P450 family 19, subfamily a, polypeptide 1 (Cyp419al) in the testis by reverse
transcription followed by quantitative PCR (RT-qPCR); and g) serum hormonal dosages of
testosterone by electrochemiluminescence. Parametric data were analyzed using ANOVA
followed by Tukey-HSD posthoc test and non-parametric data were analyzed using Kruskal-
Wallis followed by Dunn’s posthoc test with resources of the software Statistica 7.0 (Statsoft
Inc). Statistical differences were considered when p <0.05. BPA exposure during the perinatal
development reduced total and daily sperm production in the adult male offspring.
Morphological changes in the seminiferous epithelium also affected in both BPA treated
groups, with a decrease in epithelium height and an increase in luminal diameter. The sperm
transit time and sperm reserves increased in both BPA treated groups. The functionality of the
sperm was only affected in the group treated with 5 mg of BPA/kg, with reduction in the
integrity of acrosome and plasme membrane as well as reduced mitochondrial activity and
increased morphological abnormalities. The pattern of expression of genes related to
spermatogenesis process was altered only in the group treated with 5 mg of BPA/kg, with
reduction in Ar mRNA and increasing in Esrl mRNA. No significant alterations were
observed in Cyp419al, Esr2 or Gper mRNAs. The serum dosage of testosterone was
increased in the group treated with 5 mg of BPA/Kg. The reduction in the seminiferous
epithelial height is possible related with the decrease in the sperm production by the testis.
BPA caused an accumulation of sperm in the epididymis segments by increased the sperm
transit time, which is evidenced by the increase in sperm reserves in both treated groups. In



animals exposed to a higher dose increased testosterone levels and reduced Ar mRNA
expression, which may negatively influence the response of testosterone on Sertoli cells. As
result of disturbed spermatogenesis, all parameters of spermatic function were compromised,
suggesting a possible impairment in the fecundation ability of this sperm. In conclusion, that
exposure to doses 0,5 e 5 mg/ kg body weight/day of BPA during the hypothalamic sexual
differentiation period produces deleterious effects on spermatogenesis in adult offspring.

Keywords: Bisphenol A. Sperm parameters. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a frequéncia de varias desordens reprodutivas masculinas, tais como
criptorquidia, hipospadia, cancer testicular e baixa contagem de espermatozoides tem
aumentado progressivamente. Muitos estudos clinicos, epidemiologicos e experimentais
sugerem que estas perturbagdes surgem durante o desenvolvimento fetal (SHARPE; IRVINE,
2004; SHARPE, SKAKKEBAEK, 2008; TOPPARI et al., 1996)

O periodo perinatal é considerado uma das janelas sensiveis e vulneraveis do
desenvolvimento, que engloba um periodo crucial envolvendo a diferenciacdo sexual
hipotaldamica, em que pequenas perturbacfes hormonais podem ter um impacto sobre a
fertilidade na vida adulta do individuo (DICKERSON et al., 2011; GERARDIN et al., 2005;
PEREIRA, 2003).

Acredita-se que anormalidades no sistema reprodutivo masculino podem estar
relacionadas com o aumento da presenca no ambiente de produtos quimicos naturais e
sintéticos durante as Ultimas décadas (MAIN et al., 2010; SHARPE; SKAKKEBAEK, 2003).
Entre os produtos quimicos presentes no ar, agua, comida, e numa variedade de produtos de
consumo, muitos podem interferir com o sistema endécrino e, portanto, sdo chamados de
desreguladores enddcrinos quimicos (DEQs). DEQ pode afetar a sintese, secrecdo, transporte,
ligacdo, acdo, metabolismo ou eliminacdo de hormonios enddgenos. Desta forma pode
interferir com o funcionamento do sistema enddcrino, causando alteracdes no
desenvolvimento, comportamento e reproducdo de populaces humanas e animais
(DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009; KAVLOCK et al., 1996).

Similarmente aos horménios, os desreguladores enddcrinos funcionam em dose muito
baixas e de maneira tecido especifica, podendo apresentar efeitos dose-resposta nao
tradicionalmente observadas como outros farmacos devido as complicadas dinamicas de
ocupacdo e saturacdo de receptores (SCHUG et al., 2011; WELSHONS et al, 2003). Assim,
doses menores podem ter efeitos mais importantes do que doses maiores.

O composto bisfenol A (BPA) é amplamente empregado na produgdo de plasticos
policarbonatos e resinas epoxi e tem demostrado, tanto em experimento in vitro como também
in vivo agir como um DEQ (RICHTER et al., 2007; VANDENBERG et al., 2007; VOM
SAAL; HUGHES, 2005). Muitos dos efeitos do BPA foram descritos na sua capacidade de
interagir com receptores de estrogenos, bem como uma variedade de outros sistemas de
receptores e alvos moleculares (WELSHONS et al, 2003; LEE et al., 2003).
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O BPA tem sido detectado em tecido de placenta, sangue do corddo umbilical e
liquido amnidtico de recém-nascidos (PADMANABHAN et al. 2008; SCHONFELDER et
al., 2002;VANDENBERG, 2007). Estes dados implicam que o BPA é capaz de atravessar a
placenta, e pode acumular-se no compartimento do feto apOs exposicdo materna,
provavelmente devido a incapacidade do feto de metabolizar e eliminar eficientemente o BPA
(COUGHTRIE et al., 1988; TAKAHASHI; OISHI, 2000). Esta evidéncia justifica estudar os
efeitos da exposicdo ao BPA durante os periodos vulneraveis do desenvolvimento que podem

representar um perigo para a saide humana e animal.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desreguladores enddcrinos quimicos

Os desreguladores endocrinos quimicos (DEQS) sdo agentes exdgenos que interferem
na funcdo do sistema enddcrino, abrangendo os processos de sintese, secrecdo, transporte,
acdo, metabolismo e/ou eliminacdo de hormdnios enddgenos, causando efeitos adversos nos
organismos expostos ou em sua descendéncia (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009;
KAVLOCK et al., 1996).

Os humanos e animais selvagens sdo expostos aos DEQs através do ar, alimentacéo,
agua ou contato com uma ampla variedade de produtos (THIRD NATIONAL REPORT ON
HUMAN EXPOSURE TO ENVIRONMENTAL CHEMICALS, 2005).

O sistema enddcrino é de fundamental importdncia para o sistema reprodutivo,
exercendo durante o desenvolvimento do feto um papel essencial na diferenciacdo sexual
hipotalamica, sendo responsavel também pela maturacdo sexual que acontece na puberdade e
pela funcdo reprodutiva na vida adulta (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009; SULTAN
etal., 2001).

Os DEQs podem interferir com o funcionamento do sistema enddcrino pelo menos de
trés formas: (1) mimetizando a acdo de um hormonio enddgeno e afetando as funcdes
controladas por horménio; (2) blogueando os receptores hormonais nas células e impedindo
assim a acdo dos hormonios naturais; (3) afetando a sintese, o transporte, 0 metabolismo e a
excrecdo dos hormonios, alterando dessa forma as concentragdes dos hormdnios naturais no
organismo (KAVLOCK et al., 1996).
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Existe a preocupagdo cientifica em torno dos compostos capazes de alterar o
funcionamento normal do sistema endocrino e esta preocupacdo com os DEQs surge dos
efeitos nocivos que alguns agentes quimicos ambientais podem ter no desenvolvimento e no
sistema reprodutor de diferentes espécies (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

Acredita-se que a vida fetal seja mais vulneravel aos DEQs por ocorrerem eventos
funcionais e estruturais dependentes de hormoénios, como o desenvolvimento do sistema
nervoso, imunolégico e reprodutivo (DIETERT et al.,, 2000; PEREIRA, 2003; SHARPE;
IRVINE, 2004). Quanto a exposi¢do aos DEQs, ha um intervalo de tempo entre o periodo de
exposicao e a manifestacdo fisiopatoldgica, ou seja, as consequéncias da exposicao durante as
fases iniciais de desenvolvimento podem nédo ser imediatamente aparentes, mas se manifestar
na idade adulta (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009). O exemplo mais claro dos efeitos
da exposicdo aos DEQs durante o periodo gestacional ocorreu quando mulheres foram
medicadas com agente estrogénico dietilestilbestrol (DES), entre 1940 e 1970. Este farmaco
era prescrito para prevenir abortos espontaneos e, em abril de 1971, o New England Journal of
Medicine publicou um relatorio efetuado por trés médicos do Hospital Geral de
Massachusetts, no qual se fazia a associacdo de mulheres que tinham feito terapia com o
dietilestilbestrol durante o primeiro trimestre da gravidez com aparecimento de

adenocarcinoma vaginal em sua descendéncia (HERBST et al. 1971).

2.2 Fisiologia Reprodutiva do Macho

2.2.1 Diferenciagao sexual do macho

O sexo do individuo é determinado no momento da fecundacdo. Nos mamiferos as
fémeas sdo homogaméticas (XX) e os machos sdo heterogaméticos (XY). Durante o periodo
gestacional, inicialmente, as gonadas tanto de machos quanto de fémeas sdo tecidos
indiferenciados. A secrecdo dos hormdnios sexuais depende de fatores genéticos, no caso do
macho, o gene SRY (Sex-Determining Region of Y Chromossome) é um conjunto de genes
ligados ao cromossomo Y que promove a diferenciagdo da gbnada em testiculos
(HASELTINE; OHNO, 1981).

No periodo fetal também se inicia a diferenciagdo do sistema nervoso dos machos,
distinguindo-os das fémeas (WEISZ; WARD, 1980). Nos ratos o periodo critico de
diferenciacdo sexual abrange os Ultimos dias de vida fetal e a primeira semana apos o

nascimento. Antes do periodo de diferenciacdo, o hipotalamo de mamiferos esta organizado
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intrinsecamente como do tipo “feminino”, determinando comportamento sexual tipico de
fémea e secrecgdo ciclica de gonadotrofinas na vida adulta. Nos machos, o hipotalamo precisa
ser “masculinizado” para que se estabeleca o padrao de comportamento sexual tipicamente
masculino e o padrdo de secrecdo aciclico de gonadotrofinas (MACLUSKY; NAFTOLIN,
1981). A masculinizacdo do hipotdlamo é dependente de testosterona fetal, que é convertida a
estradiol pela acdo da enzima aromatase no sistema nervoso central (ERSKINE; TOBET,;
BAUM, 1988; RHODA; COBIER; ROFFI, 1984).

Gerardin e Pereira (2002) demonstraram que a conversao da testosterona a estradiol é
um evento necessario para a diferenciacdo e masculinizacdo do hipotdlamo masculino, e que o
estrogeno, atuando em receptores proprios, é capaz de ativar a transcri¢do de genes e a sintese
de proteinas, induzindo as diferencas sexuais no cérebro. Acredita-se que DEQs séo capazes
de interferir na atuacdo do estrogeno, levando a uma incompleta diferenciacdo sexual,
resultando em alteracdes que podem ter um impacto irreversivel sobre a saude reprodutiva na
vida adulta (PEREIRA, 2003).

2.2.2 Morfologia testicular

O testiculo é revestido por uma capsula de tecido conjuntivo denso, a tlnica albuginea.
Sendo constituido pelos tabulos seminiferos altamente enovelados, entremeados por tecido
conjuntivo frouxo, o intersticio. Este intersticio possui as células de Leydig, responsaveis pela
producdo de testosterona, vasos sanguineos e linfaticos, macréfagos e nervos (SETCHELL,
BREED, 2006).

Os tubulos seminiferos sdo constituidos pela camada peritubular, epitélio seminifero e
limen. O epitélio seminifero é composto por células de Sertoli e células germinativas. A
funcdo das células de Sertoli é fornecer suporte fisico e nutricional para as células
germinativas em desenvolvimento. Os testiculos adultos s6 sdo capazes de produzir
espermatozoides (em namero e qualidade) se a proliferacdo e maturacédo das células de Sertoli
ocorrer corretamente. A fase proliferativa das células de Sertoli varia dependendo das
espécies. Parece que as células de Sertoli proliferam durante dois periodos de vida, na vida

fetal e no periodo pre-puberal em todas as espécies (SHARPE et al., 2003).

2.2.3 Espermatogénese
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A espermatogénese € um processo ciclico altamente organizado que ocorre nos
tubulos seminiferos, onde as células germinativas ou espermatogdnias diploides (2n)
permanecem quiescentes até a puberdade, quando por estimulos hormonais se diferenciam
numa célula haploide madura (1n), o espermatozoide. Na base do epitélio seminifero existem
diversas populacOes de espermatogobnias. A espermatogonia do tipo A representa a populagéo
de celula-tronco que mantém mitoticamente o numero adequado de espermatogonia ao longo
da vida. A espermatogénese pode ser dividida em trés fases: (1) fase proliferativa ou
espermatogonial, na qual as espermatogdnias passam por sucessivas e rapidas divisoes
mitéticas; (2) fase meidtica ou espermatocitogénica, onde o material genético dos
espermatdcitos é duplicado, recombinado e segregado, sendo esta fase importante para a
diversidade genética entre membros da mesma espécie; (3) fase espermiogénica ou de
diferenciacdo, na qual células haploides, as espermatides passam por mudancas estruturais e
bioquimicas diferenciando-se em espermatozoide, um tipo celular especializado para alcangar
e fertilizar os odcitos (HESS; FRANGCA, 2008).

A estrutura do espermatozoide € formada por cabeca, peca intermediaria e cauda. O
acrossoma € uma estrutura situada na cabeca do espermatozoide, entre a membrana
plasmatica e a porcéo anterior do nucleo que contém enzimas hidroliticas que s&o liberadas
durante 0 processo de reacdo acrossomal para que haja a penetragdo do espermatozoide no
odcito (PESCH; BERGMANN, 2006). Anormalidades morfolégicas ou no tamanho do
acrossomo 0s tornam menos capazes de se ligar a zona pelucida, comprometendo a
fertilizacdo (MENKVELD et al., 1996). A energia necessaria para motilidade espermatica €
promovida pelas mitocdndrias localizadas na peca intermediaria. Estas produzem energia em
forma de adenosina de trifosfato (ATP) que é quebrada em moléculas de adenosina difostato
(ADP) liberando a energia necessaria para a movimentacdo do flagelo. Toda a extensdo da
célula espermatica é recoberta pela membrana plasmatica, a qual possui carater lipoproteico e
tem por fungdo manter o gradiente quimico de ions e outros componentes soluveis, por meio
de sua caracteristica de semipermeabilidade (SILVA; GADELLA, 2006).

Os espermatozoides que saem dos testiculos sdo imoveis e incapazes de fertilizar um
oocito. Eles s6 adquirem motilidade e capacidade de fertilizagdo ap6s sua passagem pelo
epididimo (SHUM et al., 2009). O epididimo consiste em um ducto, subdividido
anatomicamente em trés partes (cabeca, corpo e cauda) (SULLIVAN, 2004). Cada regido do
epididimo apresenta fungdes distintas, sendo que as regifes da cabeca e corpo estdo
envolvidas com os processos de maturagdo espermatica, como a aquisi¢do da motilidade e da

capacidade de reconhecimento e fertilizacdo do o6cito, enquanto que a regido da cauda esta
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associada com a fagocitose de espermatozoides anormais e com O armazenamento
espermatico, ocorrendo absor¢éo de fluido, o que torna o esperma mais concentrado.

O transporte dos espermatozoides atraves do epididimo depende da atividade contratil
da parede do ducto a qual é controlada pelo sistema nervoso autbnomo e acéo de andrégenos.
A regulacdo destes mecanismos garante um tempo de transito espermatico adequado para a
ocorréncia da maturacdo espermética (FRANCA et al., 2005). O tempo da passagem dos
espermatozoides pelo epididimo é espécie-especifico (COSENTINO; COCKETT, 1986).
Alteracdes nesse tempo podem alterar o processo de maturacdo espermatica e a quantidade de
espermatozoides disponiveis para a ejaculacdo (KLINEFELTER; SUAREZ, 1997).

2.2.4 Regulacdo hormonal da espermatogénese

A espermatogénese é dependente de um ambiente hormonal bem orquestrado. Os
hormdnios foliculo estimulante (FSH) e testosterona sdo os principais reguladores hormonais
da espermatogénese (O’SHAUGHNESSY, 2014).

O FSH é considerado o mais importante regulador envolvido na proliferacdo e
manutencdo das células de Sertoli. O FSH liga-se e ativa o receptor de FSH (Fshr) um
receptor de membrana pertencente a superfamilia de receptores acoplado a proteina G,
presentes nas células de Sertoli nos tabulos seminiferos. A interacdo entre o FSH e o Fshr
regula a producdo de espermatozoides no epitélio seminifero, controlando a expansdo das
células germinativas (SCHLATT; EHMCKE, 2014).

Os receptores de LH (Lhcgr) estdo presentes nas células de Leydig, dispostas no
compartimento testicular intersticial. A ligacdo do LH ao seu receptor resulta em um aumento
na produgdo de AMP ciclico que atua por fosforilacdo de um nimero de proteinas que conduz
a um aumento da sintese de testosterona.

Andrdgenos interagem com receptor de androgénio (Ar), localizado nas células de
Sertoli sendo necessario para processos criticos durante a espermatogénese: tais como:
manutencdo da barreira hematotesticular, aderéncia e liberacdo de espermatozoides das
células de Sertoli. Estudos relatam que a auséncia da expressdo de Ar ocasiona reducdo no
numero de espermatides, devido a perda do desenvolvimento e a diminuicdo da aderéncia das
espermatides pelas celulas de Sertoli (DE GENDT et al, 2004).

Os estrogenos também desempenham papéis-chave na regulacdo da espermatogénese.
Os trés principais estrogenos endogenos sdo 17B-estradiol (E2), estrona (E1) e estriol (E3),

dos quais E2 é o predominante e mais ativo. E2 é produzido a partir da testosterona pela
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enzima aromatase citocromo P450 Al, codificado pelo gene CYP19, sendo localizada em
praticamente todos os tipos de células no testiculo adulto, incluindo as células de Sertoli,
células de Leydig, espermatocitos, espermatides e espermatozoides (O'DONNELL et al.,
2006). Camundongos com delecdo do gene da aromatase (ARKO) sdo incapazes de produzir
estrogénio enddgeno e mostraram distdrbios durante a espermatogénese associada com 0
aumento da apoptose de células germinativas em desenvolvimento (AKINGBEMI, 2005).

O estradiol se liga aos receptores de estrogenos localizados no nucleo e no citoplasma
(Esrl e Esr2) ou na membrana plasmatica (Gper) que sdo vitais para a atividade das células
de Sertoli (CHIMENTO et al., 2014). Camundongos machos com delecdo do gene Ersl
(ERaKO); Esr2 (ERBKO) e tanto Esrl e Esr2 (ERofKO) apresentaram declinio na
espermatogénese (EDDY et al., 1996).

2.3 Bisfenol A

O bisfenol A (BPA, 2,2-bis-(4-hidroxifenil) propano, CAS n. 000080-05-7) é
amplamente produzido como componente de plasticos policarbonatos, resina epoxi e selantes
dentérios (RUBIN, 2011; VANDENBERG, et al, 2007). Este composto apresenta atividade
estrogénica e sua estrutura molecular € similar ao agente estrogénico dietilestilbestrol (Figura
1), um farmaco administrado a mulheres gravidas no periodo 1940 e 1970 que foi associado
com aparecimento de anormalidades no trato reprodutivo em sua descendéncia feminina
(HERBST et al. 1971).

CHy

HO C OH
|

CH;,

Bisfenol A Dietilestilbestrol

Figura 1 - Estruturas quimicas do BPA e DES. Estruturalmente, o BPA e DES séo
semelhantes entre si. DES é tipicamente considerado um agente estrogénico mais potente que
0 BPA.

O BPA foi sintetizado pela primeira vez por AP Dianin em 1891 (RUBIN, 2011). A
sua sintese € conseguida por condensacdo de uma molécula de acetona com dois equivalentes

fenolicos em meio acido (JANSEN, 1949) que esta representada na Figura 2.
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Figura 2 — Sintese do BPA por condensacdo de uma molécula de acetona com dois
equivalentes fenolicos em meio acido

Na década de 30, Edward Charles Dodds, e Lawson identificaram a
propriedade estrogénica do BPA. Nesse estudo concluiram que a propriedade estrogénica do
bisfenol A esta relacionada com a presenca de hidroxila em posicao “para” do anel aromatico
(DODDS; LAWSON, 1936). Porém naquele tempo, outro composto sintético,
dietilestilbestrol, foi determinado como sendo o agente estrogénico mais potente e 0 BFA néo
foi usado como medicamento.

Em 1957, Dr. Daniel Fox da General Electric e o Dr. Hermann Schnell da Bayer
descobriram a capacidade do bisfenol A formar ligagdes cruzadas na polimerizacdo do
plastico policarbonato que proporciona as seguintes qualidades: resisténcia, maleabilidade e
transparéncia. Assim deu-se inicio a producdo industrial de bisfenol A na fabricacdo de
plastico de policarbonato. Mais tarde descobriu-se uma nova aplicacdo do bisfenol A na
fabricacdo de resinas epoxi, usadas atualmente na indlstria para revestir latas que
acondicionam alimentos (VOGEL, 2009).

O BPA tem demostrado, tanto em experimento in vitro como também in vivo agir
como um DEQ (RICHTER et al.,, 2007; VANDENBERG et al., 2007; VOM SAAL,
HUGHES, 2005 ). Sabe-se que o BPA se liga a ambos os subtipos de receptores de estrogenos
(Esrl e Esr2) bem como ao receptor de androgeno (Ar) (WELSHONS et al, 2003; LEE et al.,
2003). A afinidade de ligacdo relativa do BPA com os receptores estrogénicos Esrl e Esr2 é
aproximadamente 1.000 a 10.000 vezes menor do que com estradiol (RUBIN, 2011). Esses
dados sugerem, portanto, que o BPA apresenta somente uma baixa atividade estrogénica,
porém outros estudos relatam que embora o BPA possa ter um potencial menos significativo
gue os estrogénios enddgenos, in vitro ele é um forte agonista, tanto do Esrl quanto do Esr2
podendo estimular algumas respostas celulares mesmo em baixas concentracfes
(WETHERILL et al., 2007). Estudos também relatam padrdo de curva dose-resposta néo
monotoénica, evidenciando que a resposta ao BPA ndo € diretamente proporcional ao aumento
da dose (VOM SAAL, HUGHES, 2005).

Devido ao aumento de produtos revestidos com BPA, a fabricacdo e exposicao a essa

substancia tem aumentado mundialmente e grande parte dessa exposi¢cdo em humanos ocorre
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através da via oral. O polimero que contém BPA pode ser hidrolisado sob altas temperaturas
que conduz a migracdo do BPA dos recipientes contaminando alimentos e bebidas
(VANDENBERG, 2007). Baseado em sua farmacocinética, o BPA pode ser rapidamente
absorvido a partir do aparelho digestivo e distribuido para o sangue e logo depois
redistribuido para outros tecidos, incluindo o tecido adiposo, figado, rins, cérebro, e gbnadas
(FISHER et al., 2011).

O BPA tem sido detectado na urina e no soro de mulheres gravidas, bem como em
tecido de placenta, sangue do corddo umbilical e liquido amnidtico de recém-nascidos
(PADMANABHAN et al. 2008; SCHONFELDER et al., 2002; VANDENBERG, 2007).
Estes dados implicam que o BPA é capaz de atravessar a placenta, e acumulam-se no
compartimento do feto ap6s exposicdo materna, provavelmente devido a incapacidade do feto
de metabolizar e eliminar eficientemente o0 BPA (COUGHTRIE et al., 1988; TAKAHASHI;
OISHI, 2000).

Estudos sugerem que a exposicdo ao BPA afeta o sistema reprodutivo masculino.
Recentemente, Wisniewski et al (2015) relataram que ratos adultos expostos a dosagem
considerada ndo toxica para a funcdo reprodutiva (5 e 25 mg/kg de peso corporal/dia)
comprometeu com a producdo e a funcionalidade dos espermatozoides, além de causar
perturbacdes dos niveis hormonais e alteracdo da expressdo de seus receptores. Nos seres
humanos, o BPA esta relacionado com a reducdo da producdo, da motilidade e da morfologia
espermatica (MEEKER et al., 2010). Na China, filhos de mulheres que foram expostas ao
BPA durante a gravidez mostraram menor distancia anogenital (MIAO et al., 2011).

Por precaucdo, alguns paises, inclusive o Brasil, optaram por proibir a importacédo e
fabricacdo de mamadeiras que contenham BPA. Esta proibicdo esta vigente desde janeiro de
2012 e foi realizada por meio da Resolucdo Colegiada da Diretoria No- 41, DE 16 DE
SETEMBRO DE 2011. Para as demais aplicacBes, o BPA ainda é permitido, porém a
legislacdo estabelece limite méaximo de migracdo desta substancia para o alimento
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).

O mecanismo que subjaz a toxicidade reprodutiva masculina induzida pelo BPA ainda
ndo esta claro. Os dados existentes indicam que a interferéncia enddcrina pode estar envolvida
na toxicidade reprodutiva. Portanto, acredita-se que a exposi¢do perinatal pode afetar o
sistema endocrino, o que € essencial para a regulacdo de diversas fungdes, incluindo o

desenvolvimento sexual e a fungdes reprodutivas na vida adulta.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3703316/#R72
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3 OBJETIVOS

3.1 Hipotese Central

A exposicdo perinatal ao BPA, mesmo nas doses de 0,5 e 5 mg/Kg de peso
corporal/dia, que sdo consideradas seguras, altera a regulacdo da espermatogénese na prole
adulta.

3.2 Objetivo Geral

Elucidar mecanismos envolvidos na patogénese gonadal de individuos expostos ao
BPA durante o periodo perinatal.

3.3 Objetivos Especificos

3.3.1 Avaliar o efeito da exposicdo perinatal ao BPA na producdo e integridade espermatica,

através dos ensaios de:

Producdo espermatica;

o o

Reservas espermaticas;

Tempo de transito espermatico;

a o

Integridade do acrossomo;

@

Integridade da membrana plasmatica;
f. Atividade mitocondrial;

g. Morfologia espermatica

3.3.2 Avaliar o efeito da exposicao perinatal ao BPA na morfometria dos tubulos seminiferos,

através da avaliacéo de cortes histologicos testiculares;

3.3.3 Avaliar o efeito da exposicdo perinatal ao BPA na expressdo de genes que participam
da regulacdo da espermatogénese, atraveés do ensaio de PCR em tempo real para a

quantificacdo do mRNA de Ar, Esrl, Esr2, Gper e Cyp19al nos testiculos;
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3.3.4 Avaliar o efeito da exposi¢cdo perinatal ao BPA no perfil sérico hormonal de

testosterona por metodologia de eletroquimioluminescéncia.
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4 MATERIAIS E METODOS

O material utilizado nesse experimento e a metodologia empregada para cada etapa

estdo descritos nos itens e subitens a seguir.

4.1 Delineamento experimental

Seis ratos e doze ratas Wistar (Ratus norvergicus) de 90 dias de idade foram
adquiridos do Biotério Central da Pontificia Universidade Catolica do Parana. Apos o periodo
de adaptacdo de um dia, os animais foram realocados em sistema de acasalamento bigamico
(duas fémeas e um macho) onde permaneceram juntos até a confirmacdo da gestacdo atraves
da observacao de espermatozoides no esfregaco vaginal. Essa observacdo foi realizada através
de exames pela manhd, ao meio do dia e inicio da noite. Os lavados vaginais foram feitos com
auxilio de uma micropipeta contendo 30 pL de solucdo de cloreto de sddio 0,9% e analisados
em microscépio Optico para confirmar a presenca de espermatozoides. A partir da constatacédo
da gestacdo (dia gestacional, D1), as fémeas foram separadas do macho e transferidas para
caixas individuais onde permaneceram até o desmame das ninhadas.

As ratas prenhes foram randomizadas em trés grupos de tratamento. Durante o periodo
de exposicdo ao bisfenol A (18° dia de gestacdo até os 5 dias subsequente ao parto) todas as
fémeas foram pesadas diariamente para determinacdo das quantidades a serem injetadas por
via subcutanea, com o objetivo de administracdo de dose em funcdo do peso. O BPA (CAS
80-05-7, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) foi diluido em 6leo de milho e administrado
somente para as maes uma vez ao dia, no volume de 0,10 ml/100 g de peso corporal entre
7:00 e 8:00 h. As doses utilizadas foram: 1) 0,5 mg de BPA/Kg , que corresponde a metade da
ingestdo diaria aceitavel para humanos e é 100 vezes menor que a NOAEL reprodutiva
(FAO/WHO, 2010); 2) 5 mg BPA/Kg ; e 3) grupo controle que recebeu somente o veiculo
(6leo de milho).

Ao quarto dia pds-natal (DPN4) a ninhada foi padronizada para 8 filhotes por fémea,
sendo mantida esta proporcdo até o desmame, realizado aos 21 dias de idade. Depois foram
mantidos em cinco animais até os 90 dias de idade (DPN90), onde foram eutanasiados por

sobrecarga anestésica e os tecidos colhidos.
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Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno (43 x 43 x 20 cm) com uma camada de 5 cm de maravalha e alimentados com
racdo comercial (Nuvilab CR-1, Nuvital, PR, Brasil) e 4gua ad libitum. A sala de manutencéo
foi mantida em ciclo de 12:12 horas claro/escuro e temperatura controlada (22 + 2 °C). Todos
os procedimentos estavam de acordo com o preconizado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagcdo Animal e submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com animais da
Universidade Estadual do Centro-Oeste (012/2014).

4.2 Tecidos colhidos e parametros avaliados

Aos 90 dias de idade os animais foram anestesiados com anestesia geral, associacdo de
cloridrato de quetamina (Dopalen, Vetbrands, Sdo Paulo, Brasil) + cloridrato de xilazina
(Anasedan, Ceva, Sao Paulo, Brasil) e entdo foi realizada a colheita de tecidos para analises
posteriores. Os procedimentos estdo descritos nos subitens a seguir.

4.2.1 Sangue

A colheita de sangue foi realizada pela manhd, para extracdo do soro, objetivando as
dosagens hormonais. O procedimento foi realizado através de puncédo cardiaca e as amostras
depositadas em tubo a vacuo, em seguida centrifugou-se a 3500 rpm (Excelsa 1l 206 BL, Sédo
Paulo, SP, Brasil) por 15 minutos. O soro foi separado, acondicionado em aliquotas

individuais e congelado a -70 °C para posterior ensaio de dosagens hormonais.

4.2.2 Colheita de tecidos para biologia molecular

O testiculo foi imediatamente excisado, congelado em nitrogénio liquido e mantido a -

70 °C até as subsequentes analises de PCR em tempo real.

4.2.3 Colheita de espermatozoides

Nos animais anestesiados, realizou-se uma incisdo com lamina de bisturi na cauda do
epididimo, de onde foram colhidos 20 ul de secre¢do contendo os espermatozoides, e
colocado em microtubos de centrifugacéo identificados contendo 200 pl do diluidor seminal
Tris-frutose-acido citrico (328.8 mM Tris, 91.3 mM frutose, 115.8 mM acido citrico,
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suplementado com 1000 Ul penicilina/ml, 1000 pg de estreptomicina/ml, 5% glicerol) a
37°C, como descrito (MATHIAS et al. 2014). As amostras foram imediatamente submetidas
aos ensaios subsequentes de integridade do acrossomo, integridade da membrana plasmatica,

atividade mitocondrial e morfologia espermatica.

4.3 Contagem de espermatozoides, producdo de espermatozoides diaria e tempo de

transito espermatico.

O testiculo direito de cada animal foi retirado e congelado em nitrogénio liquido. No
dia do teste o testiculo foi inicialmente pesado em uma balanga de precisdo analitica, em
seguida removeu-se a tunica albuginea e o parénquima foi homogeneizado em 5 ml de
solucdo salina-Triton 0.5% seguida de sonicacdo por 30 s. A amostra de cada animal foi
diluidas 10 vezes em salina e 0s espermatozoides resistentes & homogeneizacdo foram
contados na camera de Neubauer.

A contagem do total das células resultou em um ndmero de espermatozoides por
testiculo, e gerou um dado de concentracao de espermatozoides por ml. Esse dado foi dividido
pelo peso dos testiculos de cada animal para se chegar ao nimero de espermatozoides por
grama de testiculo. Para determinar a producdo espermatica diaria testicular (PED), a
concentracdo espermatica/mL de cada animal foi dividida por 6,1 (AMANN, JOHNSON,
THOMPSO; PICKETT, 1976), que corresponde ao tempo para se ter espermatides em estagio
17-19, que representam 48% do ciclo total do epitélio seminifero, que é de 12,75 dias (12.75
X 48% = 6.1).

Para determinacdo da reserva espermatica e do tempo de transito espermético no
epididimo, este foi separado do testiculo e do tecido adiposo e dividido em cabeca, corpo e
cauda. Todos os segmentos foram pesados separadamente em uma balanga de preciséo
analitica, cada parte foi seccionada em pequenos fragmentos com lamina de bisturi, seguidos
de homogeneizagdo em 5 mL de NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5% e sonicag&o por 30
segundos. Apds uma diluicdo de 10 vezes, cada amostra foi transferida para camaras de
Neubauer para a contagem de espermatozoides, obtendo-se a reserva espermatica. O tempo de
transito de espermatozoides atraves do epididimo foi determinado pela divisdo do nimero de
espermatozoides em cada segmento pela PED (ROBB; AMMAN; KILLIAN, 1978).
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4.4 Avaliagéo funcional dos espermatozoides

4.4.1 Integridade do acrossomo

A integridade do acrossomo foi avaliada pela coloragédo simples contendo 1% (w/v) do
corante rosa bengala (referencia 330000, Sigma-Aldrich Co, MO, USA), 1% (w/v) do corante
fast green FCF (referencia F7252, Sigma-Aldrich Co, MO, USA), e 40% de etanol em 200
mM de tampdo de fosfato dissddico contendo 100 mM a&cido citrico pH 7.2, como
previamente descrito (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991). Para tanto, uma aliquota de cada
amostra (5 pl) foi adicionada ao corante (5 pl), sendo a mistura incubada por 60 segundos a
37°C. Apobs a incubacdo, foram feitos esfregacos sobre laminas de microscopia, 0s quais
foram analisados em microscopio Optico em imersdo (1000 x). Foram contadas 200 células
por lamina, classificadas em acrossomo integro, onde a regido acrossomal apresentou
coloracdo levemente mais escura que a regido pos-acrossomal e acrossomo ndo-integro, onde
a regido acrossomal apresentou coloracdo levemente mais clara do que a regido pos-

acrossomal.

4.4.2 Integridade da membrana plasmatica

A integridade da membrana plasméatica foi avaliada pela coloracdo de Eosina-
Nigrosina (E/N), descrita por Barth e Oko (1989). A solucédo de coloracdo foi preparada com
1% de eosina Y (referencia E4009, Sigma-Aldrich Co, MO, USA) e 10% de nigrosina
(referencia 198285, Sigma-Aldrich Co, MO, USA) em agua. Nesta coloracdo, por alteracdes
na permeabilidade das membranas dos espermatozoides, a eosina consegue penetrar nas
células corando-as de rosa. Os espermatozoides com membranas integras nao permitem a
entrada do corante, portanto, contrastando com o plano de fundo tomado pela coloracdo
escura da nigrosina, as células aparecem brancas. Para esse ensaio, misturou-se uma aliquota
de sémen (5 ul) ao corante, na proporcéo de 1:1, realizou-se o esfregaco sobre lamina de
microscopia e deixou-se secar em temperatura ambiente. As laminas foram entdo analisadas
em microscopio Optico em imersdao (1000x), contando-se 200 células, classificadas como

células com membrana integra (ndo coradas) e ndo-integra (coradas).
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4.4.3 Atividade mitocondrial

A atividade mitocondrial foi avaliada pela medigéo da atividade da enzima citocromo
c oxidase na pega intermediaria, como previamente descrito (HRUDKA, 1987). Para isso, 0
DAB (3,3’-Diaminobenzidine, referencia D8001, Sigma-Aldrich Co, MO, USA) foi diluido
em PBS (2.7 mM KCI, 137 mM NaCl, 8 mM NaHPO4, 1.4 mM KPO4, pH 7.4) para a
concentracdo final de 1 mg/mL e mantido a -20 C até o uso. No dia do teste, esta solucdo foi
descongelada em banho seco a 37°C, protegido da luz. A seguir, uma aliquota de 10uL de
amostra foi incubada com 300ulL de DAB, a 37°C, por uma hora. Apds incubagdo, foram
feitos esfregacos em lamina de microscopia pré-aquecidas e estas incubadas por 10 min com
uma solucéo fixativa contendo 10% de formaldeido (F8775, Sigma-Aldrich Co, MO, USA)
em PBS e seca a 37°C sob protecdo da luz. Duzentos espermatozoides de cada amostra foram
analisados em microscopia de contraste de fase (400X) e classificados de acordo com o grau

de coloracdo da peca intermediaria em:

e DAB I: células esperméticas com peca intermediaria totalmente corada indicando alta
atividade mitocondrial.

e DAB II: células espermaticas com mais da metade dos segmentos corados (ativos)
indicando atividade mitocondrial média a alta.

e DAB Ill: células esperméticas com menos da metade dos segmentos corados (ativos)
indicando alto comprometimento da atividade mitocondrial.

e DAB IV: células espermaticas com peca intermediaria totalmente descorada indicando

auséncia de atividade mitocondrial.

4.5 Morfologia espermatica

As amostras foram diluidas por um fator de 10 em uma solugdo de formol salina
tamponada (34.72 mM Na2HPO4+2H20, 18.68 mM KH2PO4, 92.4 mM NaCl, 12.5% (v/v)
formaldeido) e avaliada em preparacdo Umida em microscopia de contraste de fase (400X).

4.6 Anélise morfométrica dos testiculos
Ap0s retirada do testiculo esquerdo dos animais, estes foram fixados em Bouin por 8

horas, tratados com alcool e logo em seguida inclusos em parafina. Os blocos de tecidos

incluidos em parafina foram cortados em micrétomo na espessura de 5 um, os cortes foram
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colocados sobre Iaminas e corados por &cido periddico de Schiff (PAS). Esses cortes foram
submetidos as analises de morfometria dos tbulos seminiferos.

A morfometria linear dos tubulos seminiferos foi realizada pela mensuracdo do
diametro tubular (medida considerada da lamina basal até a outra lamina basal no sentido
oposto), espessura epitelial e didmetro luminal, observados na magnitude de 400X (Leica
ICC50 HD). Foram selecionados 0os campos com cortes histoldgicos no sentido transversal
dos tabulos, desconsiderando-se aqueles em sentido longitudinal.

Selecionou-se aleatoriamente 10 campos por lamina com cortes transversais, onde
foram marcados pontos de medidas, sendo esses classificados como diametro tubular,
espessura epitelial ou diametro luminal, tabulados em pum (Figura 3). Para cada tubulo
calculou-se as médias para as referidas medidas e, entdo, a média de cada campo. A medida
para cada animal foi obtida pela média de todos os campos analisados. Essas medidas foram

realizadas com auxilio do software tpsDig2.

Diametro tubular (um)
= Espessura Epitelial (im)
— Diametro luminal (um)

Figura 3 - Fotomicrografia de corte histologico de testiculo representando as estruturas de um
tubulo seminifero

4.7 Analise da expressdo do mRNA de genes que participam da regulagdo da

espermatogénese (RT-gPCR)

A metodologia para analise da expressdo do mRNA envolveu a extracdo do RNA
total, preparo de cDNA, construcdo e valida¢do dos primers especificos, e quantificacdo dos
transcritos por PCR em tempo real. Os detalhes dessas metodologias estdo apresentados nos

subitens a sequir:
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4.7.1 Extracéo do RNA total

Os testiculos foram pulverizados individualmente em gral e pistilo de porcelana com
nitrogénio liquido. Transferiu-se a amostra para o microtubo de centrifugacdo e preparou-se
aliquotas com 50 mg. As aliquotas foram armazenadas no freezer a - 70 °C.

O RNA total dos testiculos foi extraido pelo método de guanidina-fenol-cloroférmio
(Chomczynski e Sacchi 1987) através da utilizacdo do Reagente Trizol® (Life Technologies,
Carlsbad, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Desta forma, foi adicionado 1 mL
do reagente Trizol ® ao tecido pulverizado e, com auxilio de um agitador de tubos do tipo
vortex, homogeneizou-se durante 1 minuto. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
12,000 x g durante 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de
centrifugacdo de 1,5 mL.

A solucdo obtida foi incubada durante 5 minutos em temperatura ambiente para
completa dissociacdo de nucleoproteinas, e em seguida foram adicionados 200 pL de
cloroférmio gelado (mantido a 4°C). Esta solucéo foi centrifugada a 12.000 x g por 15 min. a
4°C. Ao término da centrifugacdo, foi obtida a separacdo da mistura em 3 fases: uma
vermelha (fase organica) composta pelo fenol-cloroférmio, uma interfase e uma fase aquosa
incolor (sobrenadante). O RNA permanece exclusivamente na fase aquosa.

A fase aquosa foi entdo removida cuidadosamente e transferida para um novo
microtubo de centrifugacdo de 1,5 mL e adicionou-se 500 pL de isopropanol para a
precipitacdio do RNA total. Os microtubos de centrifugacdo foram homogeneizados em
equipamento tipo vortex por 10 seg e depois mantidos overnight a — 20 °C. Ap0s, as amostras
foram centrifugadas a 12,000 x g durante 10 min. a 4 °C formando um sedimento de RNA
(pellet). O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com 500 pL de
etanol a 75 %. As amostras foram centrifugadas a 12,000 x g durante 5 min. a 4 °C. Ao
término da centrifugacdo o sobrenadante foi retirado com cuidado para ndo aspirar 0 RNA
precipitado no fundo do tubo. O precipitado foi seco por cerca de 5 min. a TA e suspenso em
20 pL de agua livre de RNase.

A concentragdo do RNA total foi estimada pela densidade dptica (DO) da solucdo,
através de espectrofotometria (KASVI Modelo K23-002) mensurando-se a absorbancia a 260
nm e 280 nm. A relagdo A260/A280 foi utilizada para a avaliacdo da pureza do RNA, a qual foi
considerada adequada no intervalo 1,9 a 2,1.

A integridade das amostras de RNA total foi verificada por eletroforese em gel de

agarose desnaturante a 1,2 % em tampéo TBE, através da visualizacdo das bandas ribossomais
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18S e 28S coradas pelo brometo de etideo. Por fim, as amostras foram estocadas em freezer -70

°C e, posteriormente, submetidas a transcri¢do reversa.

4.7.2 Reacao de transcricdo reversa (RT)

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 5 pg de RNA total
com o uso do kit GoScript Reverse Transcription System (Promega, Madison, USA) de acordo
com as instrucdes do fabricante. As amostras foram incubadas em termociclador (AXYGEN
MAXYGENE modelo term-1000, Foster City, Califérnia, USA). Inicialmente, foram
adicionados o volume de RNA total correspondente a 5 pg, 1puL de oligonucleotideos de
desoxitimidina (oligo [dt]) e quantidades suficiente para 5 UL de agua livre de RNase, com
incubacdo a 70 °C por 5 min. Em seguida, as amostras foram mantidas em gelo por 5 min.
Posteriormente, foram adicionados para cada amostra, uma mistura contendo 4 pL de tampéao
da enzima (GoScript 5X); 6,5 pL de agua livre de RNase; 1 pL de desoxirribonucleotideos
(ddNTPs); 0,5 pL de RNasin; 2 pL de cloreto de magnésio; 1 pL da enzima mmLv GoScript
Reverse Transcriptase. A reacdo com volume total de 20 puL foi incubada por 5 minutos a 25
°C, seguida por 1 hora a 42 °C. Apds este procedimento as amostras foram armazenadas em

freezer a -20°C.

4.7.3 Quantificacdo dos transcritos por gPCR

4.7.3.1 Confeccéo dos primers

As sequéncias do mRNA dos genes Ar, Esrl, Esr2, Gper, Cypl9al, RPL19 e Ppia
foram obtidas no banco de dados do National Center for Biotechnology Information — NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Essas sequéncias foram submetidas aos seguintes
procedimentos: a) construcdo de primers forward e reverse através da utilizacdo do programa
Primer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); b) analise da especificidade das sequéncias forward e
reverse obtidas aos mMRNAs de estudos pela comparacdo com outras sequéncias do banco de
dados do NCBI através do programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); e ¢) anélise da
estabilidade desses primers pelo programa OligoAnalyzer
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Atendidas todas as exigéncias, as seguintes sequéncias
de pares de bases foram elaboradas pela empresa Exxtend (Campinas, SP, Brasil). Conforme se

observa no Quadro 1.
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Quadro 1. Primers forward e reverse utilizados para o ensaio de realtime PCR dos genes Lhcgr,
Fshr, Ar, Esrl, Esr2, Gper, Rpl19 e Ppia.

Gene NCBI Sequéncia do Primer (5’ - 3")
Esrl . NM_012689.1 F:. CCATATCCGGCACATGAGTA
(receptor de estrogénio o) R: TGAAGACGATGAGCATCCAG
Ar ] NM_012502.1 F:. GCCATGGGTTGGCGGTCCTT
(receptor de androgeno) R: AGGTGCCTCATCCTCACGCACT
Gper

o F: CCCTTGACAGGCCACATAGT
(receptor de estrogénio a acoplado a NM_133573.1 R: CTCCGTGCTGTCTGGTATGA
proteina G)
Cypl9al

F: CGTCATGTTGCTTCTCATCG

(citocromo P450 da familia 19, subfamilia NM_080771.1 R TACCGCAGGCTCTCGTTAAT

A, polipeptideo 1)

Rpl19 NM 031103.1 F: CAATGAAACCAACGAAATCG
(proteina ribossomal L19) - ' R: TCAGGCCATCTTTGATCAGCT
Ppia NM 0171011 F: GTCAACCCCACCGTGTTCTTC

(peptidil prolil isomerase A) R: ACTTGCCACCAGTGCCATTATG

4.7.3.2 Reacéo de quantificagcdo por PCR em tempo real

A expressdo dos genes relacionados a espermatogénese foi avaliada pelo método de PCR
quantitativo em tempo real a partir da transcricdo reversa (RT-gPCR). O procedimento foi
utilizado para estimar a quantidade relativa dos niveis de RNA mensageiro (MRNA) dos genes a
serem estudados e comparar os niveis de mRNA de todas as amostras com a expressdo do gene
constitutivo, Rpl19 ou Ppia, em triplicata.

Para 0s genes Esrl, AR, Gper e Rpl19 o ensaio foi realizado pelo uso do kit Platinum®
SYBR® Green qPCR Super Mix-UDG (Life Technologies, Carlsbad, USA); para os genes
Cyp19al e Ppia o ensaio foi realizado pelo uso do kit KAPA® SYBR® FAST qPCR Master
mix (2X) Universal (KAPABIOSYSTEMS, Massachusetts, USA) e para 0 gene Esr2 o ensaio
foi realizado pelo kit Tagman® Gene Expression Master Mix (Life Technologies, Carlsbad,
USA). Os ensaios foram realizados de acordo com as instrucdes dos respectivos fabricantes.

A amplificacdo foi realizada com os recursos do equipamento Applied Biosystems
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Singapore).

Na etapa de amplificagdo o SYBR® se liga entre as duplas fitas de DNA produzida e
emite uma fluorescéncia que é detectada pelo sistema 6ptico do aparelho. A Tagman®
apresenta 0 mesmo principio de emitir fluorescéncia. O que difere é que a sonda contém o
fluordforo, o que torna a reacdo mais especifica.

A partir dos cDNAs (DNA complementares) obtidos através da RT foram realizadas

curvas de ciclos de amplificacdo para cada primer. As condicdes de amplificacdo
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(concentragfes cDNA e primers) foram padronizadas para cada gene. Ao final das reagdes, 0s
valores médios de cycle threshold (Ct) foram automaticamente determinados pelo StepOne™
Software v2.3 (Applied Biosystems). Os dados foram analisados no Excel-Microsoft Office,
e as amostras estudadas foram normalizadas pelos seus controles correspondentes, conforme o
método 274, como previamente descrito (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.8 Dosagens Hormonais

O soro previamente separado e mantido a -70 °C foi utilizado para as analises
hormonais de testosterona por eletroquimioluminescéncia com o uso do kit comercial

(Elecsys Testosterone 11, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA),

4.9 Analise estatistica

As varidveis foram primeiramente submetidas ao teste de normalidade de
Kolmogorov—-Smirnov e o teste de homogeneidade de Bartlett. As varidveis que se
comportaram de forma ndo paramétrica utilizou a analise de the Kruskal-Wallis seguida pelo
pos-teste de Dunn. Porém, quando os dados apontaram para uma metodologia paramétrica, foi
empregada a analise de variancia ANOVA seguida pelo pos-teste de Tukey HSD (Honest
Significance Difference). Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do programa
Statistica 7.0 (Statsoft Inc, Tulsa, OK, USA) e Graphpad Prism 5,0, sendo que foram

consideradas diferencas estatisticas quando p<0,05.
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5.1 A exposicao perinatal ao BPA reduz a producao espermatica
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A producgdo espermatica foi comprometida na prole de mées expostas em ambas as

doses de BPA, reduzindo-se a producdo espermatica total, a producéo espermatica relativa e a

producdo espermatica didria nesses animais (p<0,001, Tab. 1).

Tabela 1 — Producdo espermatica dos animais dos grupos controle (n=14), 0,5 mg BPA/Kg
(n=14) e 5 mg BPA/Kg (n=13). Valores expressos em mediana e intervalo interquartilico,
teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn.

Producdo espermatica

Controle

0,5 mg/Kg

5 mg/Kg

Total
(x 10° sptm/testiculo)
Relativa
(x 10° sptm/g testiculo)
Diéria
(x 10° sptm/testiculo)
Diéria relativa

(x 10° sptm/g testiculo)

1113
(93,75 - 142,5)°
69,70
(40,95 — 87,02)°
18,24
(15,37 - 23,36)°
11,26

(9,06 — 14,27)°

63,75
(51,88 - 70,63)"
42,09
(33,10 — 47,96)f
10,45
(8,50 - 11,58)f
6,90

(5,42 - 7,86)"

80,00
(52,50 - 106,3)"
51,33
(45,87 — 72,01)f
13,11
(12,09 - 17,42)f
8,41

(7,52 - 11,80)f

Diferem entre si nas linhas: e e f (p < 0,001)
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5.2 A exposicao perinatal ao BPA aumentou a reserva espermatica

Com relacdo a reserva espermatica, observou-se maior concentracdo de
espermatozoides na cauda do epididimo em ambos os grupos tratados com BPA (p <0,001).

Ja nos segmentos cabeca e corpo ndo houve diferencas. Os dados estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2 — Reserva espermatica nos segmentos do epididimo dos animais dos grupos controle
(n=14), 0,5 mg BPA/Kg (n=15) e 5 mg BPA/Kg (n=12). Valores expressos em média + EPM,
teste ANOVA e poés teste de Tukey HSD. EPM: erro padrdo da média; HSD: Honest
Significant Difference.

Reserva espermatica Controle 0,5 mg BPA/Kg 5 mg BPA/Kg
Cabeca + corpo do epididimo
31,16 £2,72 36,83 £4,13 34,37 +2,44
(x 10° sptm)
Cauda do epididimo 29,82 + 2,70° 49,55 + 4,04" 53,75 + 3,88"
(x 10° sptm)

Diferem entre si nas linhas: e e f (p < 0,001).
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5.3 A exposicao perinatal ao BPA aumentou o tempo de transito espermatico

O tempo de transito espermatico atraves do epididimo foi maior na prole de maes

expostas ao BPA, conforme detalhado na Tabela 3.

Tabela 3 — Tempo de transito espermatico nos segmentos do epididimo dos animais dos
grupos controle (n=14), 0,5 mg/kg (n=15) e 5 mg/Kg (n=12). Valores expressos em mediana e

intervalo interquartilico, teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn.

Tempo de transito Controle 0,5 mg BPA/Kg 5 mg BPA/Kg
Cabeca + corpo do epididimo 1,65 3,66 2,83
(dias) (1,24 - 2,29)° (1,99 — 5,49)" (1,73 - 3,16)
Cauda do epididimo
1,66 4,64 3,77
(dias)
(1,34 — 2,07)%° (3,31 -5,92)f (3,12 — 4,52)"

Diferem entre si nas linhas: ced (p <0,01); ee f (p <0,001).
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5.4 Avaliagao funcional dos espermatozoides

5.4.1 A exposicao perinatal ao BPA reduziu a integridade do acrossoma

Houve comprometimento da integridade do acrossoma dos espermatozoides da prole
de maes expostas a dose de 5 mg/Kg de BPA (p < 0,001, Tab. 4).

Tabela 4 — Frequéncia da integridade do acrossoma dos espermatozoides dos animais dos
grupos controle (n=15), 0,5 mg BPA/Kg (n=14) e 5mg BPA/Kg (n=14). Valores expressos
em média = EPM, teste ANOVA e poés teste de Tukey HSD. EPM: erro padrdo da média;
HSD: Honest Significant Difference.

Acrossoma Controle 0,5 mg BPA/Kg 5 mg BPA/Kg
integro (%) 97,67 +0,29° 97,00 £ 0,21 96,21 + 0,21
N4o integro (%) 2,33 +0,29° 3,00 +0,21 3,79 +0,21f

Diferem entre si nas linhas: e e f (p < 0,001).

5.4.2 A exposicao perinatal ao BPA reduziu a integridade da membrana plasmatica

O tratamento com BPA causou reducdo da integridade da membrana plasmatica do

espermatozoide no grupo tratado com a maior dose (p<0,001, Tab. 5).

Tabela 5 — Frequéncia da integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides dos
animais dos grupos controle (n=14), 0,5 mg BPA/Kg (n=14) e 5 mg BPA/Kg (n=14). Valores
expressos em mediana e intervalo interquartil (1Q25%-1Q75%), teste de Kruskal-Wallis e pos-
teste de Dunn.

Membrana plasmatica Controle 0,5 mg/Kg 5 mg/Kg
i 98,00 97,00 96,00
Integra (%)
(97,75-99,00)° (96,00-98,25) (95,00-97,25)"
2,00 3,00 4,00

Né&o integra (%)
(1,00-2,25)° (1,75-4,00) (2,75-5,00)"

Diferem entre si nas linhas: e e f (p < 0,001).
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5.4.3 A exposicgao perinatal ao BPA reduziu a atividade mitocondrial

Conforme mostrado na Tabela 6, a atividade mitocondrial dos espermatozoides foi

reduzida na prole de maes expostas a maior dose de BPA (p < 0,001).

Tabela 6 — Frequéncia da atividade mitocondrial dos espermatozoides dos animais dos grupos
controle (n=13), 0,5 mg BPA/Kg (n=14) e 5 mg BPA/Kg (n=14). Valores expressos em média
+ EPM, teste ANOVA e pds teste de Tukey HSD. EPM: erro padrdo da média; HSD: Honest
Significant Difference.

Atividade mitocondrial (%) Controle 0,5 mg BPA/Kg 5 mg BPA/Kg
DAB Classe | 90,85 + 0,40° 90,35+ 0,77 80,00 +0,59

DAB Classe 1l 6,24 + 0,30° 6,28 £ 0,43 11,78 + 0,26

DAB Classe Il 2,79 +0,29° 3,50+0,41 7,23+ 0,23

DAB Classe IV 0,00 + 0,00° 0,07 = 0,07 1,00 + 0,16'

Diferem entre si nas linhas: e e f (p < 0,001).
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55 A exposicao perinatal ao BPA aumentou a frequéncia de anormalidades

morfoldgicas espermaticas

A exposicdo perinatal a maior dose de BPA promoveu a elevagdo de espermatozoides

com morfologia anormal (p < 0,05). Os dados estdo expressos na Tabela 7.

Tabela 7 — Frequéncia de anormalidades morfologicas nos espermatozoides dos animais dos
grupos controle (n=14), 0,5 mg BPA/Kg (n=14) e 5 mg BPA/Kg (n=14). Valores expressos
em mediana e intervalo interquartilico teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn.

Parametro Controle 0,5 mg/Kg 5 mg/Kg

3,00 4,00 5,50
Morfologia anormal (%)
(1,00-4,00) (3,00-6,25) (2,75-10)°

Diferem entre si nas linhas: ae b (p <0,05).
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5.6 A exposicdo perinatal ao BPA causou modificagdes na morfometria dos tubulos

seminiferos

Os testiculos foram avaliados histologicamente quanto a morfometria dos tubulos
seminiferos. Houve reducdo na espessura do epitélio do tubulo seminifero e aumento no
didmetro luminal da prole adulta expostas a ambas as doses de BPA. J& o didmetro tubular
total permaneceu inalterado. A descricdo desses resultados esta apresentada na Tabela 8 e

indicado na Figura 4.

Tabela 8 — Morfometria dos tdbulos seminiferos dos animais dos grupos controle (n=6), 0,5
mg BPA/Kg (n=6) e 5 mg BPA/Kg (n=6). Valores expressos em média + EPM, teste
ANOVA e pos teste de Tukey HSD. EPM: erro padrdo da média; HSD: Honest Significant
Difference.

Parametros Controle 0,5 mg BPA/Kg 5 mg BPA/Kg
Diametro tubular (um) 658,96 + 4,43 660,40 + 6,63 660,15 + 8,79
Espessura epitelial (um) 195,28 + 5,24° 168,08 + 4,84° 175,67 + 3,75°
Diametro luminal (um) 282,21 + 2,09° 327,24 +2,85' 314,59+2,64'

Diferem entre si nas linhas: ced (p <0,01); ee f (p <0,001).
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Figura 4 — Fotomicrografia de corte histoldgico de testiculo de animal do grupo controle (A);
0,5 mg BPA/Kg (B) e 5 mg BPA/Kg (C). Nota-se o diametro tubular, a espessura do epitélio e
o0 didmetro luminal (Magnitude de 400X. Barra de escala de 100 uM).



45

5.7 Padronizacgdo dos primers para analise da expressdo génica do Ar, Esrl, Esr2, Gper e
Cypl9al

Os primers utilizados nas reacGes de PCR foram testados em ensaio preliminar para
observar a especificidade, aléem de escolher a quantidade de primer e cDNA que
apresentassem melhor eficiéncia para preparar as reacdes de quantificagdo com 0s grupos
experimentais. No quadro 2 estdo contidos os resultados dos ensaios para otimizacdo dos
primers, assim como a quantidade 6tima de cDNA e a eficiéncia.

Durante a curva de dissociacdo, ndo foram observados picos referentes a dimeros de
primers ou produtos inespecificos para nenhum gene alvo e nem para 0 gene constitutivo, o
que reflete a especificidade do primer Ar (Fig. 5A); Cyp19al (Fig. 5B); Esr1(Fig. 6A); Gper
(Fig. 6B); Rpl19 (Fig. 7A) e Ppia (Fig. 7B).

Quadro 2. Padronizacdo dos genes Lhcgr, Fshr, Ar, Esrl, Esr2, Gper, Rpl19 e Ppia.

Gene Concentracgéo Concentracéo de Eficiéncia (%0)
de primers cDNA (ng)
(M)
Esrl
(receptor de estrogénio o) 2 12,5 105,1
Ar
(receptor de andrégeno) 2 12,5 101
Gper
(receptor de estrogénio a 1 25 1065
acoplado a proteina G)
Cypl9al
(citocromo P450 da familia
19, subfamilia A, 0.2 5 107,2
polipeptideo 1)
Rpl19
(proteina ribossomal L19) 2 12,5 101
i 2 12,5 113,2

(peptidil prolil isomerase A)
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Figura 5 - Curva de dissociagéo e curva padrdo do gene Ar (A),Cypl9al (B) em amostras de
testiculo. A figura da esquerda representa a curva de dissociacdo, onde observa-se apenas um
fragmento, o que é reflexo da especificidade do primer e a da direita a equacao de eficiéncia
do primer. Ar: receptor de andrégenos; Cypl9al: citocromo P450 da familia 19, subfamilia
A, polipeptideo 1.
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Figura 6 - Curva de dissociagéo e curva padrdo do gene Esrl (A) e Gper (B), em amostras de
testiculo. A figura da esquerda representa a curva de dissocia¢do, onde observa-se apenas um
fragmento, o que é reflexo da especificidade do primer e a da direita a equacao de eficiéncia
do primer. Esrl: receptor de estrogenos a; Gper: receptor de estrégenos acoplado a proteina
G.
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Figura 7 - Curva de dissociacao e curva padrdo do gene Rpl19 (A) e Ppia (B) em amostras de
testiculo. A figura da esquerda representa a curva de dissocia¢do, onde observa-se apenas um
fragmento, o que é reflexo da especificidade do primer e a da direita a equacao de eficiéncia
do primer. Rpl19: proteina ribossomal L19. Ppia: peptidil prolil isomerase A.
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5.8 A exposicdo perinatal ao BPA modula a expresséo testicular dos genes que regulam a
espermatogénese e a concentracao sérica de testosterona

5.8.1 Testosterona, Ar e Cypl9al

O nivel de testosterona sérica (ng/mL) elevou no grupo tratado com a maior dose (p<
0,01; Fig. 8A) e a expressao de Ar foi reduzida (p<0,01; Fig. 8B), enquanto a expressao de

Cypl9al ndo alterou significativamente em ambos os grupos tratados com BPA (Fig. 8C).
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Figura 8 - Nivel de testosterona sérico (A) e expressdo testicular do transcrito de Ar (B);
Cypl9al (C) em animais controle e expostos ao bisfenol A nas doses de 0,5 mg/Kg e 5
mg/Kg. O Rpl19 foi empregado como gene constitutivo. A exposi¢do perinatal & maior dose
de BPA em relacdo ao controle aumentou o nivel de testosterona sérica e reduziu a expressao
do transcrito Ar. Em ambos os grupos tratados com BPA néo alterou significativamente os
niveis de expressdo do transcrito de Cypl9al. Os valores representam média + EPM, Teste
ANOVA e pos teste de Tukey HSD, **p<0,01 vs controle, n = 8 a 10 animais/grupo. Ar:
receptor de andrégeno; Cyp19al: citocromo P450 da familia 19, subfamilia A, polipeptideo 1;
EPM: erro padréo da média; HSD: Honest Significant Difference.
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5.8.2 Receptores de estrogenos

A expressdo do transcrito de Esrl aumentou no grupo tratado com a maior dose de
BPA (p < 0,05; Fig. 9A). Por outro lado, a exposi¢do perinatal em ambos 0s grupos tratados
com BPA ndo alterou significativamente os niveis de expressdo do transcrito de Esr2 (Fig.
9B) e Gper (Fig. 9C).

1
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T 1
Controle BPA 0,5 mg/Kg BPA 5 mg/Kg

Figura 9 - Expressao testicular do transcrito de Esrl (A); Esr2 (B) e Gper (C) em animais
controle e expostos ao bisfenol A nas doses de 0,5 mg/Kg e 5 mg/Kg. O Rpl19 foi empregado
como gene constitutivo. A exposicao perinatal a maior dose de BPA em relacéo ao controle
aumentou a expressao do Esrl. E em ambos 0s grupos tratados com BPA néo alterou
significativamente os niveis de expressdo do transcrito de Esr2 e Gper. Os valores
representam média £ EPM, Teste ANOVA e pds teste de Tukey HSD, * p<0,05 vs controle, n
= 8 a 10 animais/grupo. Esrl: receptor de estrogénio a; ESr2: receptor de estrogénio ; Gper:
receptor de estrogénio a acoplado a proteina G; Rpl19: proteina ribossomal L19; EPM: erro
padrdo da media; HSD: Honest Significant Difference.



51

6 DISCUSSAO

O BPA utilizado na fabricacdo de plasticos de policarbonato, revestimento interno de
latas que acondicionam alimentos e selantes dentario € um desregulador endocrino quimico
com acdo estrogénica reconhecida. Recentemente nosso grupo relatou comprometimento com
a producéo e funcionalidade dos espermatozoides em ratos machos expostos ao BPA na idade
adulta (WISNIEWSKI et al.2015). Acredita-se que a vida fetal seja mais vulneravel aos
DEQs por ocorrerem eventos funcionais e estruturais dependentes de horménios, como o
desenvolvimento do sistema nervoso, imunolégico e reprodutivo (DIETERT et al., 2000;
PEREIRA, 2003; SHARPE; IRVINE, 2004). Portanto, neste trabalho avaliou-se a toxicidade
reprodutiva na prole adulta de mées exposta as doses de 0,5 mg de BPA/kg , que corresponde
a metade da ingestdo diaria aceitavel para humanos e € 100 vezes menor que a NOAEL
reprodutiva (FAO/WHO, 2010) e 5 mg de BPA/kg durante o 18° dia de gestacdo até o 5° dia
subsequente ao parto, este periodo de exposi¢do foi escolhido por ser caracterizado nos ratos
como critico na diferenciacdo sexual hipotalamica em que pequenas perturbacdes hormonais
podem comprometer com as func¢des reprodutivas na vida adulta (DICKERSON et al., 2011,
GERARDIN et al., 2005; PEREIRA, 2003).

Devido ao aumento de produtos revestidos com BPA, a fabricacdo e exposicao a essa
substancia tem aumentado mundialmente e grande parte dessa exposi¢cdo em humanos ocorre
através da via oral. Relatos da literatura demonstram que ndo ha diferencas significativas nos
niveis plasméaticos de BPA em ratos quando expostos as diferentes vias de administracao.
Portanto, os modelos experimentais que utilizam a administragdo subcutédnea, como no nosso
estudo, ndo devem ser descartados por cientistas e 6rgdos publicos baseado em via de
administracdo (TAYLOR; WELSHONS; VOM SAAL, 2008).

Os resultados demonstram que a exposicdo ao BPA durante o desenvolvimento
perinatal tem um efeito negativo sobre a espermatogénese na idade adulta. A producéo
espermatica total e diaria reduziu cerca de 40% na prole adulta de mées expostas ao BPA na
dose de 0,5 mg/Kg e aproximadamente 25% a 5mg/Kg. Estudos anteriores corroboram com
nossos resultados, como relatado por Vom Saal et al. (1998), que a exposicdo gestacional
(DG11 — DG17) a baixas doses de BPA (20 ng/g de peso corporal/dia) resultou em reducao
de 20% na producdo diaria de espermatozoides na prole adulta de camundongos.

Além disso, alteracBes morfoldgicas do epitélio seminifero ocorreram em ambos 0s

grupos tratados com BPA. Salian et al. (2009) relatam que a exposicdo neonatal ao BPA (0,1-
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1,6 mg/Kg de peso corporal) durante o0 DPN1 ao DNP5, provocou descamacdo de células
germinativas para o limen dos tabulos seminiferos. Esta descamagdo associaram ao fato de
que o BPA interferiu com a expressdo de proteinas juncionais da celula de Sertoli (SCJP)
causando comprometimento com a producdo de espermatozoides. A espessura do epitélio
seminifero € uma medida efetiva para a avaliacdo da producdo espermaética por este ser um
elemento dindmico do tdbulo seminifero envolvido com o processo da espermatogénese. A
reducdo da producdo espermatica pode ser confirmada neste estudo pela reducéo da espessura
epitelial dos tubulos seminiferos encontrados nos animais dos grupos tratados em comparagéo
com o grupo controle, sendo que ndo se observou alteragdes significativas no diametro
tubular.

Os espermatozoides que saem dos testiculos sdo imoveis e incapazes de fertilizar um
odcito. Eles sé adquirem motilidade e capacidade de fecundacdo apds sua passagem pelo
epididimo (SHUM et al., 2009). O transporte dos espermatozoides através do epididimo deve-
se provavelmente a atividade contratil da parede do ducto a qual é controlada pela acdo de
androgenos e pelo sistema nervoso autdnomo (RICKER, 1998). Drogas que interferem na
neurotransmissao simpatica tém efeitos relevantes no tempo de transito dos espermatozoides e
na quantidade de espermatozoides estocados na cauda do epididimo (KEMPINAS et al,
1998). Os resultados mostram que as reservas de espermatozoides no epididimo foram
comprometidas, e uma elevacdo de aproximadamente 40% foi observada na cauda do
epididimo em ambos os grupos tratados com BPA e o tempo de transito espermatico através
do epididimo também elevou em ambos os grupos tratados com BPA, 0 que se sugere que a
exposicdo perinatal ao BPA pode interferir na neurotransmissdo simpatica e/ou alteragdo da
acdo de androgenos resultando na elevacdo do nuimero de espermatozoides e do tempo de
transito no epididimo. Alteracdo no tempo de transito pode afetar o processo de maturacao
espermatica e a quantidade de espermatozoides disponiveis para a ejaculacdo
(KLINEFELTER; SUAREZ, 1997).

Os eventos relacionados a mudancas morfologicas dos espermatozoides tais como
condensacdo nuclear, desenvolvimento do acrossoma e da membrana plasmaética iniciam
durante o desenvolvimento da célula germinativa até sua maturacdo no epididimo. Os
resultados demonstram alteracdes funcionais nos espermatozoides do grupo que recebeu a
maior dose, atraves da reducdo da integridade do acrossoma e da membrana plasmatica, alem
da reducdo da atividade mitocondrial e aumento das anormalidades. Estes resultados j& foram
observados por nosso grupo quando ratos foram expostos ao BPA (25 mg/Kg de peso

corporal) durante o 50° dia subsequente ao parto até os 90 dias de idade e eutanasiados aos
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105 dias de idade (WISNIEWSKI et al, 2015). A fase final de maturagdo dos
espermatozoides ocorre durante a passagem pela regido da cabeca e corpo do epididimo
(CORNWALL, 2009). Sugere-se deste modo que as alteragdes funcionais dos
espermatozoides podem estar ligadas a comprometimentos durante o desenvolvimento da
célula germinativa até a fase final de maturacdo que ocorre no epididimo. Estes dados estéo
correlacionados ao comprometimento da morfometria dos tabulos seminiferos e com a
elevacdo do tempo de transito dos espermatozoides no epididimo.

A espermatogénese é dependente de um ambiente hormonal bem orquestrado. As
células de Leydig sdo estimuladas por LH a produzir testosterona que com o FSH regula a
producdo de espermatozoides no epitélio seminifero, controlando a expansdo das células
germinativas (O’SHAUGHNESSY, 2014). Estudos sugerem que perturbacdes dos niveis
hormonais e alteracdo da expressao de seus receptores em células testiculares podem afetar o
processo da espermatogénese (QIU et al, 2013; SCHLATT; EHMCKE, 2014; SMITH,;
WALKER, 2014).

A atividade funcional das estruturas do trato reprodutivo masculino é controlada pela
concentracdo plasmatica da testosterona. A espermatogénese nos tubulos seminiferos, a
maturacdo dos espermatozoides nos epididimos e a atividade secretora das glandulas sexuais
acessorias requerem adequados niveis de testosterona (KLINEFELTER; SUAREZ, 1997,
WALKER, 2011; WANG, 2006). Semelhantes a relatos na literatura que documentam 0s
efeitos da exposicdo perinatal ao BPA, os resultados mostram que na maior dose houve
aumento significativo nos niveis de testosterona nos ratos machos adultos. Watanabe et
al. (2003) relataram que a exposicdo perinatal ao BPA (4 mg / kg de peso corporal/dia)
durante o 6° dia gestacional até o 20° dia subsequente ao parto conduziu a um aumento
significativo da concentragdo de testosterona no plasma na 9° semana de idade. Por outro
lado, a exposicdo ao BPA durante a idade adulta causou uma redugdo pronunciada neste
parametro (WISNIEWSKI et al., 2015). Assim, sugere-se que o efeito do BPA sobre a
producéo de testosterona é dependente da dose e do periodo de exposicéo.

Os resultados do presente estudo também mostram que a exposicéo perinatal ao BPA
na maior dose leva a um prejuizo significativo no perfil de expressdao de mRNA de receptores
de Ar. Estes receptores sdo membros de uma grande familia de receptores nucleares,
altamente expressa em testiculos, especialmente nas células de Sertoli e desempenham papel
chave na manutencdo da espermatogénese confirmado pelo estudo realizado por Qiu et al.,
2009 que relacionaram a reducdo da expressdo de mRNA de Ar com comprometimento da

espermatogénese por influenciar negativamente na resposta da testosterona sobre as células de
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Sertoli. A acdo dos andrégenos na espermatogénese acontece via células de Sertoli, ja que as
células germinativas ndo possuem receptores para androgenos e S80 necessarios para a
manutencdo da barreira hematotesticular, aderéncia e liberacdo de espermatozoides das
células de Sertoli. A auséncia da expressdo de Ar ocasiona reducdo no numero de
espermatides, devido a perda do desenvolvimento e a diminuicdo da aderéncia das
espermatides pelas células de Sertoli (DE GENDT et al, 2004; WANG, 2006).

Os estrogenos também desempenham papéis-chave na regulacdo da espermatogénese.
O estradiol (E2) é produzido a partir da testosterona pela enzima aromatase citocromo P450
Al, codificado pelo gene CYP19, nosso estudo ndo observou alteracdo da expressdo deste
gene. O E2 se liga aos receptores de estrdgenos localizados no nucleo e no citoplasma (Esrl
e Esr2) ou na membrana plasmatica (Gper) e sdo vitais para a atividade das células de Sertoli
(CHIMENTO et al., 2014). A afinidade de ligacdo relativa do BPA com os receptores de
estrogenos Esrl e Esr2 é mais fraca quando comparado com estradiol e dietilestilbestrol. No
entanto, a poténcia estrogénica do BPA é equivalente ao estradiol no que diz respeito as
respostas mediadas por receptores de estrégenos acoplados a proteina G (ALONSO-
MAGDALENA et al., 2012). Neste estudo observou-se que a exposi¢do perinatal a maior
dose de BPA somente aumentou expressdao de mRNA de Esrl. O Esrl é necessario para a
viabilidade de células germinativas (Sinkevicius et al. 2009) e esta envolvido na condensacéo
da cromatina e na integridade do DNA de espermatozoides (CACCIOLA et al. 2013).

Portanto, o BPA modulou a expressdo testicular de genes relacionado a
espermatogénese. Sugere-se deste modo que estd consequentemente relacionado com o
comprometimento da producdo, da morfologia e da funcdo espermaética na prole adulta.

Devido ao aumento de produtos revestidos com BPA, a fabricacdo e exposicéo
humana a essa substancia tem aumentado mundialmente. Nossos resultados mostram que
mesmo em uma dosagem considerada segura houve comprometimento da fungéo reprodutiva
masculina. Dessa forma é aconselhavel que sejam tomadas medidas de seguranca que evitem
0 contato com a substadncia. Uma medida alternativa seria a substituicdo do BPA por

componentes inofensivos a satde humana.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que mesmo com uma dosagem
considerada ndo toxica para a funcdo reprodutiva, a exposicdo ao BPA durante a
diferenciacdo sexual hipotaldmica, comprometeu com a producdo, fungdo espermatica,
morfologia dos tubulos seminiferos e com a expressao testicular de genes relacionados a

espermatogénese na prole adulta.
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ANEXOS

ANEXO A — Aprovacdo do Comité de Etica

Universidade Estadual do Centro-Oeste

Reconhecida pelo Decreto Estadual n° 3.444, de 8 de agosto de 1997

Y
UNICENTRO

COMITE DE ETICA EM USO DE ANIMAIS - CEUA/UNICENTRO

Oficio n° 012/2014 — CEUA/UNICENTRO Guarapuava, 10 de Junho de 2014
Senhor Pesquisador,

1. Comunicamos que o projeto de pesquisa intitulado: “Efeitos da exposicao perinatal ao
Bisfenol A sobre o desenvolvimento da prole masculina e da expresséo génica e perfil
protedmico do eixo hipotalamo-hipéfise-gonada no adulto.”, parecer 012/2014 foi analisado e
considerado APROVADO pelo Comité de Etica em Uso de Animais de nossa Institui¢do no dia 06
de Junho de 2014.

2. Em atendimento a Resolucdo 196/96 do CNS, devera ser encaminhado ao CEUA o relatério
final da pesquisa e a publicacdo de seus resultados, para acompanhamento do mesmo.

3. Observamos ainda que se mantenha a devida atenco aos Relatérios Parciais e Finais na
seguinte ordem: ‘ i

- Os Relatérios Parciais deverio ser encaminhados ao CEUA assim que tenha
transcorrido um ano da pesquisa.
L

- Os Relatérios Finais deverdo ser encaminhados ao CEUA em até 30 dias apos a
conclusdo da pesquisa.

- Qualquer alteracio na pesquisa que foi aprovada, como por exemplo, numeros de

sujeitos, local, periodo, etc. ‘deverd ser necessariamente enviada uma carta justificativa para a
anélise do CEUA. X :

Pesquisador: Marco Aurélio Romano

Atenciosamente,

Prof. Rosilene Rebeca

Vice-Coordenadora do CEUA/UNICENTRO
Port. 532/2014 - GR/UNICENTRO

Ao Senhor
Prof. Marco Aurélio Romano
UNICENTRO-CEDETEG

Home Page: hip:/www.unicentro.br

Campus Santa Cruz: Rua Pres. Zacarias 875 — Cx. Postal 3010 — Fone: (42) 3621-1000 - FAX: (42) 3621-1090 — CEP 85.015-430 - GUARAPUAVA - PR
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ANEXO B - Diluigéo do Bisfenol A

Doses:
e 0,5mg/Kg

e 5mg/Kg

Utilizamos o volume de 0,10 mL/100 g de peso corporal a ser injetada via subcutanea.

1) Dose de 0,5mg/1000 mg

Isto corresponde em 100g

0,5 mg ------- 1000g

D 100g x= 0,05 mg
0,05 mg/100g/0,1 mL

C=m/v C=0,05/0,1

C=0,5 mg/mL (concentracdo para que dose de 0,5mg/kg seja alcancada)

2) 5mg/ 1000g

5 mg -------- 10009
X __________________ 100g X:015 mg
0,5mg/100g/0,25mL

C=m/v C=0,5/0,1

C=5 mg/mL (concentragéo para que a dose de 5 mg/Kg seja alcangada)
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