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Resumo 

 

SANTIAGO, A. F. G. Avaliação dos efeitos do dimetanossulfonato de etano 

(EDS) no eixo hipotálamo-hipófise-gônadas e na morfofisiologia do epitélio 

germinativo masculino de zebrafish. 2024. Dissertação (Mestrado em Ciências 

(Fisiologia Geral) – Instituto de Biociências, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2024. 

 

O dimetanossulfonato de etano (EDS) é um éster sulfônico alquilante, 

estruturalmente análogo ao quimioterápico busulfan, que apresenta efeito citotóxico 

seletivo nas células de Leydig de alguns animais, principalmente de roedores. A 

depleção dessas células ocorre por apoptose e, além de provocar alterações 

severas na morfologia do compartimento germinativo e intersticial, pode levar a uma 

diminuição significativa dos níveis de andrógenos plasmáticos e teciduais em um 

curto período após a exposição, bem como à inibição da espermatogênese. No 

entanto, apesar do desfecho ser o mesmo na maioria dos animais, os efeitos 

específicos do EDS podem variar mesmo em espécies da mesma família como 

camundongos e ratos. Até o presente momento, raros estudos avaliaram o efeito do 

EDS em outros vertebrados. Neste sentindo, sabendo que o EDS pode ser utilizado 

como um futuro inibidor da espermatogênese para mamíferos, e considerando, 

como consequência de tal administração, possíveis contaminações ambientais do 

meio aquático, este trabalho propõe avaliar os efeitos do EDS em zebrafish, na 

tentativa de verificar possíveis alterações morfofisiológicas no epitélio germinativo 

masculino deste peixe, bem como nos níveis plasmáticos de hormônios esteroides 

sexuais que regem sua espermatogênese. Para tanto, machos adultos de zebrafish 

foram expostos ao EDS por 28 dias, a uma concentração de 6mg/L. Amostras das 

gônadas e de sangue foram coletadas no 4º, 7º, 14º, 21º e 28º dia pós-exposição 

(dpe) e processadas para análises histológicas e ensaios imunoenzimáticos. Os 

testículos de zebrafish do grupo controle apresentaram epitélio germinativo 

permanentemente ativo durante todo o período de 28 dias, com grande quantidade 

de espermatozoides nos túbulos testiculares, bem como nos ductos, indicando 

período reprodutivo ativo. Já os animais expostos aos EDS apresentaram 

desorganização gradual e contínua tanto do compartimento germinativo, quanto do 



 

compartimento intersticial, dificultando a identificação das células germinativas, 

assim como das células de Leydig, as quais não foram observadas nos grupos 

tratados. Possivelmente, pela depleção das células de Leydig nos grupos tratados, 

houve alteração significativa dos níveis plasmáticos dos hormônios sexuais nos 

animais expostos ao EDS, especialmente no 7ºdpe. Os andrógenos masculinos de 

animais tratados apresentaram concentrações plasmáticas abaixo dos níveis 

observados no grupo controle. Já o estradiol apresentou uma queda significativa no 

7ºdpe, seguida de um aumento da concentração no 14ºdpe, o que pode ter 

contribuído para o desenvolvimento de alguns oócitos pré-vitelogênicos nos 

testículos de animais tratados com 6mg/L de EDS. Intensa morte celular de células 

testiculares foi detectada durante o período de tratamento nos animais expostos. Ao 

final do 28ºdpe, a aromatase gonadal, característica de tecido gonadal feminino, 

também foi detectada nos animais tratados, possivelmente como consequência de 

mudanças fisiológicas causadas pela exposição ao EDS, já que no grupo controle, 

tal enzima não foi detectada nos machos. 

 

Palavras-chave: célula de Leydig, hormônios sexuais, espermatogênese, 

ecotoxicologia, zebrafish.  



 

Abstract 

 

SANTIAGO, A. F. G. Assessment of the effects of ethane dimethanesulfonate 

(EDS) on the hypothalamus-pituitary-gonads axis and the morphophysiology 

of the male germinal epithelium in zebrafish. 2024. Dissertação (Mestrado em 

Ciências (Fisiologia Geral) – Instituto de Biociências, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2024.  

 

Ethane dimethanesulfonate (EDS) is an alkylating sulfonic ester, structurally 

analogous to the chemotherapeutic drug busulfan, which exerts a selective cytotoxic 

effect on the Leydig cells of some animals, mainly rodents. The depletion of these 

cells occurs through apoptosis and, in addition to causing severe changes in the 

morphology of the germinal and interstitial compartments, it can lead to a significant 

decrease in plasma and tissue androgen levels in a short period after exposure, as 

well as the inhibition of spermatogenesis. However, although the outcome is the 

same in most animals, the specific effects of EDS can vary even in species from the 

same family, such as mice and rats. To date, few studies have evaluated the effect of 

EDS on other vertebrates. Recognizing that EDS could be used as a future 

spermatogenesis inhibitor for mammals and considering the potential environmental 

contamination of the aquatic environment as a consequence of such administration, 

this study aims to evaluate the effects of EDS on zebrafish. To verify possible 

morphophysiological changes in the male germinal epithelium of this fish, as well as 

in the plasma levels of the sex steroid hormones that control its spermatogenesis. To 

achieve this, adult male zebrafish were exposed to EDS for 28 days at a 

concentration of 6mg/L. Samples of the gonads and blood were collected on the 4th, 

7th, 14th, 21st, and 28th days post-exposure (dpe) and processed for histological 

analysis and enzyme-linked immunosorbent assays. The testicles of zebrafish from 

the control group showed a permanently active germinal epithelium throughout the 

28-day period, with large numbers of sperm present in the testicular tubules and 

ducts, indicating an active reproductive period. On the other hand, the animals 

exposed to EDS showed gradual and continuous disorganization of both the 

germinal compartment and the interstitial compartment, making it difficult to identify 

the germ cells, as well as the Leydig cells, which were not observed in the treated 



 

groups. Possibly due to the depletion of the Leydig cells in the treated groups, there 

was a significant change in plasma levels of sex hormones in the animals exposed to 

EDS, especially on the 7thdpe. The male androgens measurements of treated 

animals showed plasma concentrations below the levels observed in the control 

group. On the other hand, estradiol showed a significant drop on the 7thdpe, followed 

by an increase in concentration on the 14thdpe, which may have contributed to the 

development of some pre-vitellogenic oocytes in the testes of animals treated with 

6mg/L of EDS. Intense cell death of testicular cells was detected during the treatment 

period in the exposed animals. At the end of 28thdpe, gonadal aromatase, a 

characteristic of female gonadal tissue, was also detected in the treated animals, 

possibly due to the physiological changes caused by exposure to EDS, since this 

enzyme was not detected in the males from the control group. 

 

Key words: Leydig cells, sex hormones, spermatogenesis, ecotoxicology, zebrafish.
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1. Introdução 

 

O composto químico dimetanossulfonato de etano (EDS) é reconhecido por 

ser especificamente tóxico para as células de Leydig (TEERDS & RIJNTJES, 2007). 

Essas células, localizadas no interstício dos testículos masculinos, desempenham 

um papel crucial na produção dos esteroides sexuais, fundamentais para a 

manutenção da espermatogênese e do epitélio germinativo (ENGEL & CALLARD, 

2007; ZIRKIN & PAPADOPOULOS, 2018). A depleção dessas células resulta na 

destruição do interstício e do epitélio germinativo, resultando em uma diminuição 

nos níveis plasmáticos e teciduais dos hormônios e interrompendo a 

espermatogênese (KLINEFELTER et al., 1991, KIM et al., 2000; TARKA-LEEDS et 

al., 2003). Esses efeitos podem afetar as células de Leydig de diversos vertebrados; 

no entanto, são predominantemente observados em ratos (CHEN et al., 1996; 

TEERDS & RIJNTJES, 2007). 

 Em alguns outros animais, o EDS causa efeitos específicos (JONES et al., 

1972; KERR et al., 1987; MINUCCI et al., 1990, 1995, 2000; ONYANGO et al., 

2001). Tais efeitos estão associados à ausência de alterações morfológicas nas 

células de Leydig (KERR et al., 1987), à falta de espermatozoides maduros no 

epitélio germinativo (JONES et al., 1972) e à inalteração do nível de testosterona 

circulante (ONYANGO et al., 2001). Contudo, a consequência comum, na maioria 

dos animais, é a suspensão da espermatogênese e a indução de infertilidade 

temporária (KIM et al., 2000; TARKA-LEEDS et al., 2003). Uma exceção notável é 

observada no peixe Gobius paganellus, uma espécie de Perciformes, na qual o EDS 

estimula a atividade do compartimento intersticial e da espermatogênese, além de 

aumentar a vascularização tecidual e os níveis hormonais (MINUCCI et al., 1992). 

A divergência nos resultados encontrados no Perciformes Gobius paganellus 

(MINUCCI et al., 1992), quando contrastada com os efeitos do composto em outros 

vertebrados (JONES et al., 1972; KERR et al., 1987; MINUCCI et al., 1990, 1995, 

2000; ONYANGO et al., 2001), destaca a necessidade de esclarecimento desses 

dados. Além disso, dada a escassez de informações na literatura que demonstrem a 

consistência desses efeitos do EDS entre diferentes espécies de peixe, surgem 

incertezas quanto à generalização desses resultados para outras espécies. 
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Nesse sentido, o foco desta pesquisa é esclarecer se o EDS atua como 

estimulante ou exerce efeito citotóxico nas células de Leydig do Cipriniformes Danio 

rerio, por meio da quantificação dos níveis plasmáticos de hormônios esteroides e 

da realização de análises histológicas nos testículos de machos dessa espécie 

expostos ao EDS. Os resultados dessas análises proporcionarão uma compreensão 

mais aprofundada dos efeitos do EDS em peixes, demonstrando se há ou não 

variação interespecífica na resposta desses animais ao composto, além de contribuir 

para evidenciar a importância de precauções no seu uso. 
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7. Conclusões 

 

Com base nos resultados obtidos, a hipótese inicial de que a exposição ao 

EDS estimularia a proliferação das células de Leydig e de outras células do epitélio 

germinativo, além do aumento dos níveis plasmáticos dos esteroides sexuais, foi 

refutada. Diferente do observado para Gobius paganellus, em Danio rerio, o EDS 

depletou as células de Leydig, levando à desorganização do epitélio germinativo e à 

diminuição dos níveis plasmáticos de T e 11-KT. Dessa maneira, destaca-se as 

seguintes conclusões: 

 

- A concentração de 10mg/L de EDS é altamente tóxica para Danio rerio; 

 

- A exposição ao EDS depletou as células de Leydig dos testículos de Danio rerio; 

 

- A depleção das células de Leydig, causadas pela exposição ao EDS, levou à 

completa desorganização do epitélio germinativo dos machos de zebrafish; 

 

- A exposição ao EDS e a depleção das células de Leydig causaram a redução dos 

níveis plasmáticos de testosterona e 11-cetotestosterona em machos de Danio rerio; 

 

- A redução dos níveis plasmáticos de T e 11-KT levou ao aumento dos níveis 

plasmáticos de estradiol. 
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