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RESUMO

O Bisfenol A (BPA) ¢ um plastificante amplamente utilizado que tem sido
extensivamente estudado devido a sua acdo adversa no eixo hipotadlamo-pituitaria-gonadal
(HPG). Bisfeno6is alternativos, como o bisfenol-S (BPS) e o bisfenol-AF (BPAF), foram
desenvolvidos para substituir o BPA. Estudos recentes demonstraram que estes compostos
também podem atuar como desreguladores enddcrinos. Dito isso, o objetivo desta tese foi
estudar os efeitos do BPS e BPAF na reprodu¢do dos machos de zebrafish (Danio rerio) ap6s
exposicao de explantes testiculares (ex vivo) e in vivo. Para tanto, machos adultos de zebrafish
foram expostos aos analogos do BPA, o BPS e o BPAF por 14 dias, em concentragdes
ambientalmente relevantes distintas. Além disso, também realizamos exposi¢do ex vivo
utilizando explantes testiculares tratados com concentracdes crescentes de BPS e BPAF por 7
dias. Em seguida, avaliamos a espermatogénese ex vivo e in vivo por meio de analise
histomorfométrica das células germinativas e de expressdo génica, quantificando uma série de
genes envolvidos na fungdo gonadal. Posteriormente, in vivo, ainda avaliamos os efeitos na
producdo do hormonio androgénico 11-KT e na qualidade espermatica. Além disso, realizamos
reproducdo dos machos expostos com fémeas nao tratadas, e avaliamos possiveis efeitos
intergeracionais nos embrides/larvas, analisando a eclosdo, o desenvolvimento, a sobrevivéncia
e a expressdo génica da prole (F1). Por fim, os mesmos parametros foram investigados em
embrides/larvas diretamente expostos ao BPS ou BPAF. Nossos resultados mostraram pela
primeira vez em peixes um efeito androgénico do BPS na producdo hormonal, elevando a
concentracdo plasmatica do 11-KT. Em relagdo aos testiculos, encontramos desregulacdo da
funcdo testicular, em geral, os tratamentos ex vivo e in vivo com BPS ¢ BPAF alteraram a
expressdo génica de enzimas esteroidogénicas (cypl9ala, star e cyp7al) e enzimas de
regulacdo epigenética. Em relacdo aos dados histomorfométricos, a exposi¢ao ex vivo ao BPS
e ao BPAF reduziu a frequéncia de cistos de espermatocitos primarios em paquiteno. in vivo,
aumentou os cistos meidticos (espermatdcitos) e pos-meiodticos (espermatides), indicando
estimulo para o término da meiose. No grupo BPS, este estimulo levou a uma producao anormal
de espermatozoides. No entanto, o efeito androgénico do BPS nao se refletiu na qualidade do
esperma e na viabilidade dos embrides, que foram impactadas negativamente. Também
observamos ac¢des adversas dos contaminantes na qualidade espermatica, reduzindo a
motilidade. Na geragdo F1, houve um atraso acentuado nas taxas de eclosdo, aumento de
malformagdes e mortalidade. Embrides/larvas diretamente expostos ao BPS ou BPAF nao
exibiram altera¢cdes no desenvolvimento, porém apresentaram estimulo de expressdao de genes
relacionados ao estrogeno (esr1, cypl9alb e vgtl). Ao todo, nossos dados indicam que o BPS
e o BPAF podem ter efeitos epigenéticos e afetar a reprodugao, desregulando a esteroidogénese
e a espermatogénese. O presente trabalho encontrou evidéncias de efeito intergeracional dos
contaminantes na informagao paterna. Este estudo fornece suporte a hipdtese de que o BPS e o
BPAF exercem efeitos epigenéticos e impactam negativamente a reprodugdo, alterando a
esteroidogénese e a espermatogénese. No geral, fornecemos maiores informacdes sobre as
consequéncias dos bisfendis alternativos, BPS e BPAF, na fisiologia e reproducao dos peixes.

PALAVRAS-CHAVE:

bisfenois, BPA, enddcrino, contaminantes, epigenética



ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) is a widely used plasticizer that has been extensively studied due to its
adverse action on the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis. Alternative bisphenols, such
as bisphenol-S (BPS) and bisphenol-AF (BPAF), have been developed to replace BPA. Recent
studies have shown that these compounds can also act as endocrine disruptors. That said, the
objective of this thesis was to study the effects of BPS and BPAF on the reproduction of male
zebrafish (Danio rerio) after exposure to testicular explants (ex vivo) and in vivo. To this end,
adult male zebrafish were exposed to BPA analogues, BPS and BPAF for 14 days, at different
environmentally relevant concentrations. Furthermore, we also performed ex vivo exposure
using testicular explants treated with increasing concentrations of BPS and BPAF for 7 days.
We then evaluated ex vivo and in vivo spermatogenesis through histomorphometric analysis of
germ cells and gene expression, quantifying a series of genes involved in gonadal function.
Subsequently, in vivo, we also evaluated the effects on the production of the androgenic
hormone 11-KT and on sperm quality. Furthermore, we reproduced exposed males with
untreated females, and evaluated possible intergenerational effects on embryos/larvae,
analyzing hatching, development, survival and gene expression of the offspring (F1). Finally,
the same parameters were investigated in embryos/larvae directly exposed to BPS or BPAF.
Our results showed for the first time in fish an androgenic effect of BPS on hormone production,
increasing the plasma concentration of 11-KT. In relation to the testis, we found dysregulation
of testicular function, in general, ex vivo and in vivo treatments with BPS and BPAF altered the
gene expression of steroidogenic enzymes (cypl9ala, star and cyp7al) and epigenetic
regulatory enzymes. Regarding histomorphometric data, ex vivo exposure to BPS and BPAF
reduced the frequency of primary spermatocyte cysts in pachytene. in vivo, it increased meiotic
(spermatocytes) and post-meiotic (spermatids) cysts, indicating a stimulus for the completion
of meiosis. In the BPS group, this stimulus led to abnormal sperm production. However,
androgenic effect of BPS was not reflected in sperm quality and embryo viability, which were
negatively impacted. We also observed adverse effects of contaminants on sperm quality,
reducing motility. In the F1 generation, there was a marked delay in hatching rates, an increase
in malformations and mortality. Embryos/larvae directly exposed to BPS or BPAF did not
exhibit changes in development, but showed stimulation of expression of estrogen-related genes
(esrl, cypl9alb and vgtl). Altogether, our data indicate that BPS and BPAF may have
epigenetic effects and affect reproduction by dysregulating steroidogenesis and
spermatogenesis. The present work found evidence of an intergenerational effect of
contaminants on paternal information. This study provides support for the hypothesis that BPS
and BPAF exert epigenetic effects and negatively impact reproduction by altering
steroidogenesis and spermatogenesis. Overall, we provide further information on the
consequences of alternative bisphenols, BPS and BPAF, on fish physiology and reproduction.

KEYWORDS bisphenols, BPA, endocrine, contaminants, epigenetics
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Introducao geral

"Enquanto eras anteriores da historia humana podem ser
amplamente definidas por um Gnico metal ou liga (ou seja,
Idade do Ferro ou lIdade do Bronze), as composicoes
materiais das tecnologias emergentes de hoje abrangem
quase toda a tabela periddica e estdo em constante evolucéo”
(Gulley et al., 2018)
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1.1 Contaminantes ambientais de preocupacio emergente

Durante a primeira revolugao industrial, ocorreu uma extensa polui¢ao, que resultou em
um aumento significativo na contaminag¢ao de ambientes aquaticos por metais (Candelone et
al., 1995). Apds a Segunda Guerra Mundial, houve uma disseminagdo global da contaminagao
por compostos quimicos sintéticos (Colborn et al., 1993), tais como desreguladores enddcrinos,
pesticidas e solventes organicos (Ma et al., 2019; Lo Nostro et al., 2023). Durante a Guerra fria,
surge o primeiro provavel relato a respeito da consciéncia da "emergéncia” dos contaminantes
ambientais emergentes, atribuido a Rachel Carson em seu livro “Silent Spring” de 1962
(Carson, 1962). Onde foi demonstrado de forma convincente que o uso generalizado do
diclorodifeniltricloroetano (DDT) para eliminar mosquitos e outras pragas levou a morte e ao
desaparecimento de diversas aves (Sauvé & Desrosiers, 2014). Apesar das criticas recebidas
pela autora por parte de empresas quimicas (Paull, 2013), anos de pesquisa a frente confirmaram
suas alegacdes ¢ levaram ao banimento do pesticida. O impacto do livro nos governos, na
industria e na sociedade civil foi imediato e substancial, sendo considerado um marco ao
destacar a mensagem reveladora de que produtos quimicos podem ser problematicos e

prejudiciais ao meio ambiente (Paull, 2013, Sauvé & Desrosiers, 2014).

Desde entdo, contaminantes ambientais de preocupacdo emergente, os “contaminantes
emergentes” (ECs), incluem um conjunto diversificado de milhares de substancias quimicas
que até agora estavam em grande parte fora do ambito de monitoramento e regulamentacao
(Yan et al., 2010). Sauve & Desrosiers (2014) definiram produtos quimicos como
contaminantes de “interesse ou preocupacdo” emergente/recente (contaminantes emergentes)
se tiverem sido medidos - ou suspeitos de estarem presentes - em varios compartimentos do
meio ambiente, e sua toxicidade alterar o metabolismo dos organismos (Lo Nostro ef al., 2023)
Esta categoria de contaminantes que tem sido amplamente distribuida no ambiente e tem atraido
a atencdo de um grupo amplo de pessoas como cidadaos, cientistas e engenheiros, agéncias
estaduais e federais, grupos ambientalistas, grupos industriais e de mercadorias, reguladores e
outros. Esses contaminantes sdo predominantemente produtos quimicos antropogénicos nao
regulamentados que ocorrem no ar, solo, dgua, alimentos e tecidos humanos/animais, sendo
persistentes no ambiente e capazes de perturbar a fisiologia dos organismos e seus receptores

alvos (Yan et al., 2010).

As classes proeminentes de contaminantes de preocupagdo emergente incluem produtos

farmacéuticos e de cuidados pessoais, surfactantes e seus produtos de degradagdo,
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plastificantes, retardadores de chama, pesticidas e nanomateriais (Yan et al., 2010; Salimi et al.,
2017). Além disso, as estagcdes de tratamento de esgoto ndo foram projetadas para remover
especificamente contaminantes de preocupacao emergente, o que permite que essas substancias
passem pelo sistema de tratamento sem serem efetivamente eliminadas pelos mecanismos de
remocao (Farto et al., 2021). Além disso, diversos estudos relatam a bioacumulagdo destes
compostos em macro invertebrados, assim como em outros organismos na cadeia alimentar
aquatica e no homem (Rochester & Bolden, 2015; Wang et al., 2017; Previsic et al., 2020; Pan
et al., 2020; Farto et al., 2021). No Brasil, a ocorréncia de diversos contaminantes de
preocupagdo emergente em aguas deste territorio ¢ uma realidade, como exemplo, ja foram
detectados plastificantes, farmacos, hormonios dentre outras classes de compostos quimicos

(Lima et al., 2017; Lima et al., 2018; Farto et al., 2021).

1.2 Desreguladores enddcrinos

Alguns dos contaminantes de preocupagdo emergente sdo reconhecidos como
desreguladores endocrinos (EDCs) (Yan et al., 2010). E bem reconhecido que os EDCs
representam um risco potencial para a vida selvagem e a saide humana em escala global
(Kumar et al., 2020). Desreguladores enddcrinos estdo presentes em nosso meio ambiente,
alimentos e produtos voltados ao consumo, € podem perturbar o equilibrio hormonal e resultar
em efeitos adversos a saude (Vethaak & Legler, 2013). O conceito de EDC foi proposto em
1991 durante uma conferéncia em Wingspread (Wisconsin, USA), onde um grupo de cientistas
reuniu diversos efeitos prejudiciais associados ao uso intensivo de pesticidas na agricultura,
tanto sobre a vida selvagem quanto em seres humanos (Vandenberg et al., 2009; Fenichel et al.,
2013). Na conferéncia, foi acordado adotar o termo "disruptor endocrino" para descrever uma
classe de substancias quimicas, incluindo aquelas que atuam nos receptores de estrogénio,
receptor de androgeno, receptor de hormonio tireoidiano e outros. Desde entdo, essa defini¢cao
evoluiu e o campo se expandiu incluindo centenas de outros produtos quimicos (Vandenberg et

al., 2009)

A definigdo exata de disruptor endocrina varia com a organizacao (Lee et a/ 2021). Por
exemplo, a agéncia de Prote¢do ambiental dos Estados Unidos, USEPA, define o termo como
“agente exogeno que interfere na sintese, secre¢do, transporte, ligagdao, agao ou eliminacao de
hormonios naturais que sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase, reprodugdo,

desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos™. A Sociedade de Endocrinologia define
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como "~ um quimico exdgeno, ou uma mistura de produtos quimicos, que podem interferir com
qualquer aspecto da acdo de um hormonio”. Uma defini¢do mais completa, pode ser encontrada
em Lo Nostro e colaboradores, 2023, aqui transcrita “"Um contaminante pode ser classificado
como um produto quimico EDC se atuar em nivel celular ou molecular, interagindo com a
ativagdo ou antagoniza¢do de receptores hormonais, alterando a expressdo de receptores
hormonais, alterando a transdugdo de sinal em células responsivas a hormonios, induzindo
modificag¢oes epigenéticas em células produtoras de hormonios ou responsivas a hormonios,
ou modificando a sintese, distribui¢do, niveis circulantes, transporte através de membranas ou
metabolismo de hormonios”. Centenas de produtos quimicos naturais ou produzidos pelo
homem atendem a esses critérios e sdo conhecidos ou suspeitos de interferir na regulacao
fisiologica e endocrinolédgica da reproducgdo (Lo Nostro ef al., 2023) sendo relatados efeitos no
sistema enddcrino de mamiferos, aves, répteis, peixes, anfibios e invertebrados (Vethaak &
Legler, 2013). Portanto, os produtos quimicos que podem atuar como EDCs sdo especialmente
preocupantes a saude, uma vez que podem alterar as vias enddcrinas, incluindo aquelas que
controlam a reproducao (Delbes et al., 2022; Lo Nostro ef al., 2023). Dentre os varios tipos de

EDCs, os bisfenois estdo entre os contaminantes mais utilizados, sendo o foco desta tese.

1.3 O processo espermatogénico

A espermatogénese € um processo altamente conservado, organizado e complexo, no
qual células indiferenciadas - as espermatogonias tronco - sdo responsaveis por transmitir o
material genético de um individuo para a proxima geragao, apos sucessivos ciclos de mitose e
meiose (Hess & Franca, 2008; Schulz et al., 2010). As espermatogdnias tronco sdo, portanto,
as unicas células tronco do organismo capazes de contribuir na formagao do material genético

da prole, ao se diferenciar em milhares de espermatozoides.

O processo espermatogénico ¢ dividido em trés grandes fases: a fase espermatogonial,
proliferativa ou mitotica, caracterizada por rounds sucessivos de duplicagdo mitotica das
espermatogoOnias (ou seja, espermatogonias indiferenciadas incluindo as células tronco, e
espermatogonias diferenciadas); fase espermadtica ou meiotica, na qual os espermatdcitos
realizam as duas divisdes meidticas originando as células espermatides haploides; e a terceira
fase, espermiogénica, onde as espermatides emergindo da meiose se diferenciam em
espermatozoides flagelados (Nobrega et al., 2009; Schulz et al., 2010; Nobrega & Lareyre,
2024) (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo da espermatogénese do zebrafish, partindo das espermatogonias indiferenciadas do tipo
A até espermatozoides, ao longo das trés fases do processo espermatogénico: espermatogonial, proliferativa ou
mitdtica; meidtico ou espermadtica e espermiogénica. As micrografias mostram as principais caracteristicas de cada
tipo celular, embora haja uma variacdo em sua morfologia e tamanho. Espermatogénias indiferenciadas* tipo A
(Auna™) (células-tronco?); espermatogdnias indiferenciadas tipo A (A..g); espermatogonias diferenciadas tipo A
(Auaip); espermatogonias tipo B (B); auto-renovagdo (setas curvas); mitose (m); espermatides iniciais (E1);
espermatides intermedidrias (E2); espermatides finais (E3); e espermatozoides (SZ). Auna+ © Auna s80 células
isoladas, enquanto Ay, B (inicial) e B (tardio) sdo agrupados. O primeiro ponto de interrogagado (?) indica uma
davida se Ayng € Aund S80 separados por uma mitose ou representam diferentes estagios do mesmo ciclo celular,
enquanto o segundo ponto de interrogagdo indica incerteza em relagdo a “stemness” de A,.q (Retirado de Schulz

et al., 2010).

As espermatogoOnias tronco residem em um microambiente especifico no testiculo
denominado de nicho espermatogonial (Oatley & Brinster, 2008; De Rooij, 2009). Tanto em
peixes como em mamiferos, o nicho ¢ composto por dois tipos celulares, as células da linhagem
germinativa e as células somaticas. A linhagem germinativa ¢ formada pelas espermatogonias
tronco e as c€lulas originadas a partir delas. As células somaticas que constituem o nicho sdo:
as cé€lulas de Sertoli, as peritubulares mioides, c€lulas de Leydig e as células endoteliais

(Nobrega et al., 2010). As células somdticas dao suporte estrutural e criam um cenario
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molecular propicio para a sobrevivéncia, manuteng¢ao e atividade das espermatogdnias tronco.
As células de Sertoli estdo localizadas no interior do compartimento germinativo em intimo
contato com as espermatogénias tronco. Em amniotas (répteis e mamiferos), as
espermatogoOnias tronco estdo localizadas no compartimento basal, apoiadas sobre uma
membrana basal, e circundadas adjacentemente por células de Sertoli (Figura 2A) (McLean
2005; De Rooij, 2006). Ja em anamniotas (peixes e anfibios), as células de Sertoli circundam
completamente uma espermatogonias tronco, formando uma estrutura, conhecida como
espermatocisto ou cisto (Figura 2B) (Schulz et al., 2010; Nobrega & Lareyre, 2024). Nestes
vertebrados, as espermatogdnias tronco ndo estdo apoiadas sobre a membrana basal (Nobrega
etal.,2010).
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Figura 2. Comparacdo entre a espermatogénese em estadios de amniotas (répteis, aves, mamiferos) (A) e
espermatogénese cistica dos anamniotas (peixes, anfibios) (B). A Figura ilustra as diferencas entre a relagdo célula
de Sertoli/célula germinativa na espermatogénese em estadios e cistica. Em A, uma tnica célula de Sertoli suporta
ao mesmo tempo diferentes “clones” de células germinativas em diferentes fases de desenvolvimento. Enquanto
em B, a célula de Sertoli suporta apenas um “clone” em uma mesma fase de desenvolvimento por vez. Células de
Sertoli (SE); lamina basal (BL); células peritubulares midides (MY), células de Leydig (LE), espematogonia (SG);
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espermatocito (SC); espermatide arredondada (RST); espermatide alongada (EST); espermatogdnia do tipo A
indiferenciada* (A..«*) (célula tronco?); espermatogonia do tipo A indiferenciada (A.nq); espermatogdnia do tipo
A diferenciada (Adiff); espermatogonia do tipo B (B early-late); espermatocitos primarios em leptoteno/zigoteno
(L/Z), paquiteno (P), diploteno/metafase I (D/MI); espermatdcitos secundarios/metafase II (S/MII); espermatides
iniciais (E1); intermediarias (E2); finais (E3); espermatozéides (SZ); ¢ vasos sangiiineo (BV) (Retirado de Schulz

et al.,2010).

Além do suporte estrutural, as células de Sertoli também sdo responsaveis por integrar
sinais enddcrinos, traduzindo-os em fatores de crescimento e fornecendo suporte estrutural e
nutricional para as células germinativas (Lacerda et al., 2012; Nobrega & Lareyre, 2024). As
células peritubulares midides envolvem os tdbulos seminiferos e providenciam suporte
estrutural a estes. Estas células também secretam fatores de crescimento e componentes de
matriz extracelular, indicando importante papel destas células na regulacdo das
espermatogdnias tronco (Skinner et al., 1985; Maekawa et al., 1996; Chen et al., 2016a). As
células de Leydig, encontradas no compartimento intersticial, tem como funcdo produzir
esterdides sexuais (androgenos) e fatores de crescimento (Chen et al., 2017). As células
endoteliais produzem fatores de crescimento (regulacdo angidcrina) e fornecem o aporte

nutricional, tensdo de oxigénio e enddcrino.

1.4 O eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal (HPG) e mecanismos regulatorios da
espermatogénese

O eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal (HPG) ¢ um regulador crucial das fungdes
reprodutivas, e compartilha os mesmos componentes reguladores principais em todos os
vertebrados (Lo Nostro ef al., 2023). O eixo ¢ formado por um centro regulador cerebral, o
hipotalamo, que produz o hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH), atuante na glandula
pituitaria ou hipofise (Thompson & Kaiser, 2014; Rohrbasser et al., 2016). Na pituitaria, o
GnRH regula a liberagao das gonadotropinas Fsh e Lh, que, por sua vez, controlam o

desenvolvimento gonadal, gametogénese e esteroidogénese (Borella et al., 2020) (Figura 3).
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Figura 3. Representagdo esquematica do eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal (HPG) mostrando seus principais

elementos, assim como sua regulagdo (Retirado de Cottone et al., 2013).

A espermatogénese em vertebrados é regulada principalmente por gonadotropinas e
esteroides sexuais que sdo 0s principais hormonios reprodutivos. Em mamiferos, o FSH atua
exclusivamente em seus receptores presentes nas células de Sertoli (Heckert & Griswold, 1991
e 1993), estimulando a auto-renovacdo das espermatogdnias tronco através do GDNF (glial-
derived neutrophic factor), uma proteina pertencente a superfamilia TGF-p (transforming
growth factor) produzida pelas células de Sertoli (Yomogida et al., 2003; Savitt et al., 2012;
Doretto et al., 2022). Enquanto o LH, atraves do seu receptor, regula a producdo de andrdgenos
nas células de Leydig (Heckert & Griswold, 1991 e 1993).

Em teledsteos, tanto as células de Sertoli quanto as células de Leydig apresentam
receptores para o Fsh (Ohta et al., 2007; Chauvigne et al., 2012; Nobrega et al., 2015). O
receptor de Fsh (Fshr) em peixes também pode ser estimulado pelo Lh (promiscuidade do

receptor), entretanto requer altas concentracdes de Lh que ocorrem em situagdes fisioldgicas
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especificas como nas épocas de desova (final do ciclo reprodutivo) (Schulz et al., 2010).
Teoricamente, o receptor de Lh (Lhr) também pode ser ativado pelo Fsh, mas em concentracdes
acima dos niveis fisioldgicos, podendo ser considerados Lh especifico (Andersson et al., 2007;
Schulz et al., 2010). O Fshr presente nas células de Leydig torna o Fsh um estimulante da
androgénese, em particular da producdo do 11 Keto-testosterona (11-KT) (Ohta et al., 2007,
Garcia-Lopez et al., 2009; Schulz et al., 2010).

A sintese das diferentes classes de esteroides gonadais ocorre a partir do colesterol, que
¢ transportado para a membrana interna da mitocondria pela enzima Star (proteina
esteroidogénica regulatéria aguda). A conversdo subsequente do colesterol depende
principalmente de trés enzimas da superfamilia do citocromo P450. A primeira dessas enzimas
esteroidogénicas P450, o citocromo P450scc (Cypllal), realiza a clivagem da cadeia lateral do
colesterol, dando origem a pregnenolona. A producéo de pregnenolona pelo P450scc é limitada
pela taxa de colesterol disponivel (Young et al., 2005). A partir da pregnenolona, se inicia todo
0 processo esteroidogénico, onde diversas cascatas de enzimas resultam na sintese de esterdides
ativos, como a testosterona, 11-KT, 17-B estradiol (E2) e os corticoides. (Rajakumar et al.,
2020) (Figura 4).
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Figura 4. Biossintese dos hormonios esteroides nas gonadas de peixes teledsteos (Adaptado de Young et al., 2005).

Nos teledsteos, os principais andrégenos circulantes sao 11-KT e a testosterona (T), e

seus niveis tém correlacdo com o tamanho dos testiculos (Weltzien et al., 2002; Lo Nostro et
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al., 2023). O 11-KT é um dos principais hormdnios androgénicos em peixes teledsteos e indutor
da espermatogénese (Miura et al., 1991; Cavaco et al., 1998; Miura & Miura, 2003; De Waal
et al., 2008; Zheng et al., 2020). O 11-KT promove a diferenciacdo dos estagios finais do
processo espermatogénico, estimulando os cistos meioticos e pos-meidticos (Cavaco et al.,
1998; Miura & Miura, 2003; Leal et al 2009). O 11-KT é produzido a partir da testosterona, por
acao da enzima 11B-HSD (11p-hidroxiesteroide desidrogenase). A testosterona também pode
ser convertida em E2 via Cypl19al (Aromatase) (Park et al., 2022) (Figura 5). O E2 também &
atuante na espermatogénese, favorecendo a proliferacdo das espermatogbnias ao promover a
producdo de fatores de crescimento pelas células de Sertoli (Yaron & Levavi-Sivan, 2011).
Além disso, 0 E2 reprime os cistos mais diferenciados, por induzir insuficiéncia de andrégenos
(Assis et al., 2018; De Waal., 2009). Desta forma, qualquer desequilibrio nos niveis de
esteroides gonadais pode afetar a performance reprodutiva (Park et al 2022) e o processo

espermatogénico.
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Figura 5. Conversdao da testosterona em 11-Ketotostosterona (11-KT) pela enzima 11pB-hidroxiesterdide

desidrogenase (11B-HSD) ou estradiol via enzima Cyp19al (Aromatase) (Adaptado de Park ef al., 2022).

1.5 Bisfenol A (BPA)

Em 1891, Alexander Pavlovich Dianin, um quimico russo, foi o primeiro a descrever o
potencial artificial do polimero BPA (Ji et al., 2021; Nawaz et al., 2021; Kawa et al., 2021). A
partir de entdo, desde 1950, o bisfenol A (2,2-bis(4-hydroxyphenyl) propane; BPA) vem sendo
utilizado como componente chave na producao de plésticos policarbonatos (Forner-Piquer et
al., 2019). O BPA teve producdao massiva a partir de 1960, e sua fabricagdo segue crescente

(Arancio et al., 2019). O polimero do BPA ¢ leve, transparente, resistente ao calor e quase
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indestrutivel, sendo considerado um dos compostos quimicos com maior versatilidade
utilizados mundialmente na industrial quimica (Nawaz et al., 2021). Atualmente, esta na lista
de poluentes relacionados a desregulagao endocrina (Nawaz et al., 2021), e pode ser encontrado
em mamadeiras, recipientes de armazenamento de alimentos, garrafas plasticas, equipamentos
de laboratdrio, artigos esportivos, papel térmico (papel recibo), eletrodomésticos entre outros
(Departamento de Saude e Servicos Humanos, 2005; Rubin, 2011; Shi ez al., 2017). No entanto,
de forma preocupante, a liberagdo do BPA dos plasticos que compdem ¢ conhecida desde o
inicio dos anos 90 (Crain et al., 2007). Diversas pesquisas também demonstraram que o BPA ja

foi detectado em diferentes matrizes ambientais, como agua, sedimentos, solo, biomassa e ar

(Careghini et al., 2015; Xing et al., 2022).

Como consequéncia desta superexposicao, o BPA pode ser detectado em mais de 90% as
populacdes dos EUA e da Europa (Lin ef al., 2023). As formas pelas quais os humanos estdo
expostos ao BPA incluem ingestao oral, inalacdo de poeira e absor¢ao dérmica, sendo a via oral
a mais predominante (Lin et al., 2023). No Brasil, devido aos estudos sobre as consequéncias
da exposi¢do ao BPA, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) proibe, desde
janeiro de 2011, a importacao e producao de mamadeiras de policarbonato (com BPA) por meio
de Resolugdo RDC n. 41/2011. No entanto, em relagdo a fabricagdo de outros produtos, ndo ha
proibigdo. A legislacdo brasileira estabelece limite maximo para transferéncia de BPA para
alimentos (Limite de migragdo especifica), conforme determinado por estudos toxicologicos
realizados por organismos internacionais como o FEuropean Food Safety, Relatério da
Autoridade e Relatorio da Organizacao Mundial da Saude (Ministério da Satde, 2020), sendo
o limite estabelecido pela resolu¢do da ANVISA/DC N ANVISA/DC N- 88 de 29/06/2016 ¢ de
0,6 mg/kg de alimento (Santos et al., 2024). Contudo, em outras partes do mundo, como
Canada, alguns estados dos EUA e paises da Unido Europeia, o BPA esta sujeito a restri¢des
em diferentes setores comerciais (Comissao Europeia, 2011; Departamento de Agricultura,
2012; Administracao de Alimentos e Medicamentos dos EUA, 2018; Governo do Canada, 2018;
Santos et al., 2024).

O BPA ¢ um composto organico formado por dois anéis fendlicos conectados a uma
acetona (Mutseyekwa et al., 2017) (Por isso a letra "A™ ao final do nome). Esta estrutura fendlica
ajuda o BPA a se associar aos ER (Vandenberg et al., 2009; Kawa et al., 2021). Assim, essa
semelhancga estrutural entre o BPA e o E2 (Figura 3) o estabelece como um desregulador

enddcrino em muitos sistemas onde o estrogénio ¢ um regulador chave, como no sistema
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reprodutivo. (Wehbe et al., 2020). Por essa razdo, o BPA ¢ conhecido como xenoestrégeno

(Ben-Jonathan & Steinmetz, 1998; Kawa ef al., 2021).

1.6 O BPA e seus efeitos como desregulador endécrino e na reproduciao masculina

O BPA atua principalmente como agonista parcial dos receptores de estrogeno (ERa e
ERP) (Wetherill et al., 2007; Delfosse et al., 2012; Moon et al., 2019). Assim, o BPA ¢ capaz
de afetar o eixo HPG e impactar a sintese de esteroides (Eladak et al., 2015., Lan et al., 2017,
Ullah et al 2018a, Li et al., 2021), a espermatogénese (Xie ef al., 2016; Ullah et al., 2018b;
Gonzalez-Rojo et al.,2019; Lomb6 & Herraez , 2021) e uma ampla série de fungdes fisioldgicas
(Maftini et al., 2006; Rubin, 2011; Harnett et al., 2021; Lee et al., 2021). Alguns efeitos
associados ao BPA em humanos incluem doencas cardiovasculares, cancer, aborto espontaneo
dentre outras (revisado em Rubin, 2011). Além disso, a exposi¢ao uterina ao BPA foi associada
areducao do peso dos bebés ao nascer (Miao et al., 2011), alteragdes no comportamento infantil
e no neurodesenvolvimento (Braun et al., 2011; Perera et al., 2012), e ao parto prematuro
(Cantonwine et al., 2010). Em relacdo ao sistema reprodutivo masculino, alguns efeitos
associados ao BPA em humanos sao: a diminui¢ao da qualidade seminal (Meeker et al., 2010;
Liet al., 2011; Chen et al., 2022) e danos ao DNA nos espermatozoides (Meeker et al., 2010;
Kiwitt-Cardenas et al., 2021).

Em roedores machos, a maioria dos estudos sobre a exposicdo ao BPA e seus efeitos
reprodutivos confirmaram essas atividades desreguladoras do sistema endocrino (Minguez-
Alarcon et al., 2016). Em ratos adultos, foi demostrado que a exposi¢ao a 50 ug/L de BPA por
48 semanas, via oral, reduziu a producdo espermatica e as concentragdes plasmaticas de
testosterona; por outro lado, o estradiol foi estimulado (Ulla et al., 2018). Além disso, ratos
recém-nascidos expostos a administracdes subcutaneas de 0,01; 0,1 e 5 mg/kg/dia de BPA
durante 21 dias, apresentaram aumento significativo no niumero de célula germinativas que
sofreram apoptose e proliferacdo anormal, com células estacionadas em meiose (Xie ef al.,
2016). Em machos de camundongos, a injecdo de 20mg/kg/dia de BPA por 7 dias, também
resultou em sintese reduzida de testosterona (LI et al., 2021). Dobrzynska & Radzikowska
(2012) demonstraram que camundongos submetidos a concentragdes de 10 e 40 mg/kg/dia (via
oral) por 2 semanas apresentaram queda de produgdo espermadtica e motilidade. Por fim,
também foram relatados danos no DNA dos espermatozoides de ratos e camundongos em

diversas condi¢des experimentais (Revisado em Minguez-Alarcon et al., 2016)
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Evidéncias indicam que o BPA induz feminilizagdo durante o desenvolvimento das
gonadas em diversos organismos, como peixes, repteis € aves (Crain et al., 2007). Em peixes,
também foram relatados efeitos nocivos ao sistema reprodutivo. Machos de peixes-palhago
(Amphiprion ocellaris) alimentados duas vezes ao dia com 100 pg/kg de BPA por 1, 3 e 6 meses,
apresentaram odcitos vitelogénicos nos testiculos e aumento da concentracdo plasmatica de
vitelogenina (Vtg) (Gonzalez et al., 2021). Em fathead minnow (Pimephales promelas) a
exposi¢ao a uma concentracao variando de 1 a 1280 ug/L de BPA por 164 dias levou a alteragao
da propor¢ao de cistos espermatogenicos, sugerindo inibicdo da espermatogénese (Sohoni et
al., 2001). Da mesma forma, em zebrafish, um curto periodo de exposi¢do (12h) a 10 pM e 10
uM de BPA, foram reportados apoptose dos espermatocitos e diminui¢do na proporcao da area
de superficie de espermatides e espermatozodides (Batista-Silva ef al., 2022). Em truta-marrom
(Salmo trutta f. fario) expostas a 1.75 and 2.40 pg/L de BPA em diferentes periodos
reprodutivos, ocorreu redugdo da qualidade espermatica, prejudicando a quantidade, motilidade
e velocidade dos espermatozoides (Lahnsteiner et al., 2005). Por fim, zebrafish submetidos a
diferentes concentragdes de BPA e em diversos tempos de exposi¢dao, também apresentaram
redugdo da producgdo e motilidade dos espermatozoides (Chen et al., 2017; Silveira et al., 2019;

Mostari et al., 2022).

Outros efeitos observados em peixes incluem modificagdes transgeracionais que podem
afetar a expressao de genes envolvidos na reproducdo e na regulagdo epigenética nas geracoes
F1, F2 e F3 (Santangeli ef al., 2019). Também foram registradas alteragdes em marcadores
epigenéticos nos testiculos (Gonzalez-Rojo et al., 2019), variacdes no comportamento das
larvas, como ansiedade (Kinch et al., 2015), neurotoxicidade (Gyima et al., 2021) e

agressividade (Gonzalez et al., 2021), além de altera¢des no desenvolvimento (Lee et al., 2021).

1.7 O desenvolvimento de substitutos ao BPA

Os extensos efeitos adversos associados ao BPA na saide humana e vida animal levaram
a producdo de compostos alternativos ao uso do BPA. Esses compostos com estrutura
semelhante (andlogos) foram criados com o objetivo de substituir o BPA e, assim, reduzir os
impactos ambientais € na saude publica (Shamhari et al., 2021). Foram identificados 33
diferentes tipos de BPA alternativos (Keminer et al., 2020), sendo o bisfenol S (BPS), bisfenol
AF (BPAF) e bisfenol F (BPF) (Figura 6) os andlogos mais comuns (Arancio et al., 2019; Qiu
et al., 2021; Shambhari et al., 2021; Czarny-Krzyminska et al., 2023). Assim como o BPA, os
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bisfendis alternativos sdo compostos organicos frequentemente usados para a produgdo de
plasticos, revestimentos e resina (Rifa & Lavado, 2024). O BPA e os bisfenois analogos podem
dissociar-se dos materiais que compdem e serem transferidos para o meio ambiente e a biota
(Choi & Lee, 2017; Wang et al., 2017). Esta transferéncia pode ocorrer através do aumento da
temperatura, luminosidade e/ou pela degradacdo natural do produto ao longo do tempo (Gupta
et al., 1996; Cao et al., 2013; Fang et al., 2019). Organismos aquaticos, como 0s peixes, sao
diretamente contaminados pelas aguas (bioacumulagao) provenientes de processos industriais
e outras agdes antropicas de descarga de poluentes e, consequentemente, contaminam outros
seres vivos através da cadeia alimentar (biomagnificagdo) (Wei et al., 2011; Wang et al., 2017.
Barboza et al., 2020). Portanto, os BPs possuem caracteristicas que geram grande preocupagao
dada a exposi¢@o continua a estes compostos. (Wang et al., 2017; Fang et al., 2019; Barboza et
al.,2020; Lo Nostro et al., 2023). Dentre os BPs, o0 BPS e o BPAF estdo entre os andlogos mais
utilizados (Shambhari ef al., 2021; Qiu et al., 2021), também sendo encontrados no meio
ambiente. Além disso, estudos com estes analogos demonstraram que ambos podem apresentar
efeitos semelhantes ou até mais nocivos que o BPA, por também apresentarem atividade
estrogénica (Matsushima et al., 2010; Chen et al., 2016b; Mu et al., 2018; Karrer et al., 2018).

Por conta disso, esses dois andlogos foram alvos do presente estudo.
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Figura 6. Estruturas quimicas do estrogénio, bisfenol A (BPA) e os principais bisfendis alternativos ao BPA:

bisfenol S (BPS), bisfenol AF (BPAF) e bisfenol F (BPF) (Modificado de Winz & Suh, 2021).

1.8 Bisfenol S (BPS)

O Bisfenol S (4-hidroxifenilsulfona; BPS) compartilha uma estrutura muito semelhante
ao BPA, tendo como diferenga a substitui¢do do grupo acetona por um grupo didéxido de enxofre
(SO») (Figura 6) (Usman & Ahmad, 2016). E um composto comumente utilizado em colas
epoxi, enlatados, papéis térmicos de recibos, embalagens de alimentos, jornais e etc (Ji ef al.,
2013; Tumu et al., 2023). O BPS ¢ mais estavel em relagdo a altas temperaturas e luminosidade
em comparacao ao BPA, substituindo-o em algumas aplicac¢des industriais (Liao et al., 2012a;
Choi & Lee, 2017; Fang et al., 2020). Face as restri¢des impostas ao BPA, a utilizacdo do BPS
tem intensificado, o que levou a producao global de 52 mil toneladas de BPS em 2022, e a
estimativa de chegar a 81,21 mil toneladas em 2032 (Oliveira et al., 2024). Apesar disso, o BPS
ainda tem concentracdes ambientais mais baixas em comparagdo ao BPA, devido a sua menor

producdo mundial. No entanto, como ¢ o principal substituto ao BPA (Mornagui ef al., 2019),
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além de ser mais resistente a degradacdo, ¢ razoavel projetar que sua concentragdo ambiental
podera ultrapassar a concentragdo do BPA (Qiu et al., 2019), sendo assim uma fonte de

preocupacao para as agéncias de saude.

O BPS ja apresenta significativa detec¢do ambiental, estando presente em sedimentos,
poeiras de residéncias e aguas de superficie (Qiu et al., 2019). Em ambientes aquaticos, ¢
relatada a presenca de BPS tanto em agua doce como salgada, estando presente inclusive no
Artico (Nejumal ef al., 2018). Em alguns locais da Asia, como o Rio das Pérolas (China) e o
Adyar River (India), o BPS ja ultrapassou a concentragio de BPA (Yamazaki et al., 2015),
mostrando seu relevante potencial de acimulo. Nao obstante, estudos sobre seus efeitos ainda
sdo incipientes. O BPS estd atualmente autorizado sob o regulamento europeu (UE) n.° 10/2011
para ser utilizado como mondmero em materiais plasticos em contato com alimentos, com um
limite de migracao especifica (Specific Migration Limit; SML) de 0,05 mg/kg (European Food
Safety Authority; EFSA). Foram encontrados poucos registros de restri¢gao ou proibi¢ao de uso,
a exemplo a Suiga em 2019, proibindo o uso de BPS em papéis térmicos em concentracdes
superiores a 0,02%. No Brasil, o BPS segue sem determinacao de limites de migragao especifica
para o alimento (Santos et al., 2024), bem como ndo ha exigéncias para os niveis maximos de
BPS (e outros bisfendis) na agua potavel. No entanto, devido a preocupagdes com a satde,
espera-se que este composto seja incluido em futuras revisdes da legislagdo. (Oliveira et al.,

2024).

Ja ocorre exposicdo generalizada ao BPS em 7 paises asiaticos e nos EUA, onde a
absor¢dao dérmica didria do BPS foi estimada em 4.18 ng/kg de peso corporal/dia para a
populagdo em geral e 312 ng/kg de peso corporal/dia para individuos expostos
ocupacionalmente (em decorréncia do trabalho) (Liao ef al., 2012a). Em amostras de urina dos
EUA, India, Japao, Coreia do Sul, Kuwait, Maldsia e Vietnam, o BPS foi detectado em todos
os paises, estando presente 81% das amostras, com uma ingestdo didria estimada média (EDI)
de 0,93 pg/dia; estes resultados indicam a substituicdo do BPA pelo BPS nestes paises (Liao et
al., 2012b; Usman & ahmad, 2016), sendo detectado em urina humana em frequéncia similar
ao BPA (Rochester & Bolden, 2015). Além de presenca na urina, o BPS também foi detectado
em amostras humanas de sangue (Fu et al., 2024), leite materno (Iribarne-Duran et al., 2022) e

placenta (Pan et al., 2020).
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1.9 O BPS e seus efeitos como desregulador enddcrino e na reproducio masculina

Dada a semelhan¢a estrutural com o BPA, o BPS também ¢ considerado um
desregulador enddcrino xenoestrogénico capaz de se ligar aos receptores de estrogeno
(Mornagui et al., 2019; Mu et al., 2018), apresentando efeitos prejudiciais ao sistema endocrino
de diversos organismos (revisado por Shambhari et al., 2021; Lee et al., 2021). Em comparagao
com os numerosos estudos sobre as toxicidades do BPA, os efeitos fisioldgicos associados ao
BPS sdao menos compreendidos (Wu et al., 2018). A revisao de Rochester & Bolden (2015),
aponta o BPS como um desregulador enddcrino que pode trazer riscos potenciais para a saude
quase na mesma ordem de grandeza que o BPA. Em humanos, Ghayda e colaboradores (2019)
demonstraram uma associagdo negativa entre BPS e a qualidade do sémen, visto que homens
com concentracdes detectdveis de BPS em amostras de urina apresentaram parametros de

qualidade de sémen mais baixos.

Em diferentes modelos experimentais, o BPS tem impactos consideraveis no sistema
reprodutor masculino. Em mamiferos, ratos tratados por via oral com 50 pg\L do BPS diluidos
em agua por 48 semanas, mostraram reducdo da produgdo didria de espermatozoides,
diminui¢ao da motilidade espermatica, além de testosterona reduzida e estradiol elevado (Ullah
et al., 2018a). Corroborando este achado, ratos tratados com ingestdo de 50 mg/kg/dia do BPS
por 28 dias, apresentaram redu¢ado de testosterona (Ullah et al., 2018b), diminui¢do na produgao
de espermatozoides e danos ao DNA do espermatozoide (Ullah et al., 2017). Rimnacova e
colaboradores (2020) também encontraram indicios de danos ao DNA nos espermatozoides de
camundongos apds exposicao a diferentes concentragdes do BPS (0.001, 1.0, ou 100 pg/kg/dia)
por 8 semanas. Notaram elevacdo nos niveis da proteina histona YH2AX (marcador confiavel
de dano ao DNA), bem como outras modificagcdes pods-traducionais nas histonas dos
espermatozoides, como alteracdes no acetiloma e fosforiloma, apresentando indicios de que o
BPS pode prejudicar a reprodugdo através de mecanismos epigenéticos. Por fim, ratos tratados
com 150 mg/kg/dia (via oral) do BPS por 28 dias (Sahu et al., 2023), e camundongos e injetados
com 50pg/kg ou 100 mg/kg do BPS (injetados a cada 3 dias) por 60 dias (Shi et al., 2017),

apresentaram significativa queda de motilidade espermatica.

Em peixes, os estudos se concentram majoritariamente no modelo zebrafish. Em machos
adultos de zebrafish, a exposi¢cdo a 50 ug/L do BPS (Ji et al., 2013) e 8 pg/ml, 40 ug/L e 200
ng/L (Park et al., 2022) por 21 dias, estimulou a producdo de E2 com concomitantemente

redugdo dos niveis de T. Além disso, Park e colaboradores (2022) encontraram reducao dos
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niveis plasmaticos de 11-KT. Quanto a espermatogénese, Hao e colaboradores (2022) relataram
efeitos transgeracionais apds a reproducdo de machos e fémeas de zebrafish expostos a 1 e 100
ng/L do BPS (a partir de 3 hpf) por 120 dias, ocorrendo modificagdo na proporgao de cistos
espermatogénicos nas geragdes FO e F1. Além disso, houve reducdo na produgdo de
espermatozoides e inducdo de modificagdes epigenéticas nos testiculos, como alteracdo nos
niveis de metilagdo do DNA. Também foram observados impactos na expressdo de genes
envolvidos em metilagdo do DNA nos testiculos das geragdes F1 e F2. No entanto, ainda ha

caréncia de estudos que tenham mensurado os impactos do BPS na espermatogénese de peixes.

De modo similar ao BPA, evidéncias indicam que o BPS apresenta viés para a
feminilizagao durante o desenvolvimento embrionario do zebrafish (Naderi et al., 2014; Santos
et al.,2017). Naderi e colaboradores (2014) expuseram embrides de zebrafish a concentragdes
crescentes do BPS por 75 dias. Nas concentragdes mais altas (10 e 100 pg\L), ocorreu reducao
da concentracdo plasmatica de T nos machos com concomitante aumento plasmatico de E2 e
vitelogenina (VTG). Além disso, a exposi¢do embriondria ao BPS aumentou a proporcao
fémeas na populagdo. Apos o tratamento, também foi efetuada a reprodug¢dao dos machos e
fémeas expostos, onde foi observada queda na eclosdo das larvas F1. Outras alteragdes no
desenvolvimento dos embrides/larvas resultantes do cruzamento de parentais expostos ao BPS
podem ser destacadas como a redugdo das taxas de eclosdo e malformagdes na prole (Ji ef al.,

2013; Wei et al., 2018).

Demais efeitos observados ap6s a exposi¢ao ao BPS em larvas de zebrafish incluem por
exemplo uma variedade de malformacdes, como edema pericardico, deformidades craniofaciais
e da coluna espinhal etc. (Moreman et al., 2017), redu¢do de comprimento (Qiu ef al., 2018,
Qiu et al., 2021), alteracdo da expressao de genes relacionados ao sistema neuroenddcrino
reprodutivo (Qiu et al., 2021), hiperatividade (Kinch et al., 2015) e neurotoxicidade (Gyimah
etal., 2021).

1.10 Bisfenol AF (BPAF)

O Bisfenol AF (4,4'-hexafluoroisopropylidene) difenol; BPAF) ¢ um difenol fluorado
de estrutura semelhante ao BPA, tendo como diferenca a substitui¢do dos dois grupos metil
originais do BPA por trifluorometil (-CF3) (Figura 6) (Czarny-Kryminska et al., 2023). E

principalmente utilizado como agente ‘“cross-linking” na fabricagdo de fluoropolimeros,
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fluoroelastomeros, € como mondmero na producio de poliamidas, poliésteres e policarbonatos
(Perez et al., 1998; Feng et al., 2012; Li et al., 2020a), conferindo resisténcia a elevadas
temperaturas a produtos quimicos (Zhang et al., 2013). Estas valéncias tornam o BPAF
apropriado para produtos que exigem elevada estabilidade e performance, como polimeros de
embalagens de alimentos, eletronicos, fibra dtica, revestimento para componentes acroespaciais
e retardantes de chamas (Zhang et al., 2013; Banaderakhshan et al., 2022; Czarny-Krzyminska
et al., 2023; Rifa & Lavado, 2024).

O BPAF ¢ mais estavel e resistente a altas temperaturas e luminosidade em relagdo ao
BPA e ndo sofre degradacao por bactérias pela falta de nutrientes no composto, tornando-o mais
dificil de biodegradar em relagdo ao BPA (Frankowski et al., 2020). Fato preocupante devido
ao progressivo aumento de sua producdo. Nos Estados Unidos, por exemplo, a producdo anual
pode chegar a 500.000 libras (226796 kg) (Pinto et al., 2019). Somado a isto, amostras de dguas
residuais e de lamagais em Xiamen (China) foram coletadas para a verificagao da concentragao
de BPs dissolvidas e adsorvidas nesses locais. Os dados sobre a analise da eficiéncia de remocgao
desses compostos mostraram que cinco tipos de BPs (BPA, BPAF, BPE, BPF e BPS) foram
amplamente detectados. No entanto, ainda que a concentra¢do detectada de BPAF tenha sido
uma das menores dentre os BPs encontrados, apenas o BPAF e o BPE (bisfenol E) foram
totalmente resistentes ao WWTPs (“Wastewater treatment plant”), tratamento para aguas

residuais (Sun et al., 2017).

O BPAF estd no inventario de substancias do Regulamento de Registro, Avaliacao,
Autorizacdo e Restricdo de Produtos Quimicos (REACH) da Unido Europeia, listado como
suspeito de perigo para o ambiente aquatico e como persistente no ambiente. Nos Estados
Unidos, esta no inventario da Lei de Controle de Substancias Toxicas (TSCA) (National
toxicological program, 2022). No entanto, ndo foram encontrados limites de migracdo

especifica para os alimentos ou ingestdo didria toleravel.

Viérios estudos indicam que o BPAF representa uma ameaca potencial a saude publica
e a diferentes ecossistemas (Pan ef al., 2020; Czarny-Krzyminska et al., 2023; Chen et al., 2024;
Xue et al., 2024). Cerca de 46% das amostras de esgoto dos Estados Unidos foram detectadas
com BPAF na pesquisa da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA). Além disso, estudos
realizados na Coréia do Sul identificaram BPAF em sedimentos de areas industrializadas (Liao
et al., 2012c; Shi et al., 2016) e em 76% das amostras de poeiras coletadas em residéncias,

escritorios e laboratorios (Liao et al., 2012c).
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Na China, concentragdes de BPAF atingiram microgramas por kg em sedimentos e
solos proximos a ecossistemas (Song et al., 2012; Shi et al., 2016). Em aguas de superficie, o
BPAF foi encontrado em rios (Yang et al., 2014a; Jin & Zhu, 2016; Zhao et al., 2020), lagos
(Liu et al., 2017; Zhao et al., 2020; Russo et al., 2021) e mares (Xie et al., 2022; Gao et al.,
2023). Além disso, o BPAF ja foi detectado em dgua encanada e garrafas d’agua voltadas para
o consumo humano (Russo et al., 2022) Na populagdo em geral, o BPAF ja foi detectado em
amostras de urina (Yang et al., 2014b; Rocha et al., 2016), sangue (Jin et al., 2018; Li et al.,
2020b), leite materno (Jin et al., 2020) e placenta (detectado em 100% das amostras coletadas
na China) (Pan et al., 2020).

1.11 O BPAF e seus efeitos como desregulador enddcrino na reproducio masculina

O BPAF apresenta capacidade de se ligar aos receptores de estrogeno (Wang et al., 2017;
Pinto et al., 2019; Li et al., 2012), sendo, portanto, considerado um desregulador endécrino
xenoestrogénico (Xue et al., 2024; Boychenko et al., 2024). Em ensaio de ativacdao de
receptores com células humanas, o BPAF demonstrou ser 20 e 48 vezes mais potente que o BPA
em se ligar aos receptores ERa e ERP, respectivamente (Matsushima ez al., 2010). Além disso,
Mu e colaboradores (2018), demonstraram em um estudo iz silico que o BPAF apresenta maior
potencial de ligagdo aos receptores de estrogeno em relacao a outros bisfendis analisados (BPA,
BPS e BPF) em embrides de zebrafish. Alinhado a este estudo, Kojima e colaboradores (2019)
demonstraram em um ensaio de transativagdo in vitro em cultura de células humanas, que o
BPAF apresentou maior afinidade como agonista dos receptores de estrogeno (ERa e ER) em
relagdo a outros 7 tipos de bisfenodis (dentre eles o BPA). Ou seja, potencialmente, podem

exercer efeitos bioldgicos com maior intensidade que o BPA (Lei ef al., 2016).

Considerando isso, diversos efeitos foram relatados na reproducdo masculina em
diversos organismos modelo. Apoiado por dados morfoldgicos e moleculares, o BPAF teve um
efeito feminilizante durante o desenvolvimento das gonadas em girinos (Xenophus laevis) (Cai
et al., 2020) e galinaceos (Gallus gallus domesticus) (Mentor et al., 2020). Girinos (X. laevis)
expostos a 1, 10 e 100 nM do BPAF (0,34, 3,36 e 33,6 mg/L) apresentaram inibi¢ao da
diferenciagdo testicular durante o desenvolvimento e inibicdo da expressao dos genes dmrtl,
amh ¢ sox9, relacionados a diferencia¢do sexual masculina. Efeito semelhante também foi
observado no tratamento de machos de X. laevis com estradiol (Cai et al., 2020). Nos

galindceos, embrides geneticamente machos expostos a 210 e 520 nmol/g desenvolveram
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testiculos com caracteristicas de ovarios (ovotestis). Mentor e colaboradores (2020), sugerem
que o BPAF ¢ pelo menos tao potente quanto BPA na inducdo de efeitos semelhantes aos do

estrogénio em embrides de galinha.

Em mamiferos, estudos demonstraram que o BPAF ¢ capaz de afetar a sintese de
hormdnios e a espermatogénese. Wu e colaboradores (2019), encontraram efeitos adversos na
estrutura testicular, qualidade espermatica e maturidade sexual de camundongos alimentados
com 5, 20, 50 mg/kg/dia de BPAF por 28 dias consecutivos. Além desses efeitos fisiologicos, o
BPAF impactou a regulacdo epigenética dos espermatozoides através da hipermetilacdo de
H3K27m3. Apontando o BPAF como potencial agente capaz de influenciar o padrio
epigenético na descendéncia. Fémeas de camundongos alimentadas com 300 pg/kg durante a
gravidez, originaram prole com redugdo de niveis plasmaticos de T e menor rendimento e
qualidade espermatica (Xue et al., 2023). Convergindo com este estudo, Feng e colaboradores
(2012) em ratos tratados (via oral) com 200 mg/kg/dia do BPAF por 14 dias, encontraram T
reduzida e diminui¢do da expressdo de genes envolvidos em sua biossintese, como SR-BI,
StAR, P450scc e 173 -HSD, bem como reducdo de suas respectivas proteinas nos testiculos.
Além disso, as concentragdes do BPAF presentes nos testiculos foram diretamente
proporcionais as doses administradas via oral, demonstrando sua capacidade de acimulo nos

testiculos (Feng et al., 2012).

Em peixes, machos de zebrafish de 2 meses de idade tratados com 0,05; 0,25 ¢ 1 mg/L
de BPAF por 28h, tiveram diminui¢do dose dependente na testosterona, € aumento de E2 na
exposi¢ao de 1 mg/L. Além disso, na concentracdo de 1 mg/L de BPAF, houve presenca de areas
nos testiculos contendo apenas células de Sertoli (Yang et al., 2016). No entanto, estudos que
busquem elucidar os efeitos do BPAF na espermatogénese e qualidade espermatica de peixes
sdo escassos. Em embrides/larvas de zebrafish, os efeitos do BPAF variam desde desregulacao
endocrina (Tang et al., 2015; Shi et al., 2015; Qiu et al., 2021) até alteracdes morfoldgicas
subletais ou letais (Moreman et al., 2017; Mu et al., 2018; Gao et al., 2022). Em larvas de
zebrafish, o BPAF foi capaz de promover maior estimulo da atividade estrogénica que o BPA
(Song et al., 2014; Moreman et al., 2017; Gao et al., 2022). Alinhando a este dado, Qiu e
colaboradores (2021) observaram aumento nos niveis de E2 em adultos de zebrafish tratados,
desde a fertilizagdo, com 1 e 100 pg/L de BPAF até 120 hpf. Por fim, Shi e colaboradores (2015)
apos exposi¢cao de embrides de zebrafish (4 hpf) com 25 e 125 ug/L de BPAF até a fase adulta
(120 hpf), encontraram reducao significativa de T nos machos. Além disso, os machos tratados

com a maior concentragdo (125 pg/L), tiveram reducdo da expressdao de genes envolvidos na
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possiveis impactos ao ecossistema, bem como a necessidade de questionarmos sua viabilidade

como substituto ao BPA.
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