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RESUMO 

O bisfenol A (BPA) é um monômero do plástico policarbonato amplamente 

utilizado na indústria para fabricação de embalagens, resinas epóxi e outros 

materiais. Vários são os efeitos já evidenciados como causados pelo BPA, entre eles 

toxicidade testicular e alterações reprodutivas em modelos animais, e relatos da 

exposição humana ao químico. A polimerização incompleta dos produtos à base de 

BPA durante a fabricação, e a despolimerização induzida por alteração de 

temperatura causam a liberação do composto e de seus derivados para o meio, 

podendo ser detectados em alimentos enlatados, líquidos engarrafados, no ar que 

respiramos e como contaminante de rios. Neste trabalho, propôs-se testar a hipótese 

de que o BPA desregula o sistema endócrino e reprodutivo. Avaliou-se as possíveis 

alterações em 30 ratos wistar, em idade pré-adulta, expostos por 40 dias a 0mg/kg, 

5mg/kg e 25mg/kg de BPA. Observou-se a evolução do peso corporal, peso do 

testículo e epidídimo (dividido nas porções cabeça, corpo e cauda); avaliou-se a 

concentração média de espermatozoides na amostra coletada; análise de patologias 

espermáticas; análise funcional, avaliada pela coloração com DAB, observando a 

atividade mitocondrial indiretamente, integridade de membrana plasmática pela 

coloração com Eosina/Nigrosina, e integridade acrossomal, pela coloração de Pope; 

pela avaliação do dano ao material genético do espermatozoide; avaliação da 

produção espermática, reservas espermáticas e tempo de trânsito espermático; 

avaliação do comportamento sexual e orientação sexual; e, pelo perfil hormonal 

avaliado em LH, FSH, testosterona e estradiol. Os resultados observados no estudo 

foram avaliados por análise de variância e os testes de comparação entre médias, e, 

teste de Kruskall-Wallis com as comparações pelos testes de Freedman e Mann-

Whitney. Os valores paramétricos foram expressos em média e erro-padrão da 

média e, para dados não paramétricos, em mediana e intervalos interquartílicos. 

Considerou-se diferença estatística quando o valor de p foi inferior a 0,05. 

Demonstrou-se que o produto dificulta a evolução do peso corporal; altera o peso 

relativo de cabeça e cauda de epidídimo; diminui concentração de espermatozoides; 

não altera morfologia espermática; diminui atividade mitocondrial na peça 

intermediária do espermatozoide; diminui integridade de membrana plasmática do 



 

 

espermatozoide e diminui integridade de acrossoma; não causa alteração no DNA 

espermático; altera a orientação sexual, por diminuir a preferência por cobaias 

fêmeas receptivas; altera o comportamento sexual, diminuindo a latência para 

primeira monta e intromissão, e o número de ejaculações em um período 

determinado; diminui a produção diária de espermatozoides e a eficiência da 

espermatogênese; diminui a reserva espermática; retarda o trânsito epididimário dos 

espermatozoides; diminui os hormônios LH, FSH e testosterona; e, aumenta o 

hormônio estradiol no soro. Conclui-se que o produto causou desmasculinização dos 

animais tratados. 

Palavras-chave: 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano. Funcionalidade espermática. 

Reprodução. 

 



 

 

ABSTRACT 

Bisphenol A (BPA) is a monomer of polycarbonate plastic widely used in 

industry for the manufacture of packaging, epoxy resins and other materials. There 

are many effects previously seen as caused by BPA, among them testicular toxicity, 

reproductive changes in animal models and reports of human exposure to the 

chemical. The incomplete polymerization of BPA based products during manufacture 

and depolymerization induced by temperature’s change cause release of the 

compound and its derivatives into the environment and can be detected in canned 

foods, bottled liquids, in the air we breathe, and contaminant of rivers. In this 

research, we propose to test the hypothesis that BPA disrupts endocrine and 

reproductive systems. We evaluate the possible changes in 30 male wistar rats, in 

pre-adult phase, exposed for 40 days to 0mg/kg, 5mg/kg and 25mg/kg of BPA, and 

observe the evolution of body weight;  testis and epididymis (divided into portions 

head, body and tail) weight; the mean concentration of sperm in the sample collected 

and sperm pathologies; the functionality of spermatozoon by observing mitochondrial 

activity, plasma membrane and acrosomal integrity; damage to the genetic material 

of the sperm; evaluation of sperm production, sperm reserves and sperm transit; we 

evaluated the sexual behavior and sexual orientation; and the hormonal profile in LH, 

FSH, testosterone and estradiol. The results observed were judged by statistical 

methods such as analysis of variance and comparison of means; Kruskal-Wallis test 

with comparisons by Freedman and Mann-Whitney tests. The parametric values 

were expressed as mean and standard error of the mean, and nonparametric data, 

as median and interquartile ranges. Statistical difference was considered when the p 

value was less than 0,05. We demonstrate that the product block the evolution of 

body weight; it alters the relative weight of the head and tail of the epididymis; it 

decreases the sperm concentration; it doesn’t alter morphology; it decreases 

mitochondrial activity in the sperm midpiece; it declines plasma membrane integrity of 

the sperm and decreases acrosome integrity; it does not cause changes in sperm 

DNA; it alters sexual orientation, by decreasing the preference for receptive females; 

it alters sexual behavior by decreasing latency to the first mount and intromission, 

and the number of ejaculations in a period; it declines daily sperm production and 



 

 

efficiency of spermatogenesis; it decreases sperm reserves; it slows the transit of 

epididymal spermatozoa; it declines hormones LH, FSH and testosterone in serum, 

and increases the hormone estradiol. We concluded that the product caused 

demasculinization of treated animals. 

Key-words: 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane. Sperm functionality. Reproduction. 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

O bisfenol A (BPA), um monômero do plástico policarbonato de nome químico 

2,2-bis(4-hidroxifenil)propano, é um composto preparado pela combinação de dois 

equivalentes fenóis e um equivalente acetona. Foi primeiramente sintetizado por 

A.P. Dianin em 1891 e investigado como possível estrogênico sintético na década de 

1930. Hoje, por causa da sua estabilidade superior, flexibilidade e resistência é 

amplamente utilizado na indústria para fabricação de plásticos policarbonatos (60% 

do uso total), resinas epóxi (30%) e outros materiais; produzindo garrafas plásticas, 

CD’s, painéis de carro, óculos, eletroeletrônicos, revestimentos internos de latas de 

alimentos, resinas dentárias e na produção de embalagens em geral. Estima-se que 

em 2006 tenham sido produzidas mais de 3,8 milhões de toneladas de BPA 

(BROTONS et al. 1995; DODDS; LAWSON, 1936; PLASTICS EUROPE, 2013; 

RICHTER et al., 2007).  

Esse composto tem muita similaridade estrutural com o agente estrogênico 

dietilestilbestrol (Figura 1), um fármaco administrado a mulheres grávidas no período 

de 1948 a 1971 e que causou efeitos reprodutivos marcantes na prole feminina 

exposta, e que também é muito associado ao desenvolvimento de câncer de colo 

uterino (COLBORN; CLEMENT, 1992; HERBST, 1987; MITTENDORF, 1995). 

Figura 1 – Estrutura química do Bisfenol A e do Dietilestilbestrol. 
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Vários são os efeitos já evidenciados como causados pelo BPA. Dentre eles a 

toxicidade testicular, alterações reprodutivas em modelos animais (CABATON et al., 

2011; MORRISSEY; GEORGE; PRICE, 1987; NAGAO, et al., 1999; TACHIBANA et 

al., 2007; TAKAHASHI; OISHI, 2001; TOHEI et al., 2001; VOM SAAL et al., 1998) e 

relatos da exposição humana ao químico com variados efeitos (BRAUN et al., 2009; 

CHOU et al., 2011; HE; PAULE; FERGUSON, 2012; INOUE et al., 2000; LI et al., 

2010). A polimerização incompleta dos produtos a base de BPA durante a 

fabricação, e a despolimerização induzida por alteração de temperatura causam a 

liberação do composto e de seus derivados para o meio, podendo ser detectados 

em alimentos enlatados, líquidos engarrafados, no ar que respiramos e como 

contaminante de rios (BROTONS et al., 1995; COOPER; KENDIG; BELCHER, 2011; 

LE et al., 2008; PELTONEN; PUKKILA, 1988; WANG et al., 2012). 

O campo da desregulação endócrina, e particularmente as pesquisas com 

BPA, sofreram muita influência popular ao longo dos anos, principalmente pela 

questão social da presença desse agente no cotidiano. Em 2006, uma reunião 

organizada pelo National Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS, 

Instituto Nacional de Ciências de Saúde Ambiental) convidou 45 pesquisadores da 

área para discutir o assunto. Fruto desse encontro foi o Chapel Hill Consensus 

Statement, assinado por 38 autores que afirmaram, dentre outras, que a exposição 

humana a esse agente está dentro da faixa deduzida como biologicamente ativa, e 

que a ampla gama de efeitos adversos já constatados em animais de laboratório é 

uma grande preocupação no que diz respeito a efeitos semelhantes em seres 

humanos, afirmando ainda que os efeitos são irreversíveis e podem aparecer em 

momentos onde não mais se detecta o agente (VOM SAAL et al., 2007).  

Existe uma crescente preocupação sobre contaminantes ambientais alterando 

o sistema reprodutivo masculino, com importante papel na diminuição da qualidade e 

quantidade de sêmen humano, e com implicações sobre o sucesso reprodutivo das 

espécies (COLBORN; VOM SAAL; SOTO, 1993). Para predizer a qualidade e 

fertilidade de uma amostra de sêmen são realizados testes laboratoriais 

microscópicos, onde são avaliados parâmetros seminais como motilidade, vitalidade, 

morfologia, concentração e contaminantes; e macroscópicos, como avaliação do 

volume, coloração e aspecto, porém, nenhum destes testes individualmente é capaz 
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de predizer esse potencial com segurança, e ainda em conjunto podem não explicar 

alguns casos de infertilidade (MOCÉ; GRAHAM, 2008; WHO, 1999).  

Nos últimos anos observou-se um grande avanço no conhecimento dos 

mecanismos moleculares e bioquímicos que culminam na produção de 

espermatozoides funcionalmente competentes, dessa forma, foi possível o 

desenvolvimento de novas ferramentas de avaliação que contribuem para analisar 

as características biológicas que uma célula tão especializada pode expressar. Os 

testes utilizados para predizer o potencial de funcionalidade espermática se baseiam 

nas etapas que o espermatozoide passa até a fecundação, que envolvem eventos 

como reconhecimento espermático, passagem pelo oviduto, penetração muco-

cervical, hiperativação, ligação com a zona pelúcida e fusão com ovócito, e para 

isso, se faz importante a estrutura e funcionalidade intactas (AITKEN, 2006; 

BENCHAIB et al., 2003; HERRICK, 2003). Espermatozoides adquirem a habilidade 

de fertilizar óvulos no início do trânsito espermático, mas apenas ao final da 

passagem pelo epidídimo é que eles conseguem ser viáveis para fusão e produzir 

zigoto (ROBAIRE; HINT; ORGEBIN-CRIST, 2006).  

A fertilidade masculina depende da produção diária de milhões de 

espermatozoides, mas sabe-se hoje que contaminantes ambientais afetam o sistema 

reprodutivo por vários mecanismos e vias, e de um ponto de vista toxicológico, 

afetam também a espermatogênese, que é um processo contínuo de divisão celular, 

diferenciação e maturação, levando a uma baixa qualidade do sêmen, a alterações 

morfológicas nos espermatozoides e baixa concentração, podendo culminar em 

infertilidade ou fertilidade diminuída. Um estudo realizado em três cidades 

americanas diferentes comparou as concentrações espermáticas de amostras de 

homens e encontrou valores com 80% de diferença entre duas delas, sugerindo que 

há um fator ambiental interferindo nos parâmetros de fertilidade (BONDE, 2010; 

FISCH et al., 1996; O’DONNEL, 2006; WONG; CHEGN, 2011). 

O espermatozoide é uma célula alongada, formada por três regiões e com 

uma função única, liberar o material genético para o oócito feminino e produzir o 

zigoto. Na cabeça do espermatozoide está contido o DNA e o acrossoma; logo após 

encontramos a peça intermediária, contendo as mitocôndrias, relacionadas com a 
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produção de energia e motilidade espermática; e por fim, a cauda, também 

responsável pelo movimento espermático (EDDY; O’BRIEN, 1994; GARNER; 

HAFEZ, 2004; GRAHAM, 2001).  

A membrana plasmática determina a composição do citoplasma celular, ela é 

organizada em uma bicamada lipídica associada a proteínas e circunda todas as 

células, sejam procariontes ou eucariontes, tendo papel fundamental nos fenômenos 

celulares. A membrana espermática segue esse modelo clássico de membrana 

plasmática (COOPER, 1996; WATSON, 1995). Nos espermatozoides a membrana 

modifica-se ao longo da espermatogênese, trânsito e armazenamento no epidídimo, 

ejaculação, depósito no trato genital feminino, capacitação e na penetração no 

oócito, se adaptando a cada ambiente e situação (LENZI et al., 1996). Para tanto, a 

estrutura necessita estar íntegra física e funcionalmente, garantindo à célula 

viabilidade e capacidade fertilizante. Da mesma forma, as mitocôndrias precisam 

estar funcionantes para suprir a demanda de ATP para os batimentos flagelares, 

hiperativação e penetração, e é indispensável também a manutenção das enzimas 

acrossomais para que ocorra a fertilização (CHEMES; RAWE, 2003; KUMI-DIAKA, 

1993; O’CONNEL; McCLURE; LEWIS, 2002). 

A função do sistema reprodutor masculino é regulada por hormônios da alça 

endócrina conhecida como eixo hipotálamo-hipófise-gônadas (Figura 2). O 

hipotálamo secreta o hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que estimula a 

hipófise a liberar os hormônios LH (hormônio luteinizante) e FSH (hormônio folículo-

estimulante). O LH estimula a secreção de testosterona pelas células de leydig, ela é 

responsável por estimular a virilização do sistema urogenital masculino na vida fetal 

e dar suporte para a espermatogênese e fertilidade na vida adulta. Células de leydig 

expressam receptores de estrógenos, e são alvos de compostos estrogênicos. O 

FSH estimula a espermatogênese, agindo nas células de sertoli, nos testículos. A 

concentração de testosterona plasmática controla a secreção de LH e FSH por um 

mecanismo de feedback negativo, assim como controla a secreção de GnRH pelo 

hipotálamo. A inibina, secretada pelas células de sertoli, também regula a secreção 

de FSH e GnRH (AKINGBEMI et al., 2004; CARVALHO, et al. 2002; O’DONNEL, et 

al. 2006). 
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A enzima aromatase catalisa a conversão da testosterona em estradiol, e no 

homem é mais expressada no trato reprodutivo do que em outros tecidos. Nos 

roedores, ela é principalmente encontrada em células germinativas maduras e nos 

espermatozoides (AKINGBEMI et al., 2004). Os testículos são uma importante fonte 

de estrogênio, sintetizados pelo complexo enzimático aromatase a partir da 

testosterona, e a expressão da enzima testicular varia com a idade em muitas 

espécies de mamíferos (STOCCO; McPHAUL, 2006).  

Figura 2 – Esquema do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal. 
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O ato do acasalamento requer participação ativa de dois indivíduos, e a 

comunicação química entre eles envolve tanto produção como recepção de sinais 

(VANDENBERGH, 2006). O macho inicia a aproximação pela face da fêmea, e após, 

verifica a região anogenital, expondo-se aos quimiossensores exalados por ela. Os 

ratos, de ambos os sexos, emitem também sons vocálicos ultrassônicos como 

comunicação (HULL; WOOD; McKENNA, 2006).  

O efeito da testosterona no comportamento reprodutivo é mediado por 

receptores androgênicos localizados em alta concentração no hipotálamo 

(HARDING; McGINNIS, 2003). Ela media efeitos motivacionais do comportamento 

sexual, como ereção peniana e libido, efeitos andrógeno-dependentes (BHASIN; 

BENSON, 2006). Ratos são capazes de distinguir entre odores provindos de outros 

machos e de fêmeas, e demonstrar preferência por fêmeas receptivas para 

acasalamento (VANDENBERGH, 2006). 

Tomando como base estudos que mostram a toxicidade e o potencial de 

desregulação endócrina do BPA, e aspectos sociais, como a constante exposição ao 

agente no cotidiano da população. E ainda, levando em conta aspectos econômicos 

como os gastos com saúde, em tratamentos relacionados à fertilidade, humana e 

animal, e aspectos ambientais, no que se refere à presença de resíduos do agente 

em elementos da cadeia alimentar e seu consequente acúmulo, realizou-se esse 

trabalho de avaliação do comportamento animal, funcionalidade espermática e perfil 

hormonal para elucidar as alterações causadas pelo BPA. Com ele, espera-se 

contribuir cientificamente quanto aos efeitos tóxicos desse composto. 
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2 OBJETIVOS 

Dada a hipótese central de ação desreguladora do sistema endócrino pelo 

agente BPA, tem-se os seguintes objetivos no presente trabalho: 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 Investigar a possível ação desreguladora da endocrinologia reprodutiva em 

ratos wistar, causada pelo agente químico BPA, pela avaliação funcional 

espermática, avaliação comportamental e perfil hormonal desses animais. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Avaliar os possíveis danos espermáticos quanto a: 

a) Morfologia; 

b) Atividade mitocondrial na peça intermediária; 

c) Integridade de membrana plasmática; 

d) Integridade de acrossoma; 

e) Fragmentação do material genético; 

f) Produção espermática; 

g) Trânsito espermático; 

Avaliar o comportamento reprodutivo e orientação sexual dos animais 

expostos a diferentes doses orais de BPA;  

Investigar possíveis alterações nos níveis séricos de LH, FSH, testosterona e 

estradiol. 
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3 METODOLOGIA 

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da UNICENTRO, sob o parecer nº 017/2012.  

 

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Foram utilizados trinta ratos wistar (Rattus norvegicus) em idade pré-adulta, 

divididos em três grupos de dez. Os animais foram obtidos com 42 dias do biotério 

da Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUC-PR) e mantidos no Laboratório 

de Experimentação Animal da UNICENTRO por oito dias como período de 

adaptação. A acomodação se deu em fotoperíodo de igual duração de dia e noite, 

com temperatura controlada e livre acesso à água e ração, conforme guia de 

cuidados e utilização de animais de laboratório (NAS, 2011). 

Aos 50 dias de idade iniciou-se a administração do produto, que estendeu-se 

até os 90 dias. Quando os animais completaram 105 dias de vida procedeu-se com 

a realização dos testes de orientação e comportamento sexual, e ao completarem 

110 dias eles foram anestesiados com 0,02mL/100gPV de Cloridrato de Xilazina e 

0,04mL/100gPV de Cloridrato de Quetamina, o sangue foi coletado por punção 

cardíaca, entre 7h30 e 8h30 da manhã, e em seguida os animais foram 

eutanasiados por decapitação. Após, foram coletados os espermatozoides da cauda 

do epidídimo esquerdo, e removidos os epidídimo e testículo direito dos animais. A 

exposição ao agente se deu por ingestão forçada, gavagem, diariamente e sempre 

pela manhã. Os grupos foram submetidos a tratamento com 0mg/kg/dia (grupo 

controle), 5mg/kg/dia (grupo tratado 1) e 25mg/kg/dia (grupo tratado 2) de BPA 

(Sigma-Aldrich Co., St Louis, USA - ref. 239658, lot. MKAA2480V, CAS 80-05-7 - 

veículo: óleo de milho) (Figura 3). Para evitar contaminação, a sonda metálica 

utilizada na gavagem foi imersa em álcool 70% para antissepsia, e depois em água 

para limpeza, logo após a realização de cada gavagem. 
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A dose oral de BPA referenciada por vários órgãos reguladores como NOAEL 

(No Observed Adverse Effect Level, dose onde não se observou nenhum efeito 

adverso) para reprodução e desenvolvimento é de 50mg/kg de peso corporal por 

dia. Entretanto, por haver uma grande discussão sobre a exposição humana e o 

efeito decorrente dessa, estabeleceu-se um cut-off para baixos níveis de dosagens, 

que é de 1mg/Kg de peso corporal por dia (WHO, 2010), utilizou-se doses 

intermediárias para observar o efeito causado quanto à parâmetros relevantes na 

reprodução. 

Figura 3 – Desenho Experimental. 
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3.2 PESO 

 

3.2.1   Pesagem dos Animais 

Os animais foram pesados diariamente para determinar a dose de produto a 

ser administrada e para acompanhamento do seu crescimento. 

 

3.2.2   Peso dos Órgãos 

Ao final do experimento, após eutanásia dos animais, retirou-se o testículo e 

epidídimo direito. O testículo foi pesado íntegro, e o epidídimo dividido em: cabeça, 

corpo e cauda. 

 

3.3 PATOLOGIAS 

As amostras de espermatozoides coletadas foram diluídas em formol salino 

(34,72 mM Na2HPO4 2H2O, 18,68 mM KH2PO4, 92,4 mM NaCl, 12,5 % (v/v) 

formaldeído), na proporção de 1:10, e observados em câmara úmida, em 

microscópio óptico, sob 400 vezes de aumento para avaliar a morfologia segundo 

características patológicas possivelmente apresentadas pelos espermatozoides 

conforme metodologia citada por Silva, Dode e Unanian (1993). 

 

3.4 AVALIAÇÃO FUNCIONAL DOS ESPERMATOZOIDES 

Após coleta observou-se a funcionalidade dos espermatozoides dos animais 

quanto à atividade mitocondrial, integridade de membrana citoplasmática, 

integridade acrossomal e fragmentação do DNA. Para tanto, os espermatozoides 

foram obtidos a partir da cauda epididimal, por coleta com micropipeta e diluídos na 

proporção de 1:10, para a determinação de atividade mitocondrial, integridade de 

membrana plasmática e integridade acrossomal, e 1:20, para determinação da 
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fragmentação de DNA, em solução conservante tris, composta de 3,187g de 

hidroximetil-amino metano, 1,781g de ácido cítrico, 1,316g de frutose, 5mL de 

glicerol em água Milli-Q autoclavada q.s.p. 100mL. 

 

3.4.1 Avaliação da atividade mitocondrial  

Para esta avaliação utilizou-se a técnica descrita por Hrudka, em 1987, e 

consiste na avaliação indireta da atividade da enzima Citocromo C, analisada sobre 

a oxidação da 3,3’-diaminobenzidina (DAB). 

Em eppendorfs protegidos da luz, aliquotou-se 300µL de DAB (1mg/mL – CAS 

91-95-2) e 10µL da amostra diluída. Após homogeneização foi incubado em banho-

maria a 37°C por uma hora, no escuro. Passado o tempo, depositou-se 10µL da 

mistura sobre a lâmina pré-aquecida, para realização do esfregaço. Após secagem 

fixou-se em formol 10% durante 10 minutos. A leitura foi realizada em microscópio 

de contraste de fase, em aumento de 400 vezes, contando 200 células por lâmina e 

classificando-as conforme abaixo:  

 Classe I: 100% corado; 

 Classe II: mais de 50% corado; 

 Classe III: menos de 50% corado; 

 Classe IV: 0% corado. 

Entende-se por região corada regiões marrons na peça intermediária do 

espermatozoide, regiões essas com atividade mitocondrial. 

O corante foi preparado com a adição de 0,1g de DAB em 10mL de água milli-

Q, e 5-7 gotas de HCl para ajudar na solubilização. Dilui-se essa solução em 1:10 

em PBS e obtém-se a solução corante de uso, que é mantida estocada a -80ºC. 

 

3.4.2 Determinação de integridade da membrana plasmática  

A integridade de membrana plasmática foi avaliada pela coloração simples 

Eosina/Nigrosina, descrita por Barth e Oko (1989). O princípio da técnica se baseia 

na impermeabilidade da membrana ao corante quando essa está íntegra. O corante 
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foi preparado adicionando-se 0,1g de Eosina Y (CAS 15086-94-9), 1g de Nigrosina 

(CAS 8005-03-6) a 10mL de água milli-Q, homogeneizando-se sob aquecimento 

brando, e estocando-se ao abrigo da luz.  

A amostra foi misturada ao corante na proporção de 1:1, foram realizados 

esfregaços em lâmina de vidro, fixados, e lidos em microscópio óptico em aumento 

de 1000 vezes. Foram analisados 200 espermatozoides por lâmina, e classificados 

em íntegro e não-íntegro. Observou-se a cabeça do espermatozoide rosado quando 

houve penetração de corante. 

 

3.4.3 Determinação de integridade de acrossoma 

A membrana acrossomal foi analisada pela coloração simples de Pope 

(POPE; ZHANG; DRESSER, 1991), onde incubou-se a mistura de 1:1 de corante e 

espermatozoide, por 60 segundos, e foram feitos esfregaços em lâminas para 

contagem. Foram observados 200 espermatozoides por lâmina, em microscópio 

óptico comum, em objetiva de imersão, e caracterizados em íntegros e não íntegros, 

conforme sua aparência. A não integridade da membrana acrossomal foi identificada 

pela porção anterior da cabeça do espermatozoide levemente mais clara que a 

porção posterior. 

O corante de Pope é uma solução sensível a luz e composto de 8mL de álcool 

etílico, 200mg de corante rose bengal (CAS 83269-9), 200mg de corante fast green 

(CAS 2353-45-9) em 12 mL de solução tampão (0,067g de ácido cítrico e 0,468g de 

fosfato dibásico em 20mL de água milli-Q). 

 

3.4.4 Detecção da fragmentação do núcleo do espermatozoide 

O ensaio foi realizado por um protocolo adaptado de Vendramini, Robaire, 

Miraglia (2012). Com a amostra de espermatozoides descongelada, pipetou-se 20µL 

da solução de espermatozoides em 200µL de agarose LMP, homogeneizou-se e fez-

se uma estria na lâmina que já continha uma camada de agarose NMP. 
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Imediatamente colocou-se lamínula e deixou esfriar e descansar na geladeira por 

dez minutos. Escorregando-as para o lado, as lamínulas foram retiradas, e 

procedeu-se com a aplicação do tampão de lise de trabalho gelado nas lâminas, 

deixando agir por uma hora na geladeira e no escuro. Após, as lâminas foram 

lavadas com água destilada gelada por cinco minutos e cobertas com solução de 

proteinase K recém preparada. As lâminas cobertas com a solução foram deixadas 

por três horas na estufa a 37ºC. Procedeu-se com lavagem com água gelada e as 

lâminas foram deixadas na geladeira e no escuro por quinze minutos para solidificar 

o gel. Após, as lâminas foram mergulhadas em solução alcalina recém preparada e 

levadas a geladeira por 45 minutos. Essa solução foi dispensada e as lâminas foram 

lavadas com TBE por duas vezes, por cinco minutos cada. Essas lâminas foram 

transferidas para a cuba de eletroforese e procedeu-se a corrida em 25V, 45V e 

149V por 20min com TBE gelado. Após, as lâminas foram lavadas com álcool 70% 

por dez minutos e armazenadas para secagem, no escuro. A coloração se deu com 

brometo de etídio (CAS 1239-45-8) diluído em TBE (2:1500) por quinze minutos, e 

passado o tempo, duas lavagens de quinze minutos com TBE. Foram observadas 

200 células por animal, em duplicatas de lâminas, e os espermatozoides foram 

classificados em classe I (sem dano) a IV (dano total), conforme o grau de 

fragmentação. Observam-se os fragmentos de DNA arrastados progressivamente 

em forma de uma cauda de cometa quando houver dano. 

 

3.5 CONTAGEM DE ESPERMATOZOIDES, PRODUÇÃO DE 

ESPERMATOZOIDES DIÁRIA E TEMPO DE TRÂNSITO ESPERMÁTICO 

A concentração de espermatozoides na amostra coletada foi determinada 

pela contagem de uma alíquota diluída em 1:10 em diluidor tris, em Câmara de 

Neubauer, em microscópio óptico e em aumento de 400 vezes.  

Realizou-se também a contagem em Câmera de Neubauer de 

espermatozoides nos segmentos cabeça+corpo, cauda do epidídimo e testículo, 

obtendo-se a reserva espermática de cada segmento. Para isso os órgãos foram 
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seccionados e submetidos à sonicação em 5mL de solução 0,9% de NaCl e 0,5% de 

Triton-X, por 30s em potência de 60W.  

Dividindo-se a concentração de espermatozoides testiculares pelo fator 6,1 

pode-se obter a produção testicular diária de espermatozoides, e após a divisão do 

resultado pelo peso testicular, obtém-se a produção espermática diária por grama de 

testículo. Após, obteve-se os valores em dias para o tempo de trânsito espermático 

nos segmentos epididimais, pela simples divisão da reserva espermática pela 

produção espermática diária (MOURA et al., 2006; ROBB; AMMAN; KILLIAN, 1978). 

 

3.6 AVALIAÇÃO DA ORIENTAÇÃO SEXUAL  

Os testes foram conduzidos aos 105 dias de vida do animal, no mesmo 

ambiente em que foram mantidos desde os 42 dias de idade. A observação da 

orientação sexual foi realizada em um aparato inicialmente proposto por Hetta e 

Meyerson (1978), e que posteriormente foi modificado por Dahlgren, Matucszczyk e 

Hard (1991). O aparato é constituído de um círculo de madeira com diâmetro de 

94cm, rodeado por uma parede metálica de 14,5cm de altura. Acoplado às 

extremidades opostas da arena existem dois compartimentos, as chamadas caixas 

de incentivo, medindo 25x25x14,5cm (Figura 4). Nestas caixas foram alojados um 

macho e uma fêmea, um de cada lado, animais esses que ficaram isolados da arena 

por uma tela de arame e fechados por uma placa de acrílico. O chão da arena foi 

dividido em 32 partes aproximadamente iguais: as duas partes próximas tanto da 

caixa de incentivo do macho quanto da fêmea foram denominadas de área I do 

macho ou da fêmea; as 6 partes subsequentes foram pintadas e denominadas de 

área II; e finalmente as 16 partes localizadas na região central da arena foram 

denominadas de área indiferente.  

Os testes foram realizados na fase escura do ciclo claro/escuro, uma vez que 

ratos wistar são mais ativos à noite. A iluminação da sala foi realizada com a 

utilização de lâmpada infravermelha e a observação foi feita por quatro 

observadores, posicionados cada qual próximo as caixas incentivo, sendo que cada 



26 

 

 

um pode medir o tempo de permanência em uma área. Foi utilizada uma fêmea 

especialmente preparada, previamente ovariectomizada e tratada três semanas 

após a castração com 50μg/kg de 17-β-estradiol e 2mg/kg de progesterona, 54 e 6 

horas antes do início dos testes, objetivando a indução do cio. Foram colocados nas 

respectivas caixas incentivo um rato macho isca e a rata fêmea ovariectomizada 

com cio induzido, a seguir foi colocado na arena o rato a ser avaliado, dando-se de 

início um período de habituação de 5 minutos. Após, o rato foi posicionado no centro 

da arena (área indiferente) e o incentivo considerado foi o odor que os animais iscas 

exalaram. Iniciou-se a observação da motivação sexual do rato, que se deu por 20 

minutos. Durante este período foi cronometrado o tempo de permanência do rato na 

área I do macho, na área II do macho, na área I da fêmea e na área II da fêmea; o 

tempo que o animal permaneceu na área indiferente não foi considerado.  

Figura 4 – Desenho esquemático da arena utilizada na avaliação da orientação 

sexual. 
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O escore de preferência sexual foi calculado subtraindo-se o tempo total que 

o animal ficou na zona do macho do tempo total que ele permaneceu na área da 

fêmea. Assim, a pontuação positiva significa preferência do animal testado pelo sexo 

feminino e negativo para os animais com preferência pelo sexo masculino.  

Decorrido o tempo de observação, o rato teste foi retirado da arena que recebeu 

higienização com uma solução de álcool a 70% e então procedeu-se o teste com 

outro rato. A observação dos animais tratados e controles foi feita intercaladamente 

para que o horário do ciclo tivesse menos interferência nos resultados. 

 

3.7 ANÁLISE DO COMPORTAMENTO SEXUAL 

Aos 105 dias de idade, os animais dos grupos controle e tratado foram 

submetidos a análise do comportamento sexual conforme descrito por Felicio, 

Palermo-Neto, Nasello (1989) e Chiavegatto, Bernardi, Souza-spinosa (1989) . 

Todos os testes foram iniciados após quatro a oito horas de ciclo escuro. Para o 

teste, fêmeas foram ovariectomizadas e ativadas três semanas após a castração 

com 50µg/kg de 17-β-estradiol e 2mg/kg de progesterona, 54 e 6 horas, 

respectivamente, antes do início dos testes. Cada rato a ser estudado quanto a 

orientação foi colocado individualmente na caixa de observação cinco minutos antes 

da rata preparada para o pareamento, para adaptar-se a esta nova situação. O 

comportamento sexual foi analisado por meio de dois componentes: libido (latência 

para monta, intromissões e ejaculações) e potência (medida pela taxa copulatória, 

ou seja, a proporção de montas com inserção peniana e também pelo número de 

ejaculações num determinado período).   

Foram observados latências para primeira monta, intromissão e ejaculação, 

número de montas incompletas, de intromissões até a primeira ejaculação e de 

ejaculações em um período de 30 minutos por rato. Também foi observada a 

latência para monta após a primeira ejaculação.  
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3.8 DOSAGENS HORMONAIS 

Depois de anestesiados o sangue dos animais foi obtido por punção cardíaca 

e coletados em tubos plásticos. Os tubos foram centrifugados a 5000rpm por 10min 

e o soro foi armazenado em criotubos a -80ºC. Análises posteriores foram realizadas 

no Laboratório de Endocrinologia da Universidade Federal de São Paulo. 

Nas dosagens de LH e FSH foi utilizado um imunoensaio da ©EMD Millipore 

Corporation, USA, o MILLIPLEX® Map para hormônios hipofisários de ratos, que 

pode dosar ate sete hormônios originários da hipófise, utilizando a tecnologia xMap® 

da ©Luminex. Esta técnica colore internamente microesferas com dois corantes 

fluorescentes diferentes, dependendo da concentração desses corantes até 100 

analitos diferentes podem ser dosados ao mesmo tempo, sendo cada esfera colorida 

relacionada a um anticorpo específico. Após um analito da amostra ser capturado 

pela esfera correspondente, o anticorpo biotinilado de detecção é adicionado e 

incubado com estreptavidina ficoeritrina, que completa a reação. O conjunto então é 

excitado por um laser e quantificado baseado na emissão fluorescente.  

Testosterona e Estradiol foram dosados por kits da ©Roche Diagnostics, 

Testosterona II e Estradiol II, cujo princípio da técnica é um imunoensaio onde o 

analito é primeiramente complexado com um anticorpo biotinilado e, em seguida, 

são adicionadas microesferas de estreptavidina e um derivado do hormônio marcado 

com rutênio, ocupando os lugares vazios dos anticorpos biotinilados. Esse complexo 

liga-se a fase sólida pela interação da estreptavidina com a biotina e a aplicação de 

corrente elétrica induz quimioluminescência que é medida por um fotomultiplicador. 

Os resultados foram expressos em picogramas por mililitro dos hormônios LH, 

FSH e estradiol, e em nanogramas por mililitro para a testosterona. O limite de 

detecção dos testes é 7,62pg/mL para FHS, 3,28pg/mL para o LH, 0,025ng/mL para 

a Testosterona e 5pg/mL para o Estradiol.  
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3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os resultados observados no estudo foram avaliados e julgados segundo 

métodos estatísticos apropriados. Para isso, todas as variáveis foram primeiramente 

analisadas quanto a sua distribuição pelos testes de Kolmogorov-Smirnov, para 

verificação de normalidade e o teste de Bartlett para verificação de 

homocedasticidade de variâncias. Na dependência das análises anteriormente 

descritas, utilizou-se de métodos paramétricos ou não paramétricos. Nos dados que 

apontaram para uma metodologia paramétrica, a análise de variância (ANOVA) e o 

pós-teste de Tukey foram preferencialmente empregados. Caso contrário, deu-se 

preferência a análise de variância não paramétrica, como o teste de Kruskall-Wallis e 

as comparações pelos testes de Freedman e Mann-Whitney. 

Os valores paramétricos foram expressos em média (X) e erro-padrão da 

média (E.P.M.), como X ± E.P.M (IC), e para dados não paramétricos, em mediana 

(M) e intervalos interquartílicos (II). Considerou-se diferença estatística quando o 

valor de p foi inferior a 0,05. Todas as análises foram efetuadas com a utilização do 

software Statistica 8.0, StatSoft Inc e GraphPad Prism Inc. 
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4 RESULTADOS 

As possíveis alterações causadas pela administração de BPA aos ratos wistar 

foram determinadas pela avaliação da evolução do peso corporal, peso do testículo 

e epidídimo, dividido nas porções cabeça, corpo e cauda; pela concentração média 

de espermatozoides na amostra coletada; análise de patologias espermáticas; 

análise funcional, avaliada pela atividade mitocondrial, integridade de membrana 

plasmática, integridade acrossomal, e pela avaliação do dano ao material genético 

do espermatozoide; avaliação da produção espermática, reservas espermáticas e 

tempo de trânsito espermático; avaliação do comportamento sexual e orientação 

sexual; e, pelo perfil hormonal avaliado em LH, FSH, testosterona e estradiol. 

No decorrer do experimento dois animais do grupo tratado 1 e três animais do 

grupo tratado 2 tiveram que ser sacrificados, totalizando ao fim, 25 animais 

experimentais, dez no grupo controle, oito no grupo tratado 1 e sete no grupo tratado 

2. 

 

4.1 PESOS 

Os animais foram pesados diariamente e a evolução do peso médio por grupo 

está demonstrado no gráfico abaixo (gráfico 1), onde se tem valores estatisticamente 

diferentes entre o grupo tratado 2 e o grupo controle a partir dos 75 dias de idade 

(p<0,00000). 

 Ao término do experimento, aos 110 dias de vida, os animais foram 

sacrificados e o peso corporal, peso testicular e o peso das porções do epidídimo 

foram avaliados no total (Tabela 1) e relativando-os ao peso do animal (Tabela 2). 

Apenas o peso do testículo e do corpo do epidídimo relativo a 100g de peso corporal 

não apresentaram diferença estatística, nos permitindo inferir que o produto BPA 

causou alterações nas porções cabeça e cauda do epidídimo dos órgãos 

andrógenos analisados, com diminuição de tamanho nos animais tratados. 

 



31 

 

 

 

Gráfico 1 – Evolução do peso corporal nos animais experimentais, grupo controle 

(n=10), tratado 1 (n=8) e tratado 2 (n=7).  Análise multivariada de variâncias 

(MANOVA) pelo procedimento de modelo linear generalizado (GLM) e pós teste de 

Tukey. 
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Tabela 1– Peso corporal, peso testicular, e das porções do epidídimo para os 

animais do grupo controle (n=10), tratado 1 (n=8) e tratado 2 (n=7). X ± EPM, 

ANOVA/HSD Tukey. 

Parâmetro Controle Tratado 1 Tratado 2 

Peso Corporal 430,59±12,161a 368,14±7,232b 375,79±8,666b 

Peso Testículo 1,63±0,063a 1,34±0,032b 1,35±0,030b 

Peso Cabeça do Epidídimo 0,34±0,011a 0,18±0,009b 0,20±0,011b 

Peso Corpo do Epidídimo 0,07±0,007a 0,04±0,003c 0,05±0,005c 

Peso Cauda do Epidídimo 0,31±0,019a 0,13±0,006b 0,15±0,020b 

a e b diferem entre si nas linhas com p<0,01;  

a e c diferem entre si nas linhas com p<0,05. 

 

 

Tabela 2– Peso corporal, peso testicular e das porções do epidídimo relativo a 100g 

de peso corporal para os animais do grupo controle (n=10), grupo tratado 1 (n=8) e 

grupo tratado 2 (n=7). X ± EPM, ANOVA/HSD Tukey. 

Parâmetro (Relativo a 100g 

de Peso Corporal) 
Controle Tratado 1 Tratado 2 

Peso Testículo 0,3827±0,018 0,3659±0,013 0,3617±0,008 

Peso Cabeça do Epidídimo 0,0796±0,003a 0,0491±0,003b 0,0545±0,003b 

Peso Corpo do Epidídimo 0,0182±0,002 0,0131±0,001 0,0141±0,001 

Peso Cauda do Epidídimo 0,0730±0,005a 0,0371±0,002b 0,0421±0,005b 

a e b diferem entre si nas linhas com p<0,01.  
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4.2 CONCENTRAÇÃO E PATOLOGIAS 

Após a coleta dos espermatozoides da cauda do epidídimo, foi possível a 

realização da contagem dessa amostra e a observação quanto a presença de 

características patológicas. 

Obteve-se que a concentração de espermatozoides (104) na amostra coletada 

foi de 35,00±31,56 para o grupo controle, 19,87±12,48 para o grupo tratado 1, e, 

15,87±11,61 para o grupo tratado 2, com significância estatística de p<0,01 quando 

os grupos tratados foram comparados com o grupo controle (X ± EPM, ANOVA/HSD 

Tukey). 

Observou-se os espermatozoides quanto a presença ou não de patologia, de 

forma isolada e no total por grupo, e não se obteve diferença estatística significativa. 

A mediana encontrada para o grupo controle foi de 5,50 com intervalo interquartílico 

de 3,00-5,00; para o grupo tratado 1 valores de 8,00 (4,00-11,00); e para o grupo 

tratado 2 de 11,00 (9,00-13,00), Kruskal-Wallis.  

 

4.3 AVALIAÇÃO FUNCIONAL DOS ESPERMATOZOIDES 

Parte da amostra de espermatozoides coletada foi armazenada em tris e 

posteriormente foram confeccionadas lâminas e coradas. As contagens das lâminas 

nos permitiram obter dados referentes à funcionalidade espermática.  

 

4.3.1 Avaliação da atividade mitocondrial 

Obteve-se diferença estatística para todas as classificações da coloração 

(Figura 5), com um aumento de espermatozoides funcionalmente danificados nos 

animais submetidos a intoxicação com a maior dose de BPA, p<0,01(Tabela 3). 
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Tabela 3 – Avaliação da atividade mitocondrial dos espermatozoides dos grupos 

controle (n=10), tratado 1 (n=8) e tratado 2 (n=7). M (II); Kruskall-Wallis. 

Parâmetro Controle Tratado 1 Tratado 2 

Classe I 
191,50a 

(175,00-200,00) 

190,00b 

(182,00-198,00) 

155,00b 

(127,00-171,00) 

Classe II 
8,00a 

(2,00-22,00) 

9,00b 

(2,00-16,00) 

39,00b,c 

(18,00-65,00) 

Classe III 
2,50a 

(1,00-4,00) 

2,00d 

(1,00-4,00) 

7,00b 

(3,00-12,00) 

Classe IV 
1,00a 

(0,00-1,00) 

0,00 

(0,00-0,00) 

1,00b 

(0,00-8,00) 

a e b; b e c diferem entre si nas linhas com p<0,01; 

a e d diferem entre si nas linhas com p<0,05. 

 

4.3.2 Avaliação da integridade de membrana plasmática 

Evidenciou-se diferença estatística significativa, p<0,01, nos dados quanto a 

integridade ou não de membrana plasmática (Figura 6), com um aumento de 

espermatozoides com membranas não íntegras nos grupos tratados com BPA 

(Tabela 4). 
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Tabela 4 – Avaliação da integridade da membrana plasmática espermática para os 

grupos controle (n=10), tratado 1 (n=8) e tratado 2 (n=7). M (II); Kruskall-Wallis. 

Parâmetro Controle Tratado 1 Tratado 2 

Membrana Íntegra 
197,50 

(99,00-199,00) 

193,50 

(192,00-198,00) 

194,00 

(190,00-196,00) 

Membrana Não Íntegra 
2,00a 

(1,00-8,00) 

6,50b 

(2,00-8,00) 

6,00b 

(4,00-10,00) 

a e b diferem entre si na linha com p<0,01.  

 

4.3.3 Avaliação da integridade acrossomal 

Dados relativos a contagem das lâminas coradas para avaliação da 

integridade acrossomal demonstraram diferença estatística significativa (p<0,01) na 

integridade e não integridade de acrossoma (Figura 7) nos grupos tratados quando 

comparados ao grupo controle, com diminuição progressiva de integridade nos 

animais submetidos a intoxicação com BPA (Tabela 5). 

Tabela 5 – Avaliação da integridade de acrossoma dos espermatozoides dos grupos 

controle (n=10), tratado 1(n=8) e tratado 2 (n=7). M (II); Kruskall-Wallis. 

Parâmetro Controle Tratado 1 Tratado 2 

Acrossoma Íntegro 
197,50a 

(187,00-200,00) 

182,00b 

(162,00-197,00) 

170,00b 

(138,00-180,00) 

Acrossoma Não Íntegro 
5,50a 

(2,00-13,00) 

18,00 

(3,00-38,00) 

30,00b 

(20,00-62,00) 

a  e b diferem entre si nas linhas com p<0,01. 
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4.3.4 Ensaio de avaliação da integridade do DNA 

Não foi evidenciada diferença estatística significativa de dano ao material 

genético dos espermatozoides nos animais estudados (Figura 8). 

Figura 5 – Lâminas de coloração DAB. Em A, espermatozoide classificado como classe 

I; em B, classe II; em C, classe III; e em D, classe IV, indicados pelas setas. 

 

 
Figura 6 - Lâminas de coloração Eosina/Nigrosina. Em A: espermatozoides com 

membrana íntegra; em B, espermatozoide com membrana não íntegra. 
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Figura 7 – Lâminas de coloração de Pope. Em A, espermatozoide com acrossoma 

íntegro; em B, espermatozoide com acrossoma não íntegro. 

 

Figura 8 – Fotomicrografia de espermatozoides classe I corados com Brometo de 

Etídio pela técnica de avaliação da integridade de DNA do núcleo do 

espermatozoide. 
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4.4 PRODUÇÃO ESPERMÁTICA, RESERVA ESPERMÁTICA E TRÂNSITO 

ESPERMÁTICO.  

Os dados nos mostram que houve uma diminuição da produção espermática 

nos grupos tratados, assim como uma diminuição da reserva espermática e um 

adiantamento significativo no tempo de trânsito dos espermatozoides ao longo do 

epidídimo (Tabela 6). 

 

Tabela 6- Produção espermática diária por testículo (106/testículo) e por grama de 

testículo (106/g de testículo), reserva espermática nas porções do epidídimo 

(espermatozoidesX106) e tempo de trânsito espermático (dias) em ratos wistar do 

grupo controle (n=10) e dos grupo tratado 1(n=8) e 2 (n=7), submetidos a 

intoxicação pré-adulta pelo bisfenol A. X ± EPM; ANOVA/HSD Tukey. 

Parâmetros Controle Tratado 1 Tratado 2 

Produção espermática diária por 

testículo (106/testículo) 
8,93 ± 1,04a 4,59 ± 0,58b 5,75 ± 1,45 

Produção espermática diária por 

grama de testículo (106/g testículo) 
5,48 ± 0,63a 3,45 ± 0,44b 4,16 ± 0,94b 

Reserva Espermática, 

Cabeça + corpo do epidídimo (106) 
15,30 ± 1,08a 2,31 ± 0,76c 5,07 ± 1,32c 

Reserva Espermática, Cauda do 

epidídimo (106) 
31,90 ± 5,95a 14,81 ± 5,53 8,93 ± 1,43b 

Tempo de Trânsito, Cabeça+Corpo 

do epidídimo (dias) 
1,99 ± 0,30a 0,61 ± 0,25c 0,93 ± 0,23b 

Tempo de Trânsito, Cauda do 

epidídimo (dias) 
4,26 ± 0,69ª 2,35 ± 0,62c 2,05 ± 0,57c 

a e b diferem nas linhas com p<0,05; 

a e c diferem nas linhas com p<0,01. 
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4.5 ORIENTAÇÃO SEXUAL 

Em geral os animais do grupo tratado permaneceram menos tempo na área I, 

mais próxima, da fêmea que os animais controles, e o grupo tratado 2 teve um 

escore de preferência sexual estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05 -

Tabela 7). 

 

Tabela 7 – Tempo de permanência (segundos) dos grupos estudados controle 

(n=10), tratado 1 (n=8), tratado 2 (n=7) na área do macho e na área da fêmea e 

escore de preferência sexual; X ± EPM; ANOVA/HSD Tukey. 

Parâmetros 

Tempo (segundos) 

Controle Tratado 1 Tratado 2 

Permanência na área I do 

Macho 

 

59,00±16,06a 

 

48,67±20,34b 181,33±77,24c 

Permanência na área II do 

Macho 

 

219,60±64,25 

 

215,33±78,19 310,33±70,43 

Total na Área do Macho 

 

278,60±79,82a 

 

264,00±93,95d 491,67±130,52f 

Permanência na área I da 

Fêmea 

 

322,80±61,50 

 

237,67±106,76 288,67±40,83 

Permanência na área II da 

Fêmea 

 

429,40±55,19a 

 

524,33±87,32b 289,33±72,47c 

Total na Área da Fêmea 

 

752,20±115,77 

 

762,00±130,79 578,00±111,58 

Escore de Preferência Sexual 

 

473,60±194,16a 

 

498,00±223,94 86,33±241,59f 

a e b; b e c diferem entre si com p<0,01; 
a e d; a e f diferem entre si com p<0,05. 
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4.6 COMPORTAMENTO SEXUAL 

Os animais tratados com a maior dose de BPA apresentaram valores de 

latências para monta e intromissão maiores e estatisticamente diferentes do grupo 

controle, e menores números de ejaculações durante a realização do teste (Tabela 

8). 

Tabela 8 – Avaliação do comportamento sexual dos animais do grupo controle 

(n=10), tratado 1 (n=8) e tratado 2 (n=7). X ± EPM; ANOVA/HSD Tukey. 

Parâmetros Controle Tratado 1 Tratado 2 

Latência para Primeira Monta (s) 330 ± 10a 60 ± 3,3b 540 ± 6,7b,c 

Latência para Primeira Intromissão (s) 420 ± 21a 60 ± 21b 543 ± 3b,c 

Latência para Primeira Ejaculação (s) 510 ± 126 486 ± 90 510 ± 1,2 

Número de montas incompletas 4,5 ± 0,6 0,0 3,5 ± 0,03 

Intromissões até 1ª ejaculação 1,5 ± 0,7 0,0 0,0  

Latência para 1ª monta após 

ejaculação (s) 
30 ± 7,8a 105 ± 6,6b 30 ± 1,2b 

Ejaculações em 30 minutos,          

após 1ª intromissão 
26,5 ± 6,8a 11 ± 1b 13 ± 3,2b 

Letras a e b; b e c nas linhas diferem estatisticamente p<0,01. 

 

 

4.7 DOSAGENS HORMONAIS 

A concentração sérica dos hormônios hipofisários encontraram-se ambas 

diminuídas progressivamente nos animais tratados com 5 e 25mgBPA/Kg (gráfico 2 

e 3), a testosterona mostra-se também alterada (gráfico 4), com diminuição 

significativa nos animais submetidos a intoxicação com BPA, nos quais a 

concentração foi tão baixa que não foi possível detectar o hormônio na amostra. Ao 
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contrário, a concentração sérica de estradiol mostrou-se gradualmente aumentada 

nos animais dos grupos tratados (gráfico 5). Esses dados estão agrupados na tabela 

9. 

Gráfico 2 – Dosagem hormonal de LH no soro dos animais controle e tratados com 

BPA. Médias ± EPM; Médias ± Desvio Padrão. 

 

Gráfico 3 – Dosagem hormonal de FSH no soro dos animais controle e tratados com 

BPA. Médias ± EPM; Médias ± Desvio Padrão. 
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Gráfico 4 – Dosagem hormonal de Testosterona no soro dos animais controle e 

tratados com BPA. Médias ± EPM; Médias ± Desvio Padrão. 

 

 

Gráfico 5 – Dosagem hormonal de Estradiol no soro dos animais controle e tratados 

com BPA. Médias ± EPM; Médias ± Desvio Padrão. 
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Tabela 9 – Dosagens hormonais no soro dos animais dos grupos estudados: 

controle (n=10), tratado 1 (n=8) e tratado 2 (n=7); X ± EPM; ANOVA/HSD Tukey. 

Hormônio Controle Tratado 1 Tratado 2 

LH (pg/mL) 334,00 ± 39,29a  97,82 ± 9,78b 85,59 ± 9,46b 

FSH (pg/mL) 5222,50 ± 613,85ª 3290,50 ± 237,60b 2557,16 ± 198,22c 

Testosterona (ng/mL) 1,49 ± 0,32a <0,025c <0,025c 

Estradiol (pg/mL) 14,77 ± 6,64a 164,16 ± 27,35c 223,72 ± 40,80c 

a e b diferem nas linhas com p<0,05; 

a e c diferem entre si nas linhas com p<0,01. 
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5 DISCUSSÃO 

Avaliou-se o efeito do BPA nos animais na fase pré-adulta da vida, com início 

da administração aos 50 dias e término aos 90. Em geral os resultados encontrados 

evidenciam desregulação da fisiologia reprodutiva animal. 

Pouco tempo antes do fim da administração do agente os animais tratados 

começaram a apresentar diminuição no peso, com diferença estatística significativa 

aos 75 dias de idade. Dados bibliográficos de Nishino et al. (2006) indicam que em 

doses acima de 200mg/kg/dia de BPA o peso corporal total dos animais sofre 

diminuição quando comparado ao grupo controle, porém demonstrou-se que em 

doses mesmo menores, de até 25mg/kg/dia, o produto testado provoca interferência 

no crescimento animal. Essa alteração pode ser devido a alguma interferência 

neuronal causada pelo BPA, pois o hipotálamo é responsável por regular o peso 

corporal, criando a sensação de sede e controlando a excreção da urina. Os núcleos 

hipotalâmicos secretam hormônios de liberação e inibitórios para hipófise anterior, 

sendo a ligação do sistema nervoso ao sistema endócrino, e ao sistema reprodutivo 

de uma maneira geral. Estudos revelam que dano ao hipotálamo leva o animal a 

perder o desejo pela comida, e perder impulsos motivacionais, causando 

passividade extrema (GUYTON; HALL, 2002); que BPA causa alteração na 

neurogênese do hipocampo, alteração essa que pode ser evidenciada na prole 

(JANG et al., 2012; KIM et al., 2011); e que causa apoptose de células neuronais na 

região do hipocampo (LEE et al., 2008).  

Outra hipótese é devido ao veículo utilizado na administração do produto, 

oleoso, ter suprido a deficiência de crescimento dos animais tratados, pois logo que 

cessada essa reposição a diferença nos pesos se evidenciou. 

Os pesos dos órgãos diferiram estatisticamente entre os grupos tratados e o 

controle, porém, quando relativados ao peso corporal, observou-se que os testículos 

e a porção corpo do epidídimo não apresentaram diferença estatística. A diferença 

antes vista foi devido à diferença de peso entre os grupos de animais, e que apenas 

a alteração em duas porções, cabeça e cauda do epidídimo, de fato se deram pela 

administração do agente BPA. O BPA causa total degeneração do epitélio 
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epididimário em doses de microgramas por quilograma (CHITRA; 

LATCHOUMYCANDANE; MATHUR, 2002), o que pode explicar a redução de peso 

das porções, outra hipótese é a redução do peso do epidídimo se dar pela baixa 

concentração de espermatozoides (BELLENTANI et al., 2011), que demonstrou-se 

serem diferentes entre os grupos. Ainda assim não se esclarece a porção corpo não 

estar também diminuída. 

O epidídimo apresenta-se com células completamente diferenciadas aos 49 

dias após o nascimento, e nosso tratamento com BPA iniciou-se ao término dessa 

fase. Desta forma, pode-se sugerir que o agente não causa alteração nesse órgão 

apenas por interferir no desenvolvimento dos ductos de Wolffian, sua origem 

embrionária, como sugere Vom Saal (1998). 

Foram encontradas diferenças estatísticas significativas nas concentrações 

espermáticas entre os grupos tratados comparados ao grupo controle. Observou-se 

uma diminuição na concentração espermática pela ação do BPA nos animais, 

embora sem diferenças dos níveis de patologias espermáticas para todos os grupos. 

Chemes e Rawe (2003) afirmaram que existem limites de anormalidades, imotilidade 

e de espermatozoides mortos em um ejaculado de indivíduos férteis, e essa 

porcentagem é diferenciada em casos de infertilidade masculina.  

Meeker et al. (2010), em um estudo realizado com 190 homens de uma clínica 

de infertilidade demonstraram forte relação entre a concentração urinária de BPA e 

alteração nos parâmetros de qualidade seminais, com diminuição de 27% na 

concentração espermática, 6% na motilidade, 16% na morfologia, e ainda, aumento 

de 10% no dano ao DNA. Nossos resultados mostram uma redução de 

aproximadamente 5% na morfologia, 50% na concentração, 2% na motilidade e sem 

evidência de alteração no DNA. Li et al. (2009) afirmam que 61,1% da população 

mundial masculina possuem ao menos um dos parâmetros seminíferos (volume de 

sêmen, concentração de espermatozoides e motilidade) abaixo dos valores normais 

determinados pela Organização Mundial de Saúde. 

Um estudo revela que a exposição ao etanol altera a integridade do DNA 

espermático e o remodelamento da cromatina, podendo induzir apoptose das células 

pelo possível mecanismo de estresse oxidativo (RAHIMIPOUR et al., 2013) e que a 
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exposição de animais de 10 a 12 semanas a organofosforados durante fases de 

diferenciação espermática alteram a condensação da cromatina causando dano ao 

DNA e possível infertilidade (PIÑA-GUZMÁN; SOLÍS-HEREDIA; QUINTANILLA-

VEJG, 2005), inferindo assim que compostos que promovem estresse oxidativo em 

diferentes linhagens celulares causam dano ao DNA, mas, mesmo tendo a relação 

do BPA com aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS) e diminuição de 

defesas antioxidantes, animais expostos durante a gestação e lactação ao agente 

BPA não apresentam alteração na metilação do DNA quando comparados aos 

animais controle (ANDERSON et al., 2012; CHITRA; RAO; MATHUR; 2003; HUC et 

al., 2012), corroborando com nossos resultados de não evidência de dano ao 

material genético do espermatozoide. 

O BPA administrado aos animais causou diminuição da atividade mitocondrial, 

evidenciada pela diminuição de espermatozoides de classe I e aumento de classe 

IV. Espermatozoides classificados como classe I e II são espermatozoides 

competentes, enquanto as classificações III e IV podem ser considerados 

espermatozoides deficientes (GRAHAM, 2001; THIELE et al., 1995 ).  

O BPA em doses próximas a micromolares causa desregulação da 

homeostase das mitocôndrias, levando a um estresse oxidativo (HUC et al., 2012) e 

em doses na escala de microgramas por quilograma causa a diminuição de defesas 

antioxidantes como as enzimas superóxido dismutase e glutationa peroxidase 

(CHITRA; RAO; MATHUR, 2003). O estresse oxidativo se manifesta quando a 

concentração de ROS superam as defesas antioxidantes da célula (TALEVI et al., 

2013). Sabe-se que a funcionalidade mitocondrial é considerada uma marca de 

qualidade espermática (EICHENLAUB-RITTER, et al., 2011) e que a geração 

excessiva de ROS no sêmen está associada a reduzido potencial de fertilização e 

alteração do metabolismo, morfologia e motilidade do espermatozoide (SHIVA, et al., 

2011). Essa informação confirma os resultados que se obteve, onde o BPA 

promoveu destruição da membrana plasmática, com diminuição da integridade da 

membrana identificada pela coloração Eosina/Nigrosina, e pela diminuição 

significativa da integridade da região acrossomal dos espermatozoides nos animais 

intoxicados com BPA durante o período pré-adulto.  
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A presença de membranas íntegras é pré-requisito para que os eventos 

relacionados ao processo de fertilização, como a capacitação espermática, 

penetração nos revestimentos do ovócito, ligação à zona pelúcida (onde o 

acrossoma é de evidente função), e fusão com o pró-núcleo possam ocorrer 

(ARRUDA et al., 2011). A primeira interação entre os gametas feminino e masculino 

se dá no contato do espermatozoide com a zona pelúcida (BURKIN; MILLER, 2000), 

e a habilidade do espermatozoide passar pela capacitação e reação acrossomal é 

considerado o evento mais importante para alcançar sucesso na fertilização 

(BRUCKER; LIPFORD, 1995). Saacke et al. (1998) concluiram que espermatozoides 

morfologicamente anormais possuem diminuída capacidade de se ligar a zona 

pelúcida, e sugere-se que proteínas estruturais específicas estão envolvidas em 

manter o acrossoma intacto (YANAGIMACHI, 1994). Dessa forma infere-se que a 

exposição ao BPA pode ter alterado essa conformação. 

Mohamed et al. (2011) afirmam que o estrogênio tem papel na modulação da 

produção de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), composto que tem papel 

importante na fisiologia espermática. Muitos compostos aumentam a concentração 

de AMPc, e essa contínua estimulação aparentemente está relacionada à perda 

acrossomal (ADEOYA-OSIGUWA et al., 2003). Encontrou-se concentração alterada 

dos hormônios esteroides nos animais tratados, inferindo que pode haver uma 

interferência nesse mecanismo, resultando na diminuição da integridade dos 

acrossomas desses animais. Nas análises de funcionalidade considera-se que 

nenhum teste isolado é capaz de predizer a fertilidade de uma amostra de sêmen, 

mas o exame de várias características pode determinar um maior poder fecundativo, 

e, para que o espermatozoide seja considerado qualitativamente viável e 

potencialmente fértil é necessário que possua morfologia, atividade metabólica e 

membranas plasmáticas normais (ARRUDA et al., 2011).  

Observou-se diminuição na produção e reserva de espermatozoides, com 

uma passagem mais rápida pelo epidídimo nos animais tratados, indicando que o 

BPA além de poder provocar uma queda na eficiência da espermatogênese, devido 

ao menor tempo de maturação dos espermatozoides, ainda os diminui em 

quantidade. O transporte dos espermatozoides pelo epidídimo é mediado pela 

contração de músculos lisos que contornam o ducto, e agentes que interferem no 
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mecanismo de contração podem alterar o transporte (BELLENTANI et al., 2011). 

Autores afirmam que a baixa concentração de testosterona acelera o transporte de 

espermatozoides e é essencial para a função dos músculos lisos dos ductos 

deferentes e epididimários (SUJARIT; PHOLPRAMOOL, 1985), o que pode explicar 

a baixa concentração e rápido trânsito. Vom Saal, em 1998, demonstrou que o 

agente BPA administrado a fêmeas grávidas provoca diminuição de 20% da 

produção espermática na prole, com queda no peso testicular e na concentração 

sérica de testosterona, demonstrando que o produto causa alterações em várias 

fases da vida do indivíduo.   

A fase final da maturação espermática ocorre durante a passagem pela 

cabeça e corpo do epidídimo, e a região da cauda tem um importante papel na 

concentração, proteção e armazenamento de espermatozoides maduros (ROBAIRE; 

HINT; ORGEBIN-CRIST, 2006; VOM SAAL, 1998). Evidenciou-se epidídimos com 

epitélio alterado na região da cabeça então pode-se esperar que os 

espermatozoides formados tenham alguma deficiência de maturação, e, a alteração 

de peso na região cauda pode estar ligada a baixa concentração dos gametas 

demonstrada no estudo em questão.  

A produção diária e a maturação dos espermatozoides podem ser 

criticamente dependentes do número de células de sertoli presentes no testículo, e 

requer um ambiente luminal específico que é mantido pela testosterona. Estas 

células não se dividem no rato adulto, sendo uma população fixa (COOPER, 1998; 

ORGEBIN-CRIST, 1996; ORTH, 1982). Se evidenciou-se que a concentração de 

testosterona está diminuída nos animais tratados, pode-se ligar esse achado a baixa 

eficiência da espermatogênese.  

As células de sertoli estão intimamente ligadas a espermatogênese, e animais 

expostos ao composto cromo apresentaram atrofia testicular, com alargamento do 

espaço intracelular e desaparecimento de células de sertoli, com indução da 

oxidação lipídica e redução da motilidade espermática por afetar a cadeia de 

fosforilação, essencial para o movimento espermático (JOHNSON; ZANE; PETTY, 

1984; MAROUANI et al., 2012; ORTH; GUNSALVS; LAMPERTI, 1988). A diminuição 

da contagem de espermatozoides pode então ser resultado de uma baixa na 
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produção de espermatozoides pelos testículos, demonstrada pela diferença na 

produção diária entre os grupos de animais (GOYAL et al., 2001). 

Uma interação entre feromônios e hormônios é necessária para o 

acasalamento em espécies mamíferas, esses dois estímulos essenciais são 

transmitidos por mecanismo paralelos, porém separados, no sistema límbico 

(WOOD, 1997). Os dados de orientação sexual dos animais em estudo evidenciaram 

uma diminuição da permanência na área próxima a fêmea no grupo tratado com a 

maior dose de BPA, e levando em conta que Jasarevic et al. (2011) demonstraram 

que fêmeas na escolha de um companheiro para acasalar tinham preferência por 

machos que não tinham sofrido exposição ao agente BPA, prevê-se um insucesso 

reprodutivo.  

O número de intromissões seguidos de ejaculações é considerado importante 

na fertilidade, já que um maior número de ejaculações eleva o número de 

espermatozoides no canal vaginal, aumentando as chances de fertilização (HULL; 

WOOD; McKENNA, 2006). Os animais em contato com a maior dose de BPA 

apresentaram maior tempo de latência para monta e intromissão, e menor número 

de ejaculações. Schultz et al. (2004) afirmaram que deficiência de testosterona 

durante a puberdade diminui o número de montas, intromissões e ejaculações, pois 

a testosterona é essencial para aumentar o desejo sexual de machos maduros e 

para preparar o macho para responder à uma fêmea receptiva. Li et al. (2010) 

mostraram que há correlação entre um aumento da concentração urinária de BPA e 

diminuição do desejo sexual e maior dificuldade de ter ereção. E, corroborando com 

esses resultados tem-se que a dosagem de testosterona sérica nos animais dos 

grupos tratados está muito abaixo do grupo controle, sugerindo que o produto 

diminui a espermatogênese e induz a uma baixa produção espermática por alterar a 

disponibilidade de testosterona. 

Ratos expostos perinatalmente ao inseticida fenvalerato apresentaram uma 

redução significativa no número de ejaculações em um período de 40 minutos, e um 

aumento significativo no número total de montas até a ejaculação, com redução da 

testosterona sérica. Esse tipo de composto desloca ligantes que normalmente 

interagem com neurotransmissores, como ácido gama-aminobutírico (GABA), 
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resultando em interferência na transmissão do impulso (MONIZ et al., 1999). 

Sabendo-se que o comportamento sexual masculino sofre muita influência do 

neurotransmissor GABA (PAREDES; AGMO, 1992) pode-se questionar se esse é o 

mecanismo pelo qual o BPA causa diminuição do número de montas e de 

intromissões, assim como diminuição significativa do número de ejaculações em 30 

minutos. Um estudo divulgado em 2011 (BRAUN et al., 2011) demonstrou que a 

concentração urinária de BPA está relacionada com aumento de ansiedade, 

depressão e hiperatividade em meninos e meninas abaixo de três anos, e que o 

BPA está positivamente associado a alteração das reações emocionais e por um 

comportamento agressivo em meninos, esses dados confirmam a alteração a nível 

neural que o agente BPA causa nos organismos expostos. 

Valores significativamente elevados de estrogênio foram encontrados nos 

animais tratados, e valores diminuídos dos hormônios LH, FSH e testosterona. O 

dano causado pelo BPA no eixo hipotalâmico-hipofisário-testicular não está 

determinado, a baixa de LH, FSH e testosterona pode ser devido a uma baixa na 

síntese e secreção, e baixa produção pelas células de Leydig, reduzindo a 

esteroidogênese (AKINGBEMI et al., 2004). A desregulação endócrina pode ser 

devido à antagonização ou mimetização dos efeitos dos hormônios naturais; ou por 

interferência na síntese ou em receptores (BAKER, 2001), mas ainda assim não se 

encontra explicação para os altos valores de estrogênio, provavelmente provindos 

da testosterona, pela conversão pela enzima aromatase. Murphy et al. (2006) 

sugerem que um aumento na expressão da aromatase resulta num aumento da 

concentração de estradiol com uma baixa concentração na testosterona causando 

desmasculinização de machos.  

Apesar dos hormônios estrogênios serem considerados principalmente 

femininos, evidências indicam um importante papel desses regulando funções 

reprodutivas masculinas. O papel dos estrogênios nos testículos não é 

completamente entendido, mas sabe-se que ratos deficientes de aromatase se 

tornam estéreis em um período de um ano, assim como ratos deficientes de 

receptores de estrógenos (COUSE; KORACH, 1999; LUCONI et al., 2001; 

ROBERTSON et al., 1999; SMITH et al., 1994; STOCCO; McPHAUL, 2006); e que o 

excesso de estrogênios pode levar a inibição do mecanismo de feedback sobre o 
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eixo hipotálamo-hipofise-gonadas (HEJMEJ et al., 2005). Os andrógenos testiculares 

são necessários para que os órgãos sexuais desenvolvam suas atividades 

fisiológicas, de promoção da fertilidade e garantia de reprodução (CARVALHO et al., 

2002). Nas células, os receptores de andrógenos estão presentes no citosol, e após 

se ligarem ao hormônio translocam-se para o núcleo e estimulam a transcrição de 

genes, modulando a resposta do animal aos estímulos ambientais (KELLER; 

ERSHLER; CHANG, 1996). 

A ação dos hormônios sexuais sobre o SNC provoca mudanças definitivas na 

vida do animal, como é o caso das áreas sexualmente dimórficas, áreas diferentes 

entre machos e fêmeas em vários aspectos, como forma e arranjo celular das 

estruturas encefálicas. Tais mudanças podem ocorrer durante um período crítico 

chamado organizacional, ou sobre animais púberes e adultos (DAMIANI et al., 2005; 

KELLY, 1991). Essas áreas sexualmente dimórficas são um ponto sensível da 

exposição ao BPA e estão localizadas principalmente na área pré-óptica do 

hipotálamo (PERERA et al., 2012). Damiani et al. (2005) demonstraram que lesões 

de qualquer natureza na área pré-óptica reduz a frequência de cópulas. E sabe-se 

que exposição ao BPA perinatalmente leva a alterações organizacionais nas vias 

neuroendócrinas dos núcleos sexualmente dimórficos (HE; PAULE; FERGUSON, 

2012). Autores afirmam que a testosterona regula o número de células da área pré-

óptica do hipotálamo expressando aromatase no núcleo e que a conversão de 

testosterona em estradiol pela aromatase neural aparenta ser pré-requisito para uma 

variedade de efeitos, que inclui ativar o comportamento sexual masculino de ratos 

adultos (BALTHAZART; FOIDART; HENDRICK, 1990). 

Piffer, Garcia e Pereira (2009) demonstraram que machos submetidos a 

intoxicação perinatal a betametasona e avaliados pelo método da arena, com 90 

dias de idade, apresentaram menor tempo total de permanência na zona da fêmea e 

menor escore de preferência por fêmeas, com diminuída concentração de 

testosterona e atraso para a primeira ejaculação e menor número total de 

ejaculações quando comparados a animais controle, sugerindo que houve alteração 

no eixo de diferenciação dimórfica.  
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Hormônios esteroides são produzidos principalmente a partir das células de 

leydig, mas também a partir de uma variedade de tecidos, como o cérebro, e esses 

hormônios agem por múltiplos mecanismos, controlando processos fisiológicos e 

comportamentais, incluindo a reprodução (SOMA et al., 2008). Um composto com 

atividades estrogênicas, a genisteína, demonstra inibir a secreção de testosterona 

por bloquear os receptores de LH e diminuir a ação das proteínas StAR (HANCOCK 

et al., 2009). Alteração da expressão da proteína reguladora da esteroidogênese 

aguda (StAR) por mono-2(etilexil)-ftalato e lindano reduz a esteroidogênese por 

limitar a transferência do colesterol para o interior da mitocôndria, impedindo que a 

enzima citocromo P450 clive esse colesterol e dê início à síntese dos hormônios 

esteróides (SARADHA; VAITHINATHAN; MATHUR, 2008; SVECHNIKOV; 

SVECHNIKOVA; SÖDER, 2008). Tratamento com triclosan altera a esteroidogênese 

por diminuir a concentração de AMPc, resultando em menor expressão da proteína 

StAR (KUMARA; BALOMAJUMDERB; ROYA, 2008). Químicos exógenos podem 

agir como pseudossubstratos na cadeia de esteroidogênese e gerar ROS, inativando 

enzimas (QUINN; PAYNE, 1985), mecanismo que pode estar envolvido na 

toxicidade evidenciada do BPA. 

Oshima et al. (2012) demonstraram que embriões de codornas japônicas 

(Coturnix japônica) expostas in ovo ao BPA sofreram feminilização das gônadas, de 

uma maneira dose independente, alteração essa identificada pela proporção de 

tecido ovariano. Essa alteração pode ser devida à desregulação induzida pelo 

produto nos receptores alfa de estrogênios nas gônadas (MATTSSON; BRUNSTRO, 

2010), pois já foi demonstrado que o BPA interage nos mecanismos de sinalização 

estrogênicos por interagir com os receptores de estrógenos (NACIFF, 2002; 

WETHERILL, 2007), e que o produto interage de forma diferente com os receptores 

alfa e beta de estrógenos (SAKIMURA et al., 2002). Os resultados obtidos para o 

BPA podem então ser devido ao desequilíbrio entre testosterona e estradiol.  

Nossos resultados deixam evidente uma deficiência na espermatogênese, 

esteroidogênese, e alteração no comportamento, com suposta desmasculinização. 
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6 CONCLUSÃO 

A Toxicologia endócrina, uma área voltada para o estudo dos xenobióticos, 

tem atualmente dedicado muita atenção aos efeitos quanto a exposição a 

desreguladores endócrinos. Esse termo foi instituído e aceito pela comunidade 

científica em 1991, e definido, em 1995, como agentes externos que interferem na 

síntese, secreção, transporte, ligação, ação ou eliminação de hormônios naturais do 

corpo, alterando a homeostase, reprodução, desenvolvimento e comportamento 

humano (COLBORN; CLEMENT, 1992; KAVLOCK et al., 1996). 

Desde então, centenas de químicos poluidores do meio ambiente vem sendo 

reportados como potenciais alteradores endócrinos, incluindo compostos sintéticos e 

naturais (KORTENKAMP, 2007; HARRIES et al., 1997), como bifenilas policloradas 

(LONGNECKER; ROGAN; LUCIER, 1997), pesticidas (MCKINLAY et al., 2008) e 

químicos industriais como o ubíquo BPA (VANDENBERG et al., 2007). Apesar da 

dose utilizada nesse trabalho ser acima das doses de exposição humana salienta-se 

que o BPA está presente em muitos materiais de contato do ser humano, e que 

durante a vida ocorre a exposição a vários agentes desreguladores endócrinos que 

vem sendo constantemente acumulados no ambiente. 

Com base nos resultados obtidos por esse estudo, nas limitações e condições 

descritas, conclui-se que o bisfenol A administrado a animais experimentais, por 40 

dias, no período pré-adulto causa: 

a) Dificuldade para a evolução do peso corporal; 

b) Alteração no peso relativo de cabeça e cauda de epidídimo; 

c) Diminuição da concentração de espermatozoides; 

d) Diminuição da atividade mitocondrial na peça intermediária do 

espermatozoide; 

e) Diminuição da integridade de membrana plasmática do espermatozoide e 

integridade de acrossoma; 
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f) Alteração da orientação sexual, por diminuir a preferência por cobaias 

fêmeas receptivas; 

g) Alteração do comportamento sexual, diminuindo a latência para primeira 

monta e intromissão, e o número de ejaculações em um período 

determinado; 

h) Diminuição da produção diária de espermatozoides e baixa na eficiência 

da espermatogênese; 

i) Diminuição da reserva espermática; 

j) Retardo no trânsito epididimário dos espermatozoides; 

k) Diminuição dos hormônios LH, FSH e testosterona no soro; 

l) Aumento do hormônio estradiol no soro; 

A infertilidade masculina é uma síndrome multifatorial que abrange uma 

grande variedade de desordens, as quais podem ser congênitas ou adquiridas 

(CARVALHO et al., 2002), durante as últimas décadas a taxa de infertilidade vem 

aumentando e aproximadamente 10-15% dos casais nos países desenvolvidos são 

considerados como inférteis (FRITZ, SPEROFF, 2011). Tratando-se das 

preocupações sobre a ligação entre a exposição a químicos presentes no ambiente 

e o possível efeito na fertilidade, maiores investigações se fazem necessárias para 

determinar a real significância e mecanismos para esclarecer a ação desses 

compostos. 
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8 ANEXOS 

Anexo A – Carta de aceite do Comitê de Ética. 
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Anexo B - Diluição do BPA  

O produto Bisfenol-A foi preparado da seguinte maneira. 

 

 Dose de 25mg/Kg: 

10 g de BPA em 500mL de óleo de milho. 

 

 Dose de 5mg/kg: 

2g de BPA em 500mL de óleo de milho. 

 

 



77 

 

 

Anexo C – Soluções para ensaio de avaliação da integridade do DNA. 

 TBE 10X: pH 8,00 

-108g de Tris base; 

-55g de Ácido bórico; 

-7,44g de EDTA; 

-q.s.p 1L de Água Destilada. 

 Agarose Low Melting Point (LMP) a 0,5% 

 Agarose Normal Melting Point (NMP) a 1% 

 Tampão de lise Estoque: pH 10,00 

-146,1 g de NaCl; 

-37,22 g de EDTA; 

-1,211g de Tris; 

-q.s.p 1L de Água Destilada. 

NaOH para ajudar a dissolver, pingar gotas e depois ajustar pH. 

 Solução de lise de trabalho: pH 10,00  

-5mL de DMSO; 

-0,3g de DTT; 

-500µL de Triton-X; 

-q.s.p 50mL de Água Destilada. 

 Solução Alcalina: pH 12,1 

-625µL de EDTA 200mM (pH10,00); 

-125,375mL de H2O. 
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Adicionar um pouco de NaOH para ajudar na diluição do EDTA. 

 Proteinase K  

Acrescentar 0,1mg/mL na solução de lise estoque. 


