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Resumo

A infertilidade é uma condicdo que actualmente afecta 15% dos casais em todo o
mundo, com tendéncia para aumentar, sendo que cerca de 50% dos casos sao atribuidos ao
parceiro masculino.

Como é sabido, a espermatogénese é extremamente influenciada por estimulos
externos, e a incidéncia crescente de disturbios reprodutivos aumentou a preocupacdo em
torno dos disruptores endocrinos (EDs). A exposicdo a estes quimicos pode causar disfuncoes
ou anormalidades dos drgaos reprodutivos, conduzindo a infertilidade. Um dos EDs, conhecido
por ser ubiquo no meio ambiente é o bisfenol A (BPA). Este é um dos quimicos mais
produzidos a nivel mundial (producao anual superior a 3 milhdes de toneladas), sendo
utilizado em larga escala na producao de plasticos de policarbonato e resinas. Encontra-se em
biberdes, garrafas de agua, revestimentos de recipientes alimentares, selantes dentarios,
entre outras aplicacdes. Como resultado, ha uma exposicdo generalizada da populacao ao
BPA.

O presente trabalho teve como objectivo realizar uma revisdao sistematica da
literatura sobre os mecanismos fisiopatologicos envolvidos nos efeitos do BPA na estrutura e
funcao testicular.

As principais conclusdes encontradas foram que a exposicao ao BPA induz stress
oxidativo e apoptose excessiva, tem efeitos transgeracionais, e efeitos mutagénicos nas
células germinativas masculinas, diminui a sintese de androgénios, pode actuar como agonista
estrogénico, interfere com o eixo hipotalamico-pituitaria-gonadal, e induz perturbacdes nas
proteinas de juncao das células de Sertoli, pondo em risco a fertilidade masculina.

Os estudos em humanos mostraram que a exposicao ao BPA estava associada a
alteragoes dos niveis hormonais nos homens, diminuicao da qualidade do esperma, e aumento
da lesdo do acido desoxirribonucleico do esperma. Foi também demonstrado que a exposicao
ao BPA no local de trabalho eleva o risco de disfuncao sexual masculina, que se traduz por
uma reducao da libido, dificuldade na ereccao e na ejaculacao, e reduzida satisfacao com a
vida sexual. No entanto, sao necessarios mais estudos para obtencao de dados mais
consistentes, revelando assim, a real influéncia da exposicao ao BPA na fertilidade masculina.

Tendo em conta o exposto neste trabalho, é aconselhavel a tomada de medidas, que
visem a substituicdo do BPA por componentes inécuos para a salde humana, assim como a

restricdo da sua utilizacdo com regras bem definidas sobre os niveis de exposicao.

Palavras-chave
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Abstract

Infertility is a condition that currently affects 15% of couples worldwide, with
tendency to increase, and approximately 50% of the cases are attributed to the male partner.

As it is known, the spermatogenesis is extremely influenced by external stimuli, and
the increasing incidence of reproductive disorders has raised concern about the role of
endocrine disrupters (EDs). The exposure to these chemicals can cause dysfunctions or
abnormalities of the reproductive organs, leading to infertility. One of the EDs, known to be
ubiquitous in the environment is bisphenol A (BPA). This is one of the most produced
chemicals in the world (more than three million tonnes of it are produced each year), being
used extensively in the production of polycarbonate plastics and resins. It is found in baby
bottles, water bottles, linings of food containers, dental sealants, among other applications.
As a result, there is a widespread exposure of the people to the BPA.

This study aimed to perform a systematic literature review about the
pathophysiological mechanisms involved in the effects of BPA on testicular structure and
function.

The main conclusions founded were that exposure to BPA induces oxidative stress and
excessive apoptosis, has transgenerational effects, and mutagenic effects in male germ cells,
decreases the synthesis of androgens, can act as an estrogen agonist, interferes with the
hypothalamic-pituitary-gonadal axis, and induces perturbations in Sertoli cell junctional
proteins, endangering male fertility.

The studies in humans have shown that exposure to BPA was associated with
alterations in hormone levels in men, decreased sperm quality, and increased
deoxyribonucleic acid damage in sperm. It was also shown that BPA exposure in the workplace
increases the risk of male sexual dysfunction, which translates into a reduction of libido,
difficulty in erection and ejaculation, and reduced satisfaction with sex life. However, further
studies are needed to obtain more consistent data, revealing this way, the real influence of
BPA exposure on male fertility.

Taking into account what it was exposed in this work, it is advisable to take
measures, aimed at replacing the BPA by harmless components to human health, as well as

the restriction of its use with well-defined rules about the exposure levels.

Keywords

Bisphenol A, Testicular function, Infertility, Spermatogenesis, Sperm.
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1. Introducao

A infertilidade, definida como a incapacidade para engravidar depois de manter
relacoes sexuais frequentes e desprotegidas por mais de um ano, é uma condicdo que
actualmente afecta 15% dos casais em todo o mundo, com tendéncia para aumentar nos
proximos anos. Aproximadamente 50% dos casos sao atribuidos ao parceiro masculino (1, 2).

A baixa contagem de espermatozoides (oligospermia), auséncia de espermatozoides
no sémen (azoospermia), e as anormalidades morfologicas estdao entre os principais factores
que contribuem para a infertilidade masculina (3). As causas das contagens de esperma
reduzidas e da pobre qualidade do sémen sdao desconhecidas na maioria dos casos (4).

A espermatogénese constitui o processo de formacdo dos espermatozoides. Tem inicio
em média aos 13 anos de idade e prossegue durante a maior parte da vida, diminuindo
acentuadamente na velhice (5). E extremamente influenciada por estimulos externos, tais
como farmacos, radiacdo, patologias reprodutivas e somaticas, temperatura e poluentes,
devido ao continuo grande nimero de divisdes celulares, e aos processos de diferenciacdo
celular e maturacao do esperma (3, 4).

A incidéncia crescente de disturbios reprodutivos observada ao longo das Ultimas
décadas aumentou a preocupacdo em torno das substancias conhecidas como disruptores
endocrinos (EDs), isto é agentes que interferem com a sintese, metabolismo, e accao das
hormonas enddgenas (6, 7). A exposicao a estes quimicos, especialmente, durante os estagios
de desenvolvimento pode causar disfuncées ou anormalidades dos o6rgaos reprodutivos mais
tarde na idade adulta, conduzindo a infertilidade ou ao desenvolvimento de cancro. Um dos
EDs, conhecido por ser ubiquo no meio ambiente é o bisfenol A (BPA) (6, 8). Este € um dos
quimicos mais produzidos a nivel mundial. Hoje em dia, estima-se que sdo gastos mais de 8
bilides de libras anualmente na sua producdo, e que aproximadamente 100 toneladas sao
libertadas para a atmosfera todos os anos (9).

O BPA é utilizado na producéo de plasticos de policarbonato, resinas, € em inimeros
produtos de consumo, podendo libertar-se de alguns destes polimeros para a agua ou para
produtos alimentares. Diversos estudos animais in vitro e in vivo, assim como estudos
epidemioldgicos humanos tém demonstrado que este composto exerce efeitos negativos nas
funcdes reprodutivas masculinas (6, 7, 10, 11, 12).

Com o presente trabalho procura-se reunir, actualizar, e sumarizar a informacao
existente sobre os efeitos do BPA na funcao testicular e reprodutiva masculina, evidenciando

os diversos mecanismos subjacentes envolvidos nesse processo.
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2. Metodologia

A informacao utilizada na elaboracao da presente monografia foi obtida em livros de
texto de referéncia na area da biologia celular e da biologia e fisiologia da reproducao, e em
artigos de revistas cientificas da especialidade. Para tal, utilizou-se a base de dados cientifica
de biomedicina Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) usando como critérios de
busca as palavras-chave  “bisphenol A”, “testicular function”, “infertility”,
“spermatogenesis”, e “sperm”, isoladamente ou nas diferentes combinacdes possiveis. A
pesquisa foi restrita preferencialmente ao idioma inglés e efectuada maioritariamente entre
Junho e Outubro de 2013. Procedeu-se posteriormente a analise e seleccao dos artigos mais
relevantes incluindo ensaios clinicos, estudos prospectivos e de investigacao, os quais foram
agrupados segundo os diferentes métodos de analise dos efeitos da exposicdo ao BPA na

funcao testicular e reprodutiva masculina.
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3. Anatomia e Fisiologia da Fertilidade

Masculina

3.1. Estrutura Anatomica dos Testiculos

Os testiculos (Figura 1) sdo orgaos pares, esbranquicados e ovoides, tendo cada um
cerca de 4 cm de comprimento e 2,5 cm de diametro. Cada testiculo pesa entre 10 e 14 g.
Eles produzem as células germinativas masculinas (espermatozdides) e hormonas masculinas,
principalmente a testosterona. Estdo suspensos dentro do escroto por meio dos funiculos
espermaticos, e habitualmente o testiculo esquerdo encontra-se suspenso mais inferiormente

do que o testiculo direito (13, 14).

Anel inguinal
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/

Funiculo espermatico
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Figura 1 - Anatomia da regido inguinal e da genitalia externa masculina (adaptado de 15).

Como pode ser visualizado na Figura 2, cada testiculo tem as suas superficies anterior
e lateral cobertas pela tunica vaginal (extensao do peritoneu). O testiculo, em si, possui uma
capsula fibrosa branca denominada tunica albuginea. Septos de tecido conjuntivo dividem o
testiculo em cerca de 250 a 300 lobulos em forma de cunha, e cada um destes lobulos contém
um a trés tubulos seminiferos (15). Os tubulos seminiferos totalizam cerca de 600 m de
comprimento e representam cerca de dois tercos do volume testicular. Entre os tubulos
seminiferos encontra-se tecido conjuntivo de suporte que contém células de Leydig

(intersticiais), onde é produzida a testosterona (16, 17).
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Os tubulos seminiferos tém um lUmen estreito revestido por um espesso epitélio
germinativo. Esse epitélio consiste em varias camadas de células germinativas, e num nimero
mais pequeno de células de Sertoli, que protegem as células germinativas e promovem o seu
desenvolvimento. As células germinativas dependem das células de Sertoli para ter acesso a
nutrientes, factores de crescimento, e para remocao de residuos, entre outras necessidades.
As células de Sertoli também secretam uma hormona chamada inibina que regula a taxa de
producao de esperma (15).

As juncoes de oclusao (TJ) entre as células de Sertoli criam uma barreira
hematotesticular (BTB), que filtra o plasma de forma eficaz, permitindo que apenas
determinadas substancias alcancem as células germinativas em desenvolvimento. Esta
barreira também previne os produtos espermatogénicos de alcancar a corrente sanguinea,
onde, se reconhecidos como substancias estranhas, poderiam activar o sistema imunitario
(16, 18).

Os tlbulos seminiferos abrem-se para um sistema de canais curtos e rectos,
designados de tubos rectos, os quais, por sua vez, se abrem para uma rede tubular designada
por rede testicular. A rede testicular esvazia-se para dentro de 15 a 20 tubulos, os ductulos
eferentes. Estes possuem um epitélio cilindrico pseudo-estratificado ciliado, cujos cilios

auxiliam no movimento dos espermatozdides do testiculo para o epididimo (19).
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sanguineos e
nemnos
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epididimo
) 0 — Tlbulo
Ducto s & = seminifero
deferente y- ' ¢/ ‘
Duictulo = Septo
eferente aWE oo ’i — Lébulo
Rede ___ ‘ A Sl B |
testicular : NS
Corpo do
epididimo Tunica
vaginal
Cauda do Tunica
epididimo albuginea

Figura 2 - Testiculo e estruturas associadas (adaptado de 15).
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3.2. A espermatogénese e formacao do sémen

A espermatogénese ocorre nos tUbulos seminiferos durante a vida sexual activa, em
resultado da estimulacao das hormonas gonodotropicas da hipdfise anterior (5).

As primeiras células destinadas a fazerem parte do processo de formacao do esperma
sdo as células germinativas primordiais, que durante a formacdo do embrido migram para os
testiculos, e tornam-se células germinativas imaturas chamadas espermatogonias, situando-se
em duas ou trés camadas das superficies internas dos tubulos seminiferos. A espermatogdnia
inicia as divisdbes mitoticas na puberdade, proliferando e diferenciando-se continuamente
através de varios estagios de desenvolvimento para formar o esperma (5).

O processo de espermatogénese encontra-se esquematizado na Figura 3.
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Figura 3 - Espermatogénese (adaptado de 15).

Cada espermatogonia multiplica-se por mitose, produzindo dois tipos de células filhas

denominadas espermatogoénia tipo A e tipo B. As células tipo A permanecem fora da BTB e



Efeitos da Exposicao ao Bisfenol A na Funcao Testicular e Reprodutiva
————————— |
continuam a multiplicar-se desde a puberdade até a morte, dotando os homens de gametas
ao longo da vida. A espermatogonia tipo B migra para proximo do limen do tibulo, e
diferencia-se em células grandes chamadas espermatécitos primarios. Estas células
atravessam a BTB e movem-se em direccdo ao lumen do tubulo (15).

Assim que esta isolado do sangue, o espermatocito primario submete-se a meiose |,
dando origem a dois espermatécitos secundarios hapléides de igual tamanho. Cada um destes
submete-se a meiose Il, dividindo-se em duas espermatides, ou seja, um total de quatro por
cada espermatogoénia. Ao longo destas divisdes meioticas, as células filhas ndo se separam
completamente, permanecendo ligadas por pontes citoplasmaticas estreitas (15).

O processo seguinte na espermatogénese € denominado espermiogénese (Figura 4).
Neste processo, as espermatides submetem-se a condensacdo nuclear, reducdo do
citoplasma, formacao de um acrossoma, e desenvolvimento de uma cauda para emergirem
como espermatozoides flagelados. Os espermatozdides sao depois expelidos para o lumen do
tubulo por um processo chamado espermiacao (18). Esta ocorre ao longo de varios dias na
extremidade apical do epitélio seminifero, e envolve varias etapas, incluindo a remodelacao
da cabeca e do citoplasma da espermatide, remocéo de estruturas de adesao especializadas e

a final separacao das espermatides das células de Sertoli (20).
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Figura 4 - Espermiogénese. Neste processo, as espermatides descartam o citoplasma em excesso,
crescem os flagelos, e tornam-se espermatozoides (adaptado de 15).

Durante a mudanca do estagio de espermatocito para o estagio de espermatide, os 46
cromossomas (23 pares de cromossomas) do espermatocito dividem-se, de forma a irem 23
cromossomas para uma espermatide e outros 23 para a segunda espermatide. Os genes

cromossomicos também se dividem e, assim, s6 metade das caracteristicas genéticas do
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possivel feto sdo fornecidas pelo pai, provindo a outra metade do odcito fornecido pela mae
(5).

A sequéncia inteira de desenvolvimento desde a espermatogdénia até aos
espermatozoides leva cerca de 60 a 70 dias, e um homem sexualmente maduro saudavel

produz cerca de 200 milhdes de espermatozoides diariamente (17, 18).

3.3. A regulacao hormonal das funcées reprodutoras

0 controlo da fungdo reprodutiva masculina depende de uma série de hormonas cuja
secrecao € regulada através de ansas de feedback negativo. O hipotalamo produz a hormona
libertadora de gonadotropinas (GnRH) que é conduzida no sistema porta hipofisario para a
pituitaria anterior. Esta estimula a libertacdo das gonadotropinas, hormona foliculo-
estimulante (FSH) e hormona luteinizante (LH), que sao transportadas na circulacao para os
testiculos, actuando em diferentes células alvo (21).

A GnRH é libertada em pulsos distintos aproximadamente a cada 2 horas, resultando
em pulsos correspondentes de LH e FSH (16). A LH estimula as células de Leydig dos testiculos
a secretar androgénios, principalmente testosterona, enquanto a FSH estimula as células de
Sertoli a secretar a proteina de ligacdao aos androgénios (ABP). Pensa-se que esta ultima
aumenta os niveis de testosterona nos tibulos seminiferos e no epididimo (15).

A testosterona estimula a espermatogénese na presenca de ABP, inibe a secrecado de
GnRH pelo hipotalamo, e reduz a sensibilidade da hipofise a GnRH. Consequentemente, as
secrecoes de FSH e LH sao reprimidas (15). Assim, sempre que a secrecao de testosterona se
torna muito elevada, este efeito automatico de feedback negativo, operando através do
hipotalamo e da hipdfise anterior, reduz a secrecdo de testosterona para niveis de
funcionamento desejados. Em oposicao, quantidades pequenas de testosterona induzem o
hipotalamo a secretar grandes quantidades de GnRH, com o correspondente aumento na
secrecao de LH e FSH da hipofise anterior e o consequente aumento na secrecao testicular de
testosterona (5).

A FSH actua nas células de Sertoli para estimular a secrecao de agentes paracrinos
que sdo essenciais para a espermatogénese. Simultaneamente, a testosterona secretada pelas
células de Leydig actua localmente, como agente paracrino, na espermatogénese, movendo-
se dos espacos intersticiais para os tibulos seminiferos. Aqui, entra nas células de Sertoli, e é
através dessas células que facilita a espermatogénese. Assim, apesar da auséncia de qualquer
efeito directo da LH sobre as células nos tUbulos seminiferos, essa hormona exerce um efeito
indirecto essencial porque a secrecao de testosterona estimulada pela LH é necessaria para a
espermatogénese. Deste modo, para iniciar a espermatogénese € necessario tanto FSH como
testosterona (22).

Quando os tubulos seminiferos deixam de produzir espermatozdides, a secrecao de
FSH pela hipofise anterior aumenta acentuadamente. Por outro lado, quando a
espermatogénese ocorre muito rapidamente, a secrecao de FSH pela hipéfise diminui. Este

mecanismo de feedback negativo sobre a hipofise anterior é causado pela secrecao de uma
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hormona chamada inibina pelas células de Sertoli. Esta tem um efeito directo intenso sobre a

hipéfise anterior, inibindo a secrecdo de FSH, e um efeito discreto sobre o hipotalamo,
inibindo a secrecao de GnRH (5).

SNC
Efeitos
comportamentais
| Hipotal
o ipotalame
/ S o N
I
GnRH
ol

Hipofise anterior

-

—=5bs—
S b

Testiculos

: —r—® Inikina
Célula de L"-‘-’YdiQ@ j Célula de
Testosterona Sertoli

® O]

Efeitos viriizantes Espermatogénese

Figura 5 - Regulacdo do feedback do eixo hipotalamico-hipofisario-testicular. SNC - sistema nervoso
central; GnRH - hormona libertadora de gonadotropinas; LH - hormona luteinizante; FSH -

hormona foliculo-estimulante; @ - feedback positivo; © - feedback negativo (adaptado de
5).
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4, Bisfenol A

O BPA (Figura 6) é um dos quimicos mais produzidos a nivel mundial, sendo a sua
producao anual superior a 3 milhoes de toneladas (23). As suas propriedades mais relevantes
sdo a baixa pressao de vapor, solubilidade aquosa moderada, e a baixa volatilidade (24). A
temperatura ambiente encontra-se no estado solido como um poé ou granulo cristalino
acinzentado ou incolor com odor semelhante ao clorofenol (24, 25).

O BPA pode-se ligar aos receptores de estrogénios (ERs), no entanto a sua afinidade é

de 10000 a 100000 vezes menor quando comparada com a do estradiol (26).

H. CH,

HO OH

Figura 6 - Estrutura molecular do BPA (adaptado de 25)

O BPA ¢ utilizado principalmente como intermediario na producao de plasticos de
policarbonato e de resinas epoxidicas, que estao presentes em diversos produtos da nossa
vida diaria, incluindo perfumes, cosméticos, brinquedos, materiais de pavimentacdo, CDs,
DVDs, equipamento electrénico, automoveis, equipamentos desportivos, dispositivos médicos
(ex: selantes dentarios), servicos de mesa, biberdes, e embalagens alimentares. De forma a
proteger as comidas e bebidas do contacto directo com metais, as resinas epoxidicas sao
também utilizadas no revestimento interno das latas de comida e bebidas (24, 27). De igual
modo, podemos encontrar o BPA numa grande variedade de papéis e cartdes, incluindo
recibos de caixas registadoras, papéis usados para embrulhar a comida, filtros de cigarro e
notas de dinheiro (23).

A libertacao de BPA para o meio ambiente pode ocorrer durante a sua producao
quimica, transporte e processamento. As libertacbes subsequentes processam-se
principalmente através de descargas de estacbes de tratamento de aguas residuais, dos
lixiviados dos aterros, da combustao de lixo doméstico, e da degradacao natural dos plasticos

no meio ambiente (28).
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As moléculas de BPA estdo unidas por ligacdes éster nos policarbonatos e nas resinas,
e a exposicao ao calor, assim como o contacto com compostos acidos ou basicos aceleram a
hidrélise dessas ligacdes (9, 29).

As fontes de exposicdo humana ao BPA incluem a dieta, o meio ambiente (ar
ambiente, ar interior da habitacado, agua ingerida, solo, e pd), e o uso de consumiveis (24).
Das diferentes vias de exposicdo, a dieta parece ser a principal fonte de exposicao. Devido as
propriedades fisico-quimicas do BPA, é expectavel que as fontes de ingestdo oral mais
significativas provavelmente provenham de comidas enlatadas revestidas com resinas
epoxidicas, da agua consumida nas garrafas de policarbonato, e da saliva derivada de selantes
dentarios. O BPA também ¢é usado como antioxidante em cosméticos e comidas, esperando-se
entdo a penetracao e absorcao do BPA através da inalacdo, assim como do contacto cutaneo,
constituindo, estas Ultimas, vias de exposicao humana suplementares (24).

Nos humanos o BPA administrado oralmente é rapidamente e eficientemente (>95% da
dose) absorvido a partir do trato gastrointestinal e submetido a um metabolismo de primeira
passagem extenso na parede intestinal e no figado. Durante essa etapa, a biotransformacao
de BPA a glicuronideo de BPA ¢é a principal via da biotransformacao do BPA, gerando-se, no
entanto também, sulfato de BPA (30). A formacao dos conjugados de BPA é considerada uma
reaccao de desactivacdo, uma vez que tanto o glicuronideo de BPA como o sulfato de BPA
estao desprovidos de actividade estrogénica (30). Devido a elevada solubilidade em agua, o
glicuronideo de BPA é rapidamente depurado do sangue pelos rins e excretado na urina. No
entanto, a exposicdo ambiental a concentracées nanomolares de BPA é generalizada e
continua (30, 31). As exposicoes transdérmica e inalatéria ndao estdo sujeitas a extensa
conjugacao de primeira passagem que ocorre com a ingestao oral (26).

As criancas e os adolescentes, a partida, tém maior risco de exposicao do que os
adultos porque utilizam mais provavelmente produtos que contém BPA (ex: biberdes,
brinquedos) e consumem maior nimero de bens alimentares embalados em produtos que
contém BPA (ex: comida enlatada) (23).

Posto isto, ha uma preocupacao crescente relativamente ao potencial papel do BPA
na salde humana, nomeadamente, na infertilidade masculina idiopatica, uma vez que ele é
um ED e por conseguinte pode mimetizar as hormonas corporais. Muitos estudos em animais

demonstraram que a exposicao ao BPA diminui a producao de esperma (24, 32).
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5. Efeitos do Bisfenol A na Funcao

Reprodutiva Masculina

0 BPA, sendo um quimico utilizado em larga escala na producdo de plasticos de
policarbonato e resinas, que se encontram presentes nos mais variados produtos utilizados no
nosso dia-a-dia, torna a exposicao generalizada da populacao uma realidade. Neste ponto do
presente trabalho, pretendem-se averiguar os possiveis efeitos do BPA nos diversos aspectos
da anatomia e fisiologia da funcao reprodutiva masculina, integrando dados procedentes de
varios estudos realizados, expondo-se de seguida os multiplos mecanismos de accado e vias
subjacentes envolvidos (espécies reactivas de oxigénio (ROS) e stress oxidativo, apoptose,
efeitos transgeracionais, sintese de androgénios, relacdo com os ERs, eixo hipotalamico-
pituitaria-gonadal (HPG), efeito mutagénico e espermatogénese, outros efeitos do BPA, e

estudos em humanos).

5.1. Espécies reactivas de oxigénio e stress oxidativo

As ROS conhecidas como radicais livres sao agentes oxidantes gerados em resultado do
metabolismo do oxigénio e tém pelo menos um electrao ndo pareado que os torna espécies
muito reactivas. Normalmente, os radicais livres atacam a molécula estavel mais proxima,
que se torna um radical livre em si mesma, comecando uma cascata de reaccao em cadeia. O
metabolismo aerdébio normal esta relacionado a niveis dptimos de ROS porque existe um
equilibrio entre a producdo de ROS e a actividade dos antioxidantes. O stress oxidativo é o
termo aplicado quando os oxidantes ultrapassam em nUmero os antioxidantes devido a
geracao excessiva de ROS e quando os antioxidantes nao sao capazes de eliminar estes
radicais livres. Tal fendmeno causa efeitos patoldgicos, danifica as células, tecidos e drgaos
(33).

A elevada geracao de ROS no trato reprodutivo masculino tem efeitos toxicos
potenciais na qualidade e funcdo do esperma (34). As membranas dos espermatozdides séo
ricas em acidos gordos polinsaturados (PUFAs) e sao sensiveis a lesdao induzida pelo oxigénio
mediada pela peroxidacao lipidica, que se traduz em perda de integridade da membrana,
causando aumento da permeabilidade celular, inactivacdo enzimatica, e lesdes estruturais do
acido desoxirribonucleico (DNA) (34, 35). Apesar da exposicdo excessiva as ROS ser
prejudicial aos espermatozdides, sdo necessarias pequenas quantidades destas moléculas para
os espermatozoides adquirirem a capacidade de fertilizacao (34, 36).

A geracao de ROS pelos espermatozdides ocorre de duas formas: através do sistema
de fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase ao nivel da
membrana plasmatica, e por intermédio da oxidorredutase dependente de NADPH ao nivel

mitocondrial (36).
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Para contrariar os efeitos das ROS, os testiculos possuem sistemas de defesa
antioxidantes que previnem a lesao celular. A superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e
a glutationa peroxidase (GSH-Px) sao as principais enzimas antioxidantes utilizadas para
eliminar os radicais de oxigénio nos 6rgaos reprodutivos masculinos e em outros 6rgdos (37).

Além disso, o sémen contém varias moléculas ndo enzimaticas antioxidantes tais como
a vitamina C, vitamina E, piruvato, glutationa, e carnitina. Estes antioxidantes compensam a
perda das enzimas citoplasmaticas do esperma a medida que o citoplasma é expelido durante
a espermiogénese, 0 que por sua vez, diminui os mecanismos de reparacao enddgenos e as
defesas enzimaticas (34).

A glicose é essencial para a realizacdo bem-sucedida da espermatogénese e
esteroidogénese testiculares que requerem elevada energia. A esteroidogénese testicular
regulada é resultado de mdltiplos mecanismos que envolvem efeitos combinados de LH, FSH,
insulina e glicose. Sob condicdes normais a difusdo de glicose para as células é facilitada por
proteinas transportadoras especificas conhecidas como transportadores de glicose (GLUT-8 e
GLUT-2) (38). A captacéao celular de glicose para dentro das células pelos transportadores de
glicose é realizada pela insulina, e varios factores desempenham um papel importante na
manutencao da sinalizacao de insulina e na homeostasia da glicose no corpo. Entre eles, as
ROS sao um dos reguladores chave da sinalizacao de insulina e da homeostasia da glicose nos
orgaos. Apesar de niveis optimos de ROS serem essenciais para a accao da insulina, niveis
aumentados podem prejudicar a sinalizacao de insulina (38).

Num estudo foram administradas a ratazanas quatro diferentes doses baixas de BPA
(0,005; 0,5; 50 e 500 pg de BPA/kg de peso corporal (bw)/dia durante 45 dias), e 17-B-
estradiol a uma dose de 50 pg/kg/dia como controlo positivo. No final observou-se uma
diminuicdo dose-dependente nas actividades das enzimas antioxidantes nos testiculos e um
aumento nos niveis de peroxidacéo lipidica seguindo-se a administracdo de BPA, observando-
se efeitos similares com o controlo positivo, o que indicou prevaléncia do stress oxidativo nos
testiculos. Registou-se também diminuicao nos niveis das moléculas sinalizadoras de insulina,
GLUT-2 e das enzimas esteroidogénicas nos testiculos das ratazanas tratadas quer com BPA
assim como com o controlo positivo. Através de estruturas modeladas de GLUT-2 e GLUT-8 foi
demonstrado que o BPA interage com estes transportadores de glicose, inibindo a captacao de
glicose nos testiculos (38).

Administrando-se durante 10 dias BPA a ratazanas-macho adultas por meio de sonda
gastrica a 200 mg/kg bw/dia com ou sem pré-tratamento de melatonina (potente
antioxidante), demonstrou-se que a exposicao ao BPA pode induzir lesdo do DNA nas células
germinativas das ratazanas-macho através do stress oxidativo, que pode ser prevenido com a
administracdo de melatonina. A lesao do DNA induzida pelo BPA estava associada com
deplecdo da actividade da SOD. A melatonina e os seus metabolitos eliminam directamente
varios radicais livres, e reduzem o stress oxidativo estimulando as actividades das enzimas
anti-oxidativas (SOD, GSH-Px). Além disso, € uma protectora eficiente do DNA, proteinas, e
lipidos (37).
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A exposicao de ratos “Swiss albino” a uma dose oral de BPA a 10 mg/kg bw durante 14
dias causou toxicidade mitocondrial no tecido testicular. Ele afectou actividades de enzimas
vitais das mitocondrias que sdao parte da bioenergética mitocondrial assim como enzimas
antioxidantes. O tratamento do BPA também induziu a peroxidacao lipidica demonstrando
vulnerabilidade da membrana mitocondrial a sua exposicao (39). A administracao
concomitante de melatonina (10 mg/kg bw; intraperitonealmente durante 14 dias) reduziu a
peroxidacao lipidica mitocondrial, restaurou a actividade das enzimas mitocondriais e
melhorou os diminuidos antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos das mitocondrias (39).

Na investigacao desenvolvida por Hulak e seus colaboradores foi averiguado o efeito
da exposicao in vitro do esperma de esturjao (Acipenser ruthenus) ao BPA (0,5; 1,75; 2,5; 5 e
10 pg/L) durante 2 horas, em relacdo aos parametros da motilidade dos espermatozoides,
conteldo de adenosina trifosfato (ATP), integridade do DNA, e indices de stress oxidativo. Os
resultados revelaram que o BPA diminuiu significativamente a motilidade e velocidade dos
espermatozoides a concentracoes de 2,5 - 10 pg/L, e foi encontrada uma correlacédo positiva
entre a percentagem de espermatozoides moveis e o conteido de ATP (35). O stress oxidativo
foi observado a concentracoes de 1,75 - 10 pg/L, como reflectido pelos niveis
significativamente elevados das oxidacdes lipidica e proteica e da actividade da SOD (35). O
conteldo de ATP dos espermatozoides diminuiu com concentracdes crescentes de BPA, dado
que niveis elevados de ROS inibem uma ou mais enzimas da fosforilacdo oxidativa e/ou
glicdlise, limitando a geracdo de ATP. Registou-se também um grande aumento na
fragmentacao de DNA a concentracdes de 1,75 pg/L e superiores (35). Tudo isto confirma que
estas concentracdes de BPA (semelhantes as encontradas na natureza) sao capazes de induzir
stress oxidativo, tornando a qualidade do esperma deficiente (35).

Em outro estudo, a administracao por via oral a ratazanas-macho “Sprague-Dawley”
de BPA a niveis de 0 e 50 mg/kg/dia durante 8 semanas, causou variacdo da composicdo dos
acidos gordos n-6 e diminuicao dos niveis das enzimas antioxidantes (40).

Com base nestes dados, pode-se afirmar que a exposicao ao BPA mesmo em doses

reduzidas é capaz de induzir stress oxidativo, pondo em risco a fertilidade masculina.

5.2. Apoptose

A apoptose é um processo de morte celular programada e esta envolvida em varios
eventos fisioldgicos e patologicos. Durante os varios estagios da espermatogénese em
mamiferos, a apoptose das células germinativas ocorre para remover células
espermatogénicas anormais e para manter a quantidade e qualidade normais do esperma. A
apoptose das células germinativas é também induzida por muitos factores incluindo falta de
hormonas, calor, radiacdo, e substancias toxicas. A apoptose excessiva e/ou anormal das
células germinativas € uma das razbes para a oligozoospermia e azoospermia (41).

As caspases sdo um grupo de cisteina proteases dentro das células e a sua cascata de
activacdo desempenha um papel importante apds a inducdo da apoptose (41). Elas sao

sintetizadas como zimogénios inactivos, tornando-se activos face ao estimulo de morte. A via
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extrinseca é iniciada pela activacdo dos receptores de morte, tais como o Fas ou o receptor 1
do factor de necrose tumoral (TNFR1). A trimerizacao dos receptores de morte em resposta a
ligacao do ligando induz a formacdo de um complexo multimérico denominado complexo de
sinalizacao indutor da morte (DISC), que activa a procaspase-8 nos ratos e a caspase-10 nos
humanos (3).

A caspase-8 e/ou 10 proteoliticamente processam a caspase-3, -6 e -7. Entre elas, a
caspase-3 é a principal caspase executante envolvida no desmantelamento do complexo de
Golgi, fragmentacao da lamina nuclear, fragmentacao de DNA, e diminuicao no potencial de
membrana mitocondrial (3). A via intrinseca da apoptose pode ser activada por diferentes
estimulos, tais como radiacdo, fragmentacdao de DNA, fome, stress oxidativo e autofagia. E
caracterizada por uma diminuicdo no potencial de membrana da mitocondria e libertacao do
citocromo C da mitocondria, que juntamente com a desoxi-ATP, a proteina citosdlica Apaf-1 e
a procaspase-9 formam um complexo denominado apoptossoma. Dentro deste complexo, a
procaspase-9 torna-se activa e depois activa a caspase-3, conectando as vias intrinseca e
extrinseca (3).

Os eventos de sinalizacdo que levam a apoptose sdo assim divididos em duas vias
principais: a via Fas e Fas ligando (FasL), e a via mitocondrial. O sistema Fas/FasL é o
principal indutor da apoptose das células germinativas. A translocacdo do citocromo C da
mitocondria para o citosol é o evento primario na via de sinalizacdo mitocondrial para a
apoptose (42).

A estabilidade da membrana da mitocondria é preservada pela proteina anti-
apoptotica da familia do linfoma de células B-2 (BCL-2). A BCL-2, BCL-x e BCL-w sao trés
proteinas anti-apoptéticas que interagem e reprimem a actividade das proteinas pro-
apoptoticas. Existem duas classes gerais de proteinas da familia pro-apoptotica: aquelas que
partilham trés regides homologas (BH1, BH2 e BH3), e que sdao denominadas proteinas
multidominio; e aquelas que partilham uma pequena sequéncia homologa, excepto para o
dominio BH3 conservado, também denominadas proteinas “apenas BH3”. Entre o grupo de
“apenas BH3” encontra-se o antagonista de BCL-2 de morte celular (BAD) e o modulador a
montante de p53 (PUMA) (3).

As proteinas pro-apoptdticas de multidominios BAX e BAK sao cruciais para a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa e a subsequente libertacdo de moléculas
apoptogénicas, que levam a activacdo da caspase-9. Assim, a apoptose &€ um processo
complexo que envolve a activacao de varias vias para induzir a morte celular evitando uma
resposta inflamatoria (3).

A administracao por via oral de BPA a 2 pg/kg bw/dia durante 14 dias a ratazanas
adultas, demonstrou que a exposicao a doses baixas de BPA prejudica a espermatogénese
devido a reducdao das hormonas reprodutivas, e a inducdo da apoptose das células
germinativas pela activacao da via Fas/FasL nos tecidos testiculares (43).

No trabalho desenvolvido por Li e seus colaboradores o BPA foi administrado através

de sonda gastrica nas doses de: 0 (controlo), 160, 480, e 960 mg/kg/dia a ratos do dia pds-
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natal (PND) 31-44, seguindo-se a observacao da morfologia e deteccao da apoptose e
expressoes de Fas/FasL e da caspase-3 activa nos PNDs 45, 60 e 90 (41). Desta analise
verificou-se que nao houve efeito do BPA na dose de 160 mg/kg/dia, contudo, as doses de 480
e 960 mg/kg/dia revelaram subdesenvolvimento dos testiculos e interrupcdo da
espermatogénese. Constatou-se a existéncia de muitas células de Leydig e células
germinativas apoptoéticas nos testiculos com os indices apoptoticos significativamente
aumentados em relacao aos controlos. A expressao do Fas e da caspase-3 activa estava
localizada nos mesmos tipos celulares em que a apoptose ocorreu, e os niveis de expressao de
Fas, FasL, e caspase-3 activa estavam significativamente aumentados em relacao aos
controlos. A perturbacdo da espermatogénese, a apoptose e a supra-regulacao da expressao
de Fas, FasL, e caspase-3 activa persistiu até ao PND 90 (41). Estes resultados sugerem que o
BPA em altas doses induz a apoptose das células de Leydig e das células germinativas nos
testiculos dos ratos através da via sinalizadora Fas (41).

Num outro estudo foi administrado BPA (160 ou 480 mg/kg) por sonda nasogastrica
diariamente a ratos-macho desde o PND 35 ao PND 49, verificando-se que o nimero de células
germinativas apoptoticas por tubulo seminifero e a percentagem de tubulos seminiferos com
células germinativas apoptoticas eram significativamente maiores nos testiculos dos ratos
tratados com BPA (42). Foi também notdrio um aumento no nivel de Fas e FasL nos testiculos
dos ratos expostos ao BPA. Além disso, a exposicao ao BPA evocou a activacao da caspase-8 e
caspase-3 nos testiculos, causou a translocacdo do citocromo C da mitocéndria para o citosol,
e supra-regulou o nivel de BAX e da caspase-9 activa nos testiculos. Estes resultados sugerem
que a exposicdo ao BPA induz a apoptose das células germinativas nos testiculos ndo so6
através da via de sinalizacdo Fas/FasL como também pela via apoptética mitocondrial (42).

Assim, a inducao excessiva da apoptose apos a exposicao ao BPA constitui uma das

possiveis vias pelas quais ela actua no organismo, prejudicando a fertilidade masculina.

5.3. Efeitos transgeracionais

O periodo perinatal é considerado uma das janelas sensiveis e vulneraveis do
desenvolvimento, que engloba um periodo crucial envolvendo a diferenciacdo sexual, em que
pequenas perturbacées hormonais podem ter um impacto de longa duracao na fertilidade
(44).

Numa experiéncia realizada por Kobayashi et al. administraram-se 0; 0,33; 3,3; e 33
ppm de BPA na dieta de ratazanas prenhas do dia gestacional (GD) 6 até ao PND 21 e
examinaram-se posteriormente os efeitos no desenvolvimento reprodutivo na descendéncia
das ratazanas. Os resultados sugeriram que a exposicao in Utero e durante a lactacdo a doses
baixas de BPA na dieta (0,33 - 33 ppm) nao afectava adversamente o desenvolvimento
reprodutivo na descendéncia das ratazanas (45).

Por seu lado, LaRocca e os colegas desenvolveram um estudo no qual examinaram o
peso dos Orgaos sexuais, a distancia anogenital, e a histopatologia dos testiculos de ratos-

macho adultos expostos in Utero através de sonda gastrica a 6leo de sésamo, 50 pg/kg de
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BPA, 1000 pg/kg de BPA, ou 2 pg/kg de dietilestilbestrol (DES) (controlo positivo) do GD 10-16
(46). Eles constataram que a exposicao moderada (50 pg/kg) a elevada (1000 pg/kg) ao BPA
in (tero ndo leva a alteragbes grosseiras no bw adulto, peso testicular, distancia anogenital,
espermatogénese, producdo de esperma, ou alteracdes especificas na expressao de genes
associada com a esteroidogénese, apoptose, ou maturacao da célula de Sertoli na geracéo F1
dos ratos adultos (46). Contudo, a exposicao in Utero ao DES aumentou a distancia anogenital
nos machos F1, e alterou a expressao de genes associados com um fenotipo da célula de
Sertoli alterado (46). Em suma, estes resultados indicam que as doses empregues através de
sonda gastrica, o BPA ndo afecta a saude reprodutiva masculina jovem adulta em relacdo aos
testiculos (46).

Noutro estudo, alimentaram-se ratazanas-fémeas prenhas (FO) através de sonda
gastrica com BPA (1,2 e 2,4 pg/kg bw), um controlo ou DES (10 pg/kg bw) durante o periodo
perinatal. Os machos F1 adultos foram sujeitos a avaliacao da fertilidade por acasalamento
com fémeas nao expostas, e as funcdes reprodutivas das ninhadas subsequentes F2 e F3 foram
investigadas de maneira similar (44). No final foi visivel um aumento significativo na perda
pos-implantacdo, e um decréscimo no tamanho da ninhada e na contagem e motilidade de
espermatozoides na descendéncia masculina F1. Além disso, houve uma reducao no perfil de
expressao testicular dos receptores de esterdides (SRs). Estes efeitos foram muito
proeminentes nas geracoes subsequentes F2 e F3 (44). Deste modo, a exposicao perinatal a
doses de BPA ambientalmente relevantes afectou a linha germinativa masculina,
prejudicando a fertilidade da descendéncia masculina F1 e suas subsequentes geracoes F2 e
F3 (44).

As interaccdes entre as hormonas esteroides e os SRs desempenham um papel crucial
na espermatogénese. Os co-reguladores estabelecem a ligacao entre os SRs e a maquinaria
transcripcional, e desempenham um papel fundamental na regulacao do eixo reprodutivo.
Dependendo do ligando, os co-reguladores dos SRs podem activar (co-activadores) ou reprimir
(co-repressores) a expressao dos genes (47). Perturbacdes no perfil de expressao dos co-
reguladores dos SRs terdo influéncia significativa nas fungées dos orgdos que respondem a
esteroides durante a idade adulta, e eventualmente terao impacto na fertilidade (47). O
grupo de co-activadores dos co-reguladores dos SRs é composto por trés membros: co-
activador-1 do receptor esterdide (SRC-1), proteina-1 integradora do receptor-G (GRIP-1), e
proteina associada ao co-integrador p300/CPB (p/CIP) (47). O SRC-1 é crucial para o
comportamento sexual e fertilidade masculina. Localiza-se nas células de Sertoli e nas células
germinativas dos testiculos das ratazanas adultas, onde estdo expressos receptores dos
androgénios (ARs) e ERs (47). O co-repressor nuclear (NCoR) é outro co-regulador do SR que
citoplasma das células de Leydig, que também co-expressam o ER alfa (47). A alteracao do
padrao de expressao do co-regulador do SR nas células de Leydig, células de Sertoli ou nas
células germinativas dos testiculos tem impacto no funcionamento dos esterdides e dos SRs

nestas células, acarretando efeitos na espermatogénese (47).
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Numa experiéncia na qual ratazanas fémeas prenhas (FO) foram alimentadas por
sonda gastrica diariamente com BPA (1,2 e 2,4 ug/kg bw) desde o GD 12 até ao PND 21, e na
qual se realizou a localizagao imuno-histoquimica do SRC-1, da GRIP-1, da p/CIP e do NCoR
nos testiculos das ratazanas adultas das geracdes F1, F2 e F3, observou-se uma reducdo
significativa na expressao de SRC-1 e NCoR, com um aumento paralelo na expressao da p/CIP
e da GRIP-1 nos testiculos das ratazanas expostas durante o periodo perinatal ao BPA. O
aumento na expressao de GRIP-1 decorreu possivelmente de um mecanismo compensatorio
pela reducao no SRC-1. Foi visivel um padrao semelhante nos testiculos das ratazanas F2 e F3.
(47). Assim, nesta experiéncia foi notoria que a exposicao perinatal das ratazanas-macho ao
BPA criou perturbacdes transgeracionais no perfil de expressao dos co-reguladores dos
receptores esteroides testiculares (47).

Com base nos dados referidos anteriormente pode-se concluir que a exposicao a doses
relevantes de BPA durante periodos prematuros de desenvolvimento muito provavelmente
podera causar alteracdes de longa duracdo na fertilidade masculina e que esses efeitos

podem também ser transmitidos as geracdes subsequentes com perturbacdes da fertilidade.

5.4. Sintese de Androgénios

As células de Leydig produzem testosterona que é responsavel pela masculinizacdo do
sistema urogenital masculino e genitalia externa, e pela producao de esperma nos tibulos
seminiferos. Além disso, a migracao dos testiculos fetais para o escroto € dependente da
testosterona e da Insulina-tipo 3 (INSL3), uma hormona produzida pelas células de Leydig
(48).

Apesar das células de Leydig contabilizarem apenas cerca de 5% de todos os tipos
celulares nos testiculos na idade adulta, a testosterona produzida por elas perfaz mais de 95%
da testosterona em circulacao (49).

O processo da sintese dos androgénios inicia-se com a ligacdo da LH ao seu receptor
acoplado a proteina G para activar a via da adenosina monofosfato (AMP) ciclico. A
estimulacdo do receptor de LH induz a proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR) e
varias enzimas esteroidogénicas envolvidas na sintese do androgénio (16). Por seu lado, a
StAR liga-se ao colesterol e facilita a transferéncia deste da membrana mitocondrial externa
para a interna, onde a primeira enzima esteroidogénica CYP11A1 o usa como substrato para
produzir pregnenolona. Esta subsequentemente difunde-se para o reticulo endoplasmatico
liso, onde é convertida a testosterona pelas trés seguintes enzimas: 3B-hidroxiesterdide
desidrogenase 1 (3B-HSD), citocromo P450 17a-hidroxilase/17,20-liase (CYP17A1) e 17B-
hidroxiesterdide desidrogenase 3 (178-HSD3) (50, 51). A primeira reaccao no reticulo
endoplasmatico liso é catalisada pela 3B-HSD para formar progesterona; a CYP17A1 catalisa
duas reaccoes que convertem progesterona em 17a-hidroxiprogesterona e depois em
androstenediona; e a 17B8-HSD3 catalisa o Gltimo passo da androstenediona a testosterona
(51). A testosterona pode ser convertida para o mais potente androgénio 5a-

dihidrotestosterona (DHT) nas células de Leydig ou nos tecidos periféricos por varios tipos de
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5a-redutases (SRD5A1, 2e 3), particularmente a SRD5A2 que tem elevada afinidade para a
testosterona, ou pode ser aromatizada a estradiol pela CYP19 (aromatase) (16, 49).

Apds administracdao de BPA (0,0005 - 5 mg/kg bw) durante 8 semanas a ratazanas
verificou-se que as concentragées testadas nao originaram toxicidade nem alteracdes
significativas nas hormonas do soro. Contudo, a testosterona testicular, e os genes
relacionados a sintese hormonal StAR e CYP11A1 aumentaram, enquanto a 38-HSD, 178-HSD e
aromatase diminuiram. Além disso, o BPA diminuiu significativamente a altura epitelial e as
espermatides nos tUbulos seminiferos, a contagem de esperma, a expressao do receptor de
androgénio, e a expressao dos genes relacionados a espermatogénese: proteina 1 de fibra
densa externa (ODF1) e proteina 1 de transicao (TNP1). Estes resultados indicam que uma
baixa concentracdo de BPA pode induzir alteracoes das proteinas relacionadas a sintese
hormonal, e desordens da espermatogénese principalmente através da diminuicao da
expressao do receptor de androgénio (50).

A exposicao de ratazanas-fémeas prenhas por intermédio de sonda gastrica a BPA nas
doses de 2,5 e 25 pg/kg bw, do GD 12 até ao PND 21 estimulou na descendéncia masculina a
divisdo das células de Leydig no periodo pré-pubertal e aumentou o nimero das células de
Leydig nos testiculos das ratazanas-macho adultas aos 90 dias. A actividade proliferativa
induzida pelo BPA in vivo foi mediada por proteinas quinase, receptores do factor de
crescimento, e a hormona anti-Mulleriana secretada pelas células de Sertoli. Por outro lado, o
BPA suprimiu a expressao da proteina do receptor da LH e a enzima 178-HSD3, diminuindo a
secrecdo de androgénio pelas células de Leydig. O impacto do défice da secrecao de
androgénio nos niveis de androgénio no soro apos a exposicao ao BPA foi atenuado pelo
grande nimero de células de Leydig (52).

Em outro estudo averiguaram-se os efeitos das concentracdes de 10> M a 10° M de
BPA na funcao das células de Leydig. Para isso, testiculos fetais de humanos com 6,5 a 10,5
semanas de gestacdo, e de ratazanas e ratos num periodo critico comparavel de
desenvolvimento foram explantados e cultivados na presenca ou auséncia de BPA durante 1 a
3 dias (48). As concentracdes de BPA na ordem de 10® M reduziram a secrecdo de
testosterona pelos testiculos humanos a partir do primeiro dia de cultura, enquanto os
testiculos dos ratos e das ratazanas requereram concentracdes de 107. De igual modo, 10% M
de BPA reduziram os niveis de acido ribonucleico mensageiro (mRNA) de INSL3 apenas nos
testiculos humanos cultivados. Por outro lado, 10° M e 10® M de DES, um composto
estrogénico classico, afectaram a secrecao de testosterona apenas nas culturas de testiculos
de ratazanas e ratos (48). Por ltimo, contrariamente ao efeito do DES, o efeito negativo do
BPA na testosterona produzida pelos testiculos fetais dos ratos manteve-se depois da
inutilizacdo do ERa, evidenciando uma via sinalizadora especifica para o BPA que difere da do
DES e que nao envolve ERa (48).

Na experiéncia levada a cabo por Hatef e restantes colaboradores analisaram-se os
efeitos do BPA (0,6; 4,5; e 11,0 pg/L) na esteroidogénese e na qualidade do esperma, in vivo,

em douradas-macho (Carassius auratus L.), sendo recolhidas amostras nos dias 10, 20 e 30 de
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exposicao (53). Os niveis de testosterona e de 11-cetotestosterona, assim como a motilidade
do esperma diminuiram significativamente nos grupos tratados com BPA depois de 20 ou 30
dias. Observou-se também uma diminuicdo significativa na velocidade do esperma aos 30, 60
e 90 segundos pos-activacdo nos grupos tratados com BPA em todos os tempos de exposicao. A
vitelogenina (biomarcador que representa disfuncao testicular) aumentou significativamente
nos machos expostos a 11,0 pg/L no dia 30 de exposicao (53). Esta experiéncia revelou uma
diminuicdo na qualidade do esperma concomitante com a diminuicdo dos androgénios e o
aumento da VTG. Assim, os resultados sugerem efeitos adversos do BPA na motilidade e
velocidade do esperma através de modificacdes na esteroidogénese testicular (53).

Foram também investigados os efeitos directos do BPA em trés enzimas
esteroidogénicas: 3B-HSD, CYP17A1 e 17B-HSD3. Para tal, microssomas testiculares de
humanos e de ratazanas foram expostos a varias concentracdes de BPA (10 - 10 M). Este
inibiu as actividades da 3B8-HSD, CYP17A1 e 17B8-HSD3 de humanos e ratazanas. O BPA também
inibiu a producdo de testosterona de forma dependente da concentracdo pelas células de
Leydig das ratazanas. A 3B-HSD e a CYP17A1 humanas mostraram ser mais sensiveis ao BPA do
que a 3B-HSD e a CYP17A1 das ratazanas (51).

Usando células de adenocarcinoma humanas H295R, Zhang et al. analisaram o efeito
do BPA na esteroidogénese e no metabolismo do 17-B-estradiol (54). As exposicoes ao BPA (30
a 3000 ng/ml) diminuiram significativamente as concentracoes de androstenediona,
testosterona, cortisol, e cortisona. Em contraste, as concentracbes de estrona e 17-B-
estradiol aumentaram nas células H295R expostas ao BPA. O principal mecanismo que causou
aumento do 17-B-estradiol no meio foi a inibicdo do seu metabolismo e nao o aumento da
actividade da aromatase. Estes resultados sugerem que o BPA interfere com a
esteroidogénese celular nos humanos através de multiplos mecanismos moleculares (54).

Todos os estudos anteriormente mencionados reforcam a ideia de que o BPA afecta a
sintese de androgénios, ao longo das suas varias etapas, a niveis de exposicao presentes no
meio ambiente, e a sua presenca nos produtos de consumo tem implicacdes na fertilidade

masculina.

5.5. Relacdo com os Receptores de Estrogénios

Os ERs sao membros de uma superfamilia de proteinas de receptores nucleares que
modulam a expressdo de genes em consequéncia da ligagdo a um ligando. Esta ligacao induz
alteracoes conformacionais no receptor permitindo ao complexo receptor-ligando interagir
com locais especificos do DNA. Uma vez ligado ao DNA, este complexo altera a expressao dos
genes sensiveis ao estrogénio que alteram o crescimento e diferenciacdo celular. A
localizacao dos ERs e a actividade da aromatase em todos os niveis do eixo HPG sugere o seu
envolvimento na funcao reprodutora (55). Dois subtipos de ERs (ERa e ERB) sdao conhecidos
por ter um vasto padrao de distribuicao tecidual. O ERa em conjunto com os receptores de

androgénio tem um papel mediador no feedback de esteroides na pituitaria (56).

21



Efeitos da Exposicao ao Bisfenol A na Funcao Testicular e Reprodutiva

As células de Leydig expressam ERs e estdo sujeitas a accdo estrogénica (55). A
exposicao das células de Leydig aos estrogénios inibe o seu desenvolvimento e funcdo porque
afecta a expressao dos genes que codificam as enzimas envolvidas na sintese de androgénios
(56).

A exposicao de ratazanas a 2,4 pg/kg dia de BPA do PND 21-35 suprimiu a LH do soro e
os niveis de testosterona, e o tratamento de células de Leydig adultas com 0,01 nM de BPA
diminuiu a biossintese de testosterona em 25% devido a expressao diminuida da enzima
esteroidogénica CYP17A1. No mesmo estudo, o BPA diminuiu os niveis de 178-estradiol séricos
em ratazanas expostas a 2,4 pg, 10 pg, ou 100 mg/kg dia de BPA do PND 21-35 em resultado
da sua capacidade para inibir a actividade da aromatase das células de Leydig. Por fim,
exposicoes do GD 12 ao PND 21 diminuiram os niveis de testosterona no fluido do intersticio
testicular na idade adulta, sugerindo que o periodo perinatal € uma janela sensivel de
exposicao ao BPA (55). Assim os dados deste estudo demonstraram que o BPA tem um efeito
presumivelmente através de ERs, enquanto também suprime a expressao do gene de
aromatase e a biossintese de 178-estradiol (55).

Noutro estudo, demonstrou-se, in vivo, que a administracao de 200 pg/kg bw/dia de
BPA em ratazanas-macho adultas diminui significativamente a contagem de espermatozoides
devido a inibicao da espermiacdo (57). As quebras das cadeias de DNA (DSBs) suscitam, nas
células, a activacao das quinases dos pontos de verificacdo e uma rede de resposta complexa,
incluindo sensores de lesao de DNA, transdutores de sinal, e efectores, denominando-se
resposta a lesao de DNA (DDR). Dois dos principais reguladores da DDR sao a ataxia-
telangiectasia-mutada (ATM) e a ataxia-telangiectasia e proteina relacionada com Rad 3
(ATR). Os sinais de ATM e ATR controlam as transicoes do ciclo celular, a replicacao de DNA,
reparacao de DNA, e a apoptose. A ATM responde principalmente as DSBs, enquanto a ATR
reage as estruturas que contém uma s6 cadeia de DNA (57). A reducdo da contagem de
esperma foi associada com uma interrupcao na progressdo meidtica e apoptose nas células
testiculares, causada pela persisténcia de DSBs nas ratazanas-macho expostas ao BPA, e pela
activacao dos sinais de ATM/quinase 2 do ponto de verificacao (Chk2) (57). A utilizacao do 17
B-Estradiol, e do antagonista do ER (ICl 182780) determinaram que a sinalizacao do ER mediou
os distUrbios reprodutivos induzidos pelo BPA (57).

Toyama e os colegas administraram subcutaneamente uma injeccao de 20 ou 200
pg/kg bw de BPA a ratos e ratazanas adultos durante 6 dias, e os efeitos nos testiculos foram
investigados por microscopia (58). Eles observaram anormalidades nas espermatides:
vesiculas acrossémicas, capsulas acrossomicas, acrossomas € nulcleos das espermatides
severamente deformados; e anormalidades na especializacao ectoplasmica entre a célula de
Sertoli e as espermatides: especializacdo incompleta, especializacao ectopica redundante, e
aplasia (58). Uma vez que foram observados efeitos adversos semelhantes em ratos adultos
tratados com B-estradiol 3-benzoato, os efeitos do BPA parecem reflectir os efeitos

estrogénicos nos testiculos (58). Os animais que se mantiveram por mais dois meses apos a
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cessacao da administracao demonstraram fertilidade e os seus testiculos adquiriram histologia
normal, indicando que os efeitos adversos eram transitorios (58).

Os resultados destes estudos demonstram que os efeitos do BPA no sistema
reprodutivo masculino podem ser mediados através dos ERs, actuando nestes como agonista
estrogénico, apesar de ser considerado com base na sua afinidade por estes receptores um
estrogénio fraco quando comparado com os estrogénios endogenos. Deste modo, a actividade

biologica do BPA nao se correlaciona directamente com a sua afinidade pelos ERs.

5.6. Eixo hipotalamico-pituitaria-gonadal

Xi et al. utilizaram roedores como modelos para estudar os efeitos da exposicao ao
BPA durante os periodos perinatal e pds-natal nas funcdes endocrinas do eixo HPG. Foram
usadas doses de 12 a 50 mg/kg bw/dia (59). Ao nivel hipotalamico-pituitaria, a exposicdo ao
BPA resultou na supra-regulacdo dos niveis de expressao de kisspeptina (KiSS-1), GnRH e
mRNA da FSH nas crias (59). A KiSS-1 funciona como um guardido para o inicio da puberdade
e para a regulacdo da expressao de genes no eixo HPG. A supra-regulacao da expressao da
KiSS-1 hipotalamica estimula a sintese e libertacdo de GnRH e gonadotropinas no hipotalamo
e hipofise, respectivamente (59). Ao nivel das gonadas, o BPA causou inibicdo na expressao
das enzimas esteroidogénicas testiculares e na sintese de testosterona nas crias masculinas
(59). Os efeitos do BPA na disfuncao reprodutiva deveram-se provavelmente as suas accoes na
esteroidogénese gonadal e consequentes libertacdes anomalas de hormonas esterdides
endogenas. Esse efeito afectou os circuitos reguladores de feedback no eixo HPG (59).

Em outro estudo administrou-se BPA (0, 20, 100, e 200 mg/kg/dia) ou 17-B-estradiol
(10 e 100 pg/kg/dia) por via subcutanea durante 6 semanas a ratazanas-macho pré-plberes
(8). Tanto o tratamento com BPA, como o tratamento com 17-B-estradiol diminuiram os niveis
de testosterona plasmatica e testicular, e a LH plasmatica, mas ndo os niveis de 17-B-
estradiol e FSH, apesar do tratamento de 17-B-estradiol aumentar o seu nivel plasmatico. Em
relacdo aos niveis de testosterona diminuidos, o BPA e o 17-B-estradiol diminuiram as
expressdes das enzimas esteroidogénicas e da proteina transportadora de colesterol nas
células de Leydig. Deste modo, os niveis de testosterona diminuidos no plasma devem ter
resultado das expressdes diminuidas dessas enzimas e proteina, assim como dos niveis de LH
plasmatico diminuidos (8). As alteracées nas enzimas esteroidogénicas e na proteina
transportadora foram observadas a niveis mais baixos de exposicdo ao BPA ou ao 17-B-
estradiol do que aqueles inibindo os niveis de LH plasmatico (8). Microscopicamente, 200
mg/kg de BPA e 100 pg/kg de 17-B-estradiol diminuiram significativamente os nimeros de
células de Leydig nos testiculos. Além disso o BPA e o 17-B-estradiol também diminuiram a
expressao do mRNA do ERa, que pode estar relacionado a diminuicao do nimero de células de
Leydig (8). Assim, o BPA afecta directamente ndo sé as células de Leydig como também a
pituitaria (mecanismo semelhante ao do 17-B-estradiol), mas as primeiras podem ser
prejudicadas a concentracdes de exposicao mais baixas do que a Ultima, sendo portanto mais

vulneraveis ao BPA (8).
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Estes estudos poem em evidéncia que o BPA pode interferir nos varios niveis do eixo

HPG e assim diminuir a fertilidade masculina.

5.7. Efeito mutagénico e espermatogénese

Tiwari e colegas investigaram os efeitos do BPA nos varios estagios de
desenvolvimento das células germinativas na espermatogénese. Eles alimentaram ratazanas-
macho com BPA (10 pg e 5,0 mg/kg bw) através de sonda gastrica durante 6 dias, e
posteriormente cada macho coabitou com fémeas nao tratadas durante 8 semanas (60). Os
resultados revelaram que a exposicao ao BPA (5,0 mg/kg bw) causou efeitos adversos nas
células germinativas durante a espermatogénese. Houve aumento na percentagem da perda
pos-implantacao e na taxa da mutacao letal dominante durante a 4® e a 62 semana, indicando
sensibilidade das espermatides e dos espermatocitos (60). A lesao do DNA induzida no estagio
de espermatides e de espermatdcitos acumulou-se no esperma fertilizante e foi transmitida
ao embrido, constituindo uma das razbes para a perda pos-implantacao (60). Observou-se
também diminuicdo na producdo diaria de esperma testicular, na contagem de esperma
epididimario e nos parametros de motilidade, sugerindo que a exposicdo ao BPA prejudica a
fertilidade nas ratazanas (60).

Noutro trabalho foi implantado subcutaneamente um tubo de silicone de libertacao
lenta revestido com 10 ng, 500 ng, 1ug, ou 10 pg de 17 B-Estradiol, ou 100 ug ou 5 mg de BPA
em ratos-fémeas antes do acasalamento. O tubo foi mantido ao longo da gravidez e da
lactacdo, até as crias desmamarem as 4 semanas de idade. Durante este periodo, o 17 B-
Estradiol foi libertado do tubo a 120 pg ou 6, 12 ou 120 ng/dia, e o BPA a 1,2 ou 60 pg/dia
(61). A maioria dos animais que tinham um tubo de 1 pg e 10 pg de 17 B-Estradiol nao
mantiveram a sua gravidez. Contudo, os outros grupos exibiram altas taxas de nascimentos
(mais de 70%) (61). As 4 semanas, as crias masculinas foram mortas e os resultados
mostraram que o bw e o peso dos orgaos reprodutivos (testiculos, epididimos e glandulas
reprodutivas acessorias) nos grupos tratados nao diferiram dos valores do grupo de controlo.
No entanto, a percentagem de tubulos seminiferos nos testiculos com espermatides maduras
era significativamente inferior nos grupos que tinham o tubo de 10 ng e 500 ng de 17 B-
Estradiol e 5 mg de BPA em relacao ao grupo de controlo. Assim, a exposicao cronica ao 17 B-
Estradiol e ao BPA pode interromper a espermatogénese nas crias masculinas (61).

Por seu lado, Furuya et al. administraram oralmente varias doses de BPA (2 pg a 200
pg/kg) a pintos-macho desde as 2 semanas de idade, tendo procedido a analise das cristas,
barbelas e testiculos as 5, 10, 15, 20 e 25 semanas de idade (62). Os seus resultados apesar
de nao mostrarem diferencas significativas no bw entre as aves, demonstraram que o
eram dose-dependentes (62). Histologicamente, o crescimento dos testiculos foi
negativamente afectado pela exposicao acima de 20 pg/kg de BPA: nomeadamente, o
desenvolvimento dos tibulos seminiferos e a espermatogénese foram severamente inibidos.

As expressoes do mRNA do ERa e do gene da aromatase aumentaram nos testiculos de forma
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dose-dependente apds a administracao de BPA. Assim, ficou demonstrado que doses baixas de
BPA atrasam o crescimento do fendtipo do galo quer por efeito directo ou por resposta
indirecta resultando num aumento dos niveis de estrogénio enddgeno e hipersensibilidade ao
estrogénio (62).

Tendo por base estes estudos pode-se afirmar que o BPA actua como mutagénio nas
células germinativas masculinas, prejudicando a espermatogénese e por conseguinte a

fertilidade masculina.

5.8. Outros Efeitos do Bisfenol A

Num estudo desenvolvido com o intuito de esclarecer se o tratamento crénico com
BPA durante o periodo perinatal alterava o comportamento sexual na idade adulta, se o
efeito era dose-dependente, e se a experiéncia sexual atenuava quaisquer défices iniciais no
desempenho sexual, administrou-se BPA diariamente a ratazanas-fémeas prenhas durante a
gestacao e a lactacao, e quantificaram-se os comportamentos sexuais (apetite sexual e
consumacao) da descendéncia masculina e feminina resultante ao longo de mdltiplos
encontros sexuais na idade adulta (63). Os machos que receberam uma dose baixa de BPA (50
pg/kg bw/dia) durante o periodo perinatal mostraram défices persistentes no comportamento
sexual na idade adulta. Contudo, os machos que receberam uma dose elevada (5 mg/kg
bw/dia) eram indistinguiveis dos controlos em relacdo aos comportamentos sexuais
consumatorios, apresentando, no entanto, laténcias diminuidas para se envolverem nesses
comportamentos quando inexperientes sexualmente com relacdes dose-resposta nao lineares.
O comportamento sexual feminino nao foi afectado pela administracao de BPA precocemente
nas doses testadas (63). Estes resultados mostram que o BPA exerce efeitos comportamentais
especialmente em doses baixas e pode causar prejuizo de longa duracdo do comportamento
sexual nos machos. O desempenho sexual adulto foi prejudicado em animais experienciados
sexualmente apds exposicdo ao BPA durante o periodo perinatal (63).

Noutra experiéncia investigaram-se os efeitos do BPA na motilidade e velocidade do
esperma na perca (Perca fluviatilis L.). Para esse efeito foi colhido separadamente esperma
de cinco machos maduros, sendo as amostras posteriormente diluidas numa solucdo
imobilizadora (340mOsmol kg') (64). A motilidade do esperma foi accionada numa solucao de
activacao contendo diferentes concentracoes de BPA (2; 1,5; 1,25; 1,0; 0,5; 0,25; 0,12 e 0,0
mM). Aos 15 s pods-activacdo, a motilidade e velocidade do esperma diminuiram
significativamente no meio de activacao contendo 1,5 e 1 mM de BPA, respectivamente. Na
concentracao de 2 mM de BPA, a motilidade do esperma estava totalmente inibida. A duracao
da motilidade do esperma diminuiu com concentracées de BPA crescentes (64). Enquanto no
grupo de controlo 25,3% dos espermatozoides aos 90 s pos-activacao eram ainda moveis, no
grupo exposto a concentracao de 0,12 mM de BPA tal s6 acontecia em 1,3% dos
espermatozoides. No entanto, a velocidade do esperma era elevada no meio de activacao
contendo 0,12 mM de BPA aos 15 s pos-activacao. Os resultados deste estudo indicam que o

BPA diminui a motilidade e velocidade do esperma exposto, in vitro. O BPA também pode
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danificar os flagelos, na medida em que foram observados flagelos em forma de “C” ap6s o
periodo de motilidade das células do esperma ter terminado (64).

As juncdes entre as células de Sertoli (juncdes de aderéncia (AJ), juncdes de
comunicacao (GJ) e TJ) sdao importantes para manter a espermatogénese. As conexinas (Cx)
sdo proteinas de GJ presentes nos testiculos. Entre elas, a mais predominante é a Cx43, que
desempenha um papel essencial na espermatogénese. As TJ da célula de Sertoli sao as
constituintes principais da especializacdo ectoplasmica basal e criam a BTB, que providencia
um nicho especializado para o desenvolvimento das células germinativas. A superfamilia
caderina (N-caderina, E-caderina) também contribui significativamente para a maturacao das
células germinativas e é um dos membros essenciais das AJ. Perturbacdes nestas proteinas de
juncao das células de Sertoli (SCJPs) estdo associadas a prejuizos na espermatogénese (65).
Assim, Salian e os colaboradores, num dos seus trabalhos, injectaram subcutaneamente BPA a
ratazanas-macho em doses que variaram de 0,6 a 10 pg/ratazana (100-1600 pg/kg bw de BPA)
nos PNDs 1-5, e o DES foi usado como controlo positivo. A fertilidade masculina foi avaliada
durante a idade adulta, e foi levada a cabo a localizacdo imuno-histoquimica para a Cx-43,
Zona Ocludina-1 (ZO-1, TJ) e N-caderina em seccdes de tecido testicular obtidas nos PNDs 15,
30, 45 e 90 das ratazanas expostas a dose mais baixa de BPA que prejudicou a fertilidade
(65). As fémeas que acasalaram com ratazanas-macho expostas durante o periodo neonatal
ao BPA mostraram um aumento significativo na perda pds-implantacao e uma diminuicao no
tamanho da ninhada. Também ocorreram alteracdes significativas na contagem dos
espermatozoides juntamente com desequilibrios hormonais nas ratazanas expostas durante o
periodo neonatal ao BPA. Por Ultimo, foi observada uma reducao significativa na expressao de
Cx-43 e aumento na expressdao de N-caderina e ZO-1 nos testiculos das ratazanas expostas
durante o periodo neonatal a uma dose efectiva de BPA (65). A exposicao das ratazanas ao
BPA durante o periodo neonatal diminui a sua fertilidade e tem potencial para induzir
perturbacoes nas SCJPs. Estas perturbacoes podem ser um dos factores contribuintes que

prejudicam a espermatogénese nos animais expostos (65).

5.9. Estudos em Humanos

Num estudo de caso-controlo em que 877 homens com infertilidade idiopatica foram
comparados com 713 homens férteis (grupo de controlo) em relacdo aos niveis urinarios de
BPA e aos parametros do sémen, nao foi encontrada uma associacao significativa entre a
exposicao ao BPA e a infertilidade masculina idiopatica (32).

Noutro trabalho, mediram-se os niveis activos de BPA nao conjugado (uUBPA) no sangue
do corddao umbilical de 152 rapazes que nasceram apds 34 semanas de gestacdo, e que
apresentavam criptorquidia ou, por outro lado, testiculos descendentes (66). O uBPA activo
foi detectado em todas as amostras de sangue do corddao umbilical sugerindo que ha
transferéncia através da placenta e exposicdo fetal. No entanto, os niveis semelhantes de
UBPA encontrados nos grupos de controlo e de criptorquidia tornam improvavel a participacao

da exposicao fetal ao uBPA na fisiopatologia dos testiculos nao descendentes (66).
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Por seu lado, Meeker e a sua equipa numa outra investigacao mediram as
concentracées de BPA urinario e os niveis das hormonas tiroideias e reprodutivas no soro de
167 homens recrutados através de uma clinica de infertilidade. O BPA foi detectado em 89%
das amostras de urina com uma mediana de 1,3 ng/mL. As concentracoes de BPA na urina que
foi recolhida no mesmo dia da amostra de sangue estavam inversamente associadas com os
niveis no soro de inibina B, assim como com a razao estradiol:testosterona, e positivamente
associadas com a FSH e a razao FSH:inibina B (67). A FSH e a inibina B sao duas hormonas
altamente preditivas da qualidade do sémen, sendo que niveis elevados de FSH e/ou niveis
reduzidos de inibina B estdo associados com pobre qualidade do sémen. Assim, o BPA pode
estar associado a efeitos adversos nas células de Sertoli ou nos seus receptores de FSH para
alterar a producao de inibina B. Isto por sua vez, através da reducdo do feedback negativo da
inibina B leva ao aumento da producao e secrecao de FSH pituitario, resultando em reduzida
qualidade do sémen (67). A reducdo na razao estradiol:testosterona provavelmente reflecte a
diminuicdo da actividade da aromatase, uma vez que o estradiol é produzido através da
aromatizacao da testosterona. Outra explicacao alternativa pode estar ligada a efeitos
diferentes da exposicao ao BPA no metabolismo da testosterona e do estradiol (67). Foram
também observadas relacdes inversas entre o BPA urinario e o indice de androgénio livre
(razao da testosterona para a globulina de ligacao a hormonas sexuais), estradiol e hormona
estimuladora da tiréide. Todos estes resultados sugeriram que a exposicao ao BPA poderia
estar associada com alteracdes nos niveis de hormonas circulantes nos homens (67).

Num segundo estudo conduzido pela mesma equipa de investigadores foi avaliada a
relacdo entre a concentracdo de BPA urinario (marcador da exposicdo ao BPA), a qualidade do
sémen e a lesdo de DNA do esperma em 190 homens recrutados através de uma clinica de
infertilidade (68). O BPA foi detectado em 89% das amostras, com uma concentracdo mediana
de 1,3 ng/ml. A concentracdo de BPA urinaria foi associada com probabilidade ligeiramente
elevada, embora nao estatisticamente significativa, de concentracao de esperma, motilidade,
e morfologia abaixo dos valores de referéncia. Quando modeladas como variaveis
dependentes continuas, o aumento na concentracdo de BPA urinario esteve associado a
diminuicao na concentracao de esperma, motilidade, e morfologia de 23%, 7,5% e 13%,
respectivamente, em conjunto com um aumento de 10% na lesdo de DNA do esperma (68). Em
conclusdo, o BPA urinario pode estar associado com diminuicdo da qualidade do sémen e
aumento da lesdo do DNA do esperma, mas sao necessarios estudos de confirmacao (68).

Li et al. conduziram um estudo entre 427 homens trabalhadores em regides onde
existem niveis elevados de exposicao ao BPA. Todos os participantes forneceram amostras de
urina, que foram testadas para concentracao de BPA, e a disfuncao sexual masculina foi
averiguada usando inventarios de funcdo sexual masculina estandardizados (11). A disfuncao
sexual masculina foi medida em 4 dominios (desejo sexual, funcao eréctil, funcao orgasmica,
satisfacdo global com a vida sexual) usando 7 indices (nivel de conducédo sexual, capacidade
para ter uma ereccao, capacidade para ter uma ereccao suficiente forte para a penetracao,

nivel de dificuldade em ter uma ereccao, nivel de dificuldade de ejacular, nivel de forca de
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ejaculacao, nivel de satisfacao) (11). O aumento do nivel de BPA urinario foi associado com
agravamento da funcdo sexual masculina. Todos os 7 indices demonstraram esta correlacao
linear negativa. O aumento do nivel de BPA urinario foi associado com diminuicdo do desejo
sexual, maior dificuldade em ter uma ereccdo, diminuicdo da forca de ejaculacao, e
diminuicdo do nivel de satisfacdo global com a vida sexual. Uma correlacdo negativa
semelhante foi também observada entre participantes expostos ao BPA a partir de apenas
fontes ambientais (ndao houve exposicao ocupacional ao BPA) (11). Em conclusao este estudo
evidenciou uma correlacdo entre os niveis de BPA urinarios aumentados e a diminuicao da
funcao sexual masculina (11).

Numa outra investigacao foi analisado o efeito da exposicao ocupacional ao BPA no
risco de disfuncao sexual masculina. Foram recrutados trabalhadores de fabricas expostos ao
BPA e nao expostos ao BPA (grupo de controlo). Os trabalhadores expostos tinham elevados
niveis de BPA no seu local de trabalho. A funcao sexual masculina foi averiguada através de
entrevistas pessoais usando um inventario da funcdo sexual masculina estandardizado (69).
No final constatou-se que os trabalhadores expostos ao BPA tinham consistentemente elevado
risco de disfuncdo sexual masculina em todos os dominios da funcdo sexual masculina
comparativamente aos trabalhadores nao expostos. Os trabalhadores expostos tinham um
elevado risco significativo de desejo sexual reduzido, dificuldade eréctil, dificuldade de
ejaculacao, e reduzida satisfacao com a vida sexual. Foi observada uma relacao de dose-
resposta de um elevado nivel de exposicdo cumulativa ao BPA estar associada a um elevado
risco de disfuncao sexual. Além disso, comparados com os trabalhadores ndo expostos, os
trabalhadores expostos ao BPA relataram frequéncias significativamente elevadas de funcao
sexual reduzida ap6s um ano de emprego nas fabricas expostas ao BPA (69). O BPA tem
efeitos estrogénicos e antiandrogénicos. Ele actua como um antagonista do receptor de
androgénio interrompendo a interaccdo entre o receptor de androgénio e os androgénios
endogenos. Isso pode perturbar as funcoes sexuais masculinas normais incluindo a libido e as
funcdes eréctil e orgasmica. Além disso, o BPA interfere com a funcdo das células de Leydig
resultando na reducao da biossintese de testosterona, e afecta adversamente varios tecidos e
estruturas celulares dos drgdos sexuais masculinos através de diversos mecanismos (69). Com
este estudo concluiu-se que a exposicdo ao BPA no local de trabalho pode ter um efeito
adverso na funcao sexual masculina (69).

Por seu lado Galloway e os seus colaboradores conduziram uma analise transversal
utilizando dados do Estudo InCHIANTI, um estudo prospectivo baseado na populacdo de
adultos italianos. Foram incluidos 715 adultos entre os 20 e os 74 anos de idade, e as
concentracdes de BPA foram medidas em amostras de urina de 24 horas. As principais
medidas de resultado foram as concentracoes séricas da testosterona total e do 178-estradiol
(70). A média geométrica da concentracdo de BPA foi 3,59 ng/mL, e a excrecdo média foi
5,63 pg/dia. Foram encontradas elevadas taxas de excrecao entre os homens, os
entrevistados mais jovens, e naqueles com perimetro de cintura e peso aumentados. A

elevada excrecao diaria de BPA foi associada a elevadas concentracbes de testosterona total
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em homens. Nao foram encontradas associacbes com outras medidas séricas. Também nao
foram encontradas associacdes com os resultados primarios entre as mulheres, mas foi
encontrada uma associacao entre o BPA e as concentracées de globulina de ligacdo a
hormonas sexuais nas 60 mulheres pré-menopausicas (70). Possiveis explicacoes para o
achado do aumento da testosterona total incluem a reducao da actividade da aromatase, que
levaria a uma diminuicao na conversao de testosterona a estradiol. Uma vez que o BPA tem
mostrado possuir actividade antiandrogénica, uma explicacao alternativa seria que o bloqueio
dos locais de ligacao do androgénio alteraria os mecanismos de controlo de feedback levando
a um aumento na testosterona circulante. Por outro lado, esse achado poderia dever-se aos
diferentes efeitos do BPA no metabolismo da testosterona e do estrogénio (70).

Investigaram-se também as relacdes entre a exposicdo ao BPA ambiental e os
parametros reprodutivos, incluindo a qualidade do sémen e as hormonas reprodutivas
masculinas, de modo prospectivo em homens férteis. Os participantes (n=375) dessa
experiéncia eram parceiros de mulheres gravidas que participaram no “Estudo para Familias
Futuras” em quatro cidades dos Estados Unidos da América, e todos os homens forneceram
amostras de sangue, sémen, e urina (10). O BPA foi medido na urina, e as amostras de soro
foram analisadas em relacdo as hormonas reprodutivas, incluindo FSH, LH, testosterona,
inibina B, estradiol, e globulina de ligacao a hormonas sexuais, assim como em relacao ao
indice de androgénio livre (10). Apos varios ajustamentos ndao foram observadas associacoes
significativas entre qualquer parametro de sémen e concentracao de BPA urinario. Contudo,
foi encontrada uma associacao inversa significativa entre a concentracdo de BPA urinario e os
niveis de indice de androgénio livre e a razao indice de androgénio livre /LH. Foi também
encontrada uma associacao positiva significativa entre o BPA e a globulina de ligacao a
hormonas sexuais (10). Os niveis de indice de androgénio livre sdo um dos marcadores da
testosterona activa biologicamente (10). A accdo do androgénio baixa a globulina de ligacéo a
hormonas sexuais no soro enquanto a accao do estrogénio a aumenta. O aumento nos niveis
de globulina de ligacdo a hormonas sexuais pode ser resultado directo da accao estrogénica
do BPA. Por outro lado, é possivel que o BPA diminua a accdo do androgénio através da
diminuicdo da producao de esterdide mediada pelo ER (10). O eixo HPG também pode ser
afectado pelo BPA, ndo apresentando mecanismos compensatorios de LH ou FSH aumentados.
Alternativamente, como nao ha alteracdes na testosterona com o BPA, isto sugere que o sinal
é insuficiente para accionar o mecanismo de feedback para o hipotalamo e pituitaria (10).
Estes resultados sugerem que, em homens férteis, a exposicao a niveis ambientais baixos de
BPA podem estar associados a uma modesta reducao nos marcadores de testosterona livre,
mas quaisquer efeitos na funcado reprodutiva sao provavelmente pequenos, e de significancia
clinica incerta (10). No entanto, como a espermatogénese leva varios dias, pode ser dificil
avaliar uma clara associacdo entre os parametros do sémen e as relativamente baixas e
cronicas concentracdes de BPA urinario (10).

Os estudos que analisaram os efeitos da exposicao humana ao BPA, apesar de algumas

controvérsias, demonstram que este Ultimo provavelmente altera os niveis das hormonas
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circulatorias, a qualidade do sémen, aumenta a lesdao no DNA e diminui a funcdo sexual
masculina, sendo portanto importante a sua erradicacao do meio ambiente, com o fim de

preservar a fertilidade masculina.
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6. Consideracdes sobre os estudos em

humanos e animais

O BPA é apenas um dos muitos EDs a que nds estamos expostos diariamente, e a
possibilidade de efeitos aditivos e sinérgicos do BPA com outros compostos EDs prevalentes
nao devem ser negligenciados (9). Apesar de muito ser conhecido acerca de alguns dos
produtos que contém BPA, nem todas as possiveis fontes de contacto com o quimico foram
identificadas, e pouco é conhecido acerca das contribuicdes relativas dessas fontes nos niveis
globais de exposicao (23). A exposicdo humana ao BPA é superior a estimada a partir das
fontes de exposicdo conhecidas, e ocorre através de mdultiplas vias, tornando a resposta
metabolica diferente daquela observada em modelos animais (26).

E também relevante referir que os estudos de dose elevada aguda nao reflectem a
situacdo nos humanos, onde a exposicdo € mais provavelmente cronica e de baixo nivel.
Assim, sdo necessarios mais estudos de exposicao cronica, de baixa dose ao BPA em modelos
animais e humanos (26). Além disso, os estudos laboratoriais geralmente focam-se num Unico
quimico em doses estaveis, e nos sistemas naturais, pode haver exposicdo a muitos quimicos
de uma so vez e as doses podem flutuar (28).

Um problema geral com a interpretacdao dos resultados nos niveis sanguineos e
urinarios do BPA é contaminacdo de fundo das amostras com BPA, que pode interferir com a
quantificacdo a baixas concentracdes. Ha estudos que relataram contaminacao de reagentes
ou solventes com BPA ou a libertacao de BPA dos materiais usados para o processamento,
analise e armazenamento de amostras (30). E necessaria também uma rapida refrigeracao das
amostras imediatamente apds a sua colheita, caso contrario, os conjugados de BPA
hidrolisarao espontaneamente para formar BPA na urina humana (e provavelmente no soro)
(30).

Ha inconsisténcias em relacdo ao que se constitui ser um nivel seguro de exposicao ao
BPA. A concordancia entre as agéncias federais e os investigadores é essencial para
claramente se definir e publicar o nivel de exposicdo humana diaria que constitui risco. Até
que haja acordo de regulamentacao na seguranca do BPA, a exposicao deve ser limitada em
populacdes vulneraveis como bebés, criancas, e mulheres gravidas (29).

A maioria da regulacao existente visa os materiais e embalagens em contacto com a
comida, mas o risco de exposicao ambiental ao BPA também necessita de ser avaliado. Apesar
de quase um terco e um quarto da producao mundial de BPA ocorrer nos Estados Unidos e na
Unido Europeia, respectivamente, o BPA libertado para o meio ambiente nao esta
devidamente regulado. O Canada é actualmente o Unico pais que regula o destino ambiental
do BPA (28).
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Se as tendéncias actuais continuarem, a producao e libertacdo ambiental de BPA
aumentardo na auséncia de nova regulacdo. Existem alternativas ao BPA, contudo, ndo ha
uma Unica solucao de substituicdo para todas as suas aplicacoes industriais (28).

A Unido Europeia proibiu o fabrico de biberdes de policarbonato com BPA desde 1 de
Marco de 2011, e baniu a sua importacao e venda a 1 de Junho de 2011 (24). Apesar de
algumas autoridades reguladoras por todo o0 mundo questionarem alguns dos estudos de baixa
dose em animais, as evidéncias mostram uma possivel ligacdo entre a exposicao ao BPA e os

efeitos observados na saude humana (24).
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7. Conclusao

Os dados recolhidos neste trabalho permitem concluir que o BPA pode afectar a
espermatogénese e as propriedades do esperma, contribuindo de forma significativa para a
diminuicao da fertilidade masculina.

Sao muitas as evidéncias cientificas que demonstram os efeitos adversos do BPA nos
diversos aspectos da anatomia e fisiologia da funcao reprodutiva masculina (Figura 7),
nomeadamente através da inducdo de stress oxidativo, apoptose excessiva, alteracdes de
longa duracado na fertilidade masculina e transmissao as geracdes subsequentes, afeccao da
sintese de androgénios ao longo das suas varias etapas, interferéncia nos varios niveis do eixo
HPG, actuacdo como agonista estrogénico nos ERs e mutagénio nas células germinativas
masculinas, perturbacdes nas SCJPs, entre outros.

Os estudos em humanos sugerem que a exposicao ao BPA esta associada a alteracoes
dos niveis hormonais nos homens, diminuicdo da qualidade do esperma, e aumento da lesao
do DNA do esperma, e quando esta ocorre no local de trabalho a funcdo sexual masculina é
significativamente afectada. No entanto, é necessario que se realizem mais estudos em
humanos para se estabelecerem com maior precisao os seus efeitos adversos, e averiguar se
os achados encontrados nos estudos in vitro e com modelos animais expostos ao BPA se
verificam com o mesmo grau de intensidade nos humanos.

As controvérsias encontradas em alguns dos estudos revistos prendem-se sobretudo
com as multiplas metodologias usadas, os diferentes niveis e concentracdes analisadas, os
tempos de exposicao variados, e ao facto de alguns resultados obtidos serem qualitativos, e
portanto com algum grau de subjectividade. Deste modo, é importante a realizacdo de
estudos com maior grau de homogeneidade, permitindo a obtencao de dados mais
consistentes e fiaveis, revelando assim, a real influéncia da exposicdo ao BPA na fertilidade
masculina.

Tendo em conta a producao em larga escala de BPA, a sua presenca universal no nosso
dia quotidiano, e a comprovada reducao da fertilidade masculina é aconselhavel a tomada de
medidas, que visem a sua substituicdo por componentes inécuos para a salde humana, bem

como a restricdo da sua utilizagdo com regras bem definidas sobre os niveis de exposicéo.
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Figura 7 - Resumo do efeito do BPA na funcao testicular e reprodutiva.
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