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Resumo

SANTIAGO, A. F. G. Avaliacdo dos efeitos do dimetanossulfonato de etano
(EDS) no eixo hipotalamo-hipo6fise-gbnadas e na morfofisiologia do epitélio
germinativo masculino de zebrafish. 2024. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
(Fisiologia Geral) — Instituto de Biociéncias, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo,
2024.

O dimetanossulfonato de etano (EDS) é um éster sulfénico alquilante,
estruturalmente analogo ao quimioterapico busulfan, que apresenta efeito citotoxico
seletivo nas células de Leydig de alguns animais, principalmente de roedores. A
deplecdo dessas células ocorre por apoptose e, além de provocar alteracdes
severas na morfologia do compartimento germinativo e intersticial, pode levar a uma
diminuicao significativa dos niveis de androgenos plasmaticos e teciduais em um
curto periodo apdés a exposicdo, bem como a inibicdo da espermatogénese. No
entanto, apesar do desfecho ser o mesmo na maioria dos animais, os efeitos
especificos do EDS podem variar mesmo em espécies da mesma familia 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 espermatogénese para mamiferos, e considerando,
como consequéncia de tal administracdo, possiveis contamina¢cdes ambientais do
meio aquatico, este trabalho propde avaliar os efeitos do EDS em zebrafish, na
tentativa de verificar possiveis alteracdes morfofisiologicas no epitélio germinativo
masculino deste peixe, bem como nos niveis plasmaticos de hormonios esteroides
sexuais que regem sua espermatogénese. Para tanto, machos adultos de zebrafish
foram expostos ao EDS por 28 dias, a uma concentracdo de 6mg/L. Amostras das
gbnadas e de sangue foram coletadas no 4°, 7°, 14°, 21° e 28° dia pds-exposicao
(dpe) e processadas para andlises histolégicas e ensaios imunoenzimaticos. Os
testiculos de zebrafish do grupo controle apresentaram epitélio germinativo
permanentemente ativo durante todo o periodo de 28 dias, com grande quantidade
de espermatozoides nos tubulos testiculares, bem como nos ductos, indicando
periodo reprodutivo ativo. Ja 0s animais expostos aos EDS apresentaram

desorganizacao gradual e continua tanto do compartimento germinativo, quanto do



compartimento intersticial, dificultando a identificacdo das células germinativas,
assim como das células de Leydig, as quais ndo foram observadas nos grupos
tratados. Possivelmente, pela deplecdo das células de Leydig nos grupos tratados,
houve alteracdo significativa dos niveis plasmaticos dos hormdnios sexuais nos
animais expostos ao EDS, especialmente no 7°dpe. Os andrégenos masculinos de
animais tratados apresentaram concentracdes plasmaticas abaixo dos niveis
observados no grupo controle. Ja o estradiol apresentou uma queda significativa no
7°dpe, seguida de um aumento da concentracdo no 14°dpe, o que pode ter
contribuido para o desenvolvimento de alguns od0citos pré-vitelogénicos nos
testiculos de animais tratados com 6mg/L de EDS. Intensa morte celular de células
testiculares foi detectada durante o periodo de tratamento nos animais expostos. Ao
final do 28°dpe, a aromatase gonadal, caracteristica de tecido gonadal feminino,
também foi detectada nos animais tratados, possivelmente como consequéncia de
mudancas fisiologicas causadas pela exposi¢cdo ao EDS, ja que no grupo controle,

tal enzima néo foi detectada nos machos.

Palavras-chave: célula de Leydig, horménios sexuais, espermatogénese,

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. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias (Fisiologia Geral) — Instituto de Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo,
Séo 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,
71, 14%h 218t and 28" 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 7"dpe. 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 7"dpe, followed
by an increase in concentration on the 14™dpe, 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 28"dpe, 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.



I 11 o Yo [ U o= T TS 16
2. ReVISA0 da LIteratUra.....ccoooeeeee e 18
2.1 Dimetanossulfonato de etano (EDS) ........coovviiiiiiiiiiiiiei e 18
2.2 Biologia reprodutiva doS tEle0SteI ..........cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 20

2.2.1 Estrutura testicular, espermatogénese e fisiologia reprodutiva de peixes 20

2.3 Modelo eXPerimeENtal...........ccooiiiiiiiiiiie e 21
P2 T A - U 1 o I = o T 21

3. O BEIVOS e 23
3.1 ODJELIVO GETAL.....ciiiiiiiiiiiiiiiiiii e 23
3.2 ObjetiVOS €SPECITICOS ...uuuiiiiieiiiiieie e 23
4. MateriaiS € MELOUOS ...oovviiiiiiiiiiiiei e 24
4.1 Dimetanossulfonato de etano e preparacéo da solucéo experimental ........... 24
4.1.1 Dimetanossulfonato de etano (EDS)............uuuiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 24
4.1.2 Escolha da CONCENTAGAD ........cceeeeieiiiiiiii e e e eee et e e e e eeeanes 24
4.1.3 SOlUGA0 eXPENMENTA ........coeviiiiii e 26
4.1.4 Descarte da Agua A0S QUANOS ......ceeiiiuiiriiiiiieee e eeiiteeee e e e e e e eineaeeeeeeeeas 26
A O = 1 1 2 =V 27
N R @ | o] (= o [o- T PO URPPPRPN 27
4.2.2 ManutenCao dOS aNIMAS ........cceeeiiiiiiiiiiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e eenenes 27

4.3 Delineamento eXPeriMeENntal .............uuuueuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieb e 27
4.4 ANALISES DIOIOGICAS ...ceeiieeeiiiiiiiiiiiee ettt e e e e eeeeeees 28
4.4.1 ANAliSes hiStOlOQICAS..........coovviiiiiiei e 28
4.4.2 Quantificag@o dos esteroides plasmAatiCoS .............euuveuueimmrviimiiiiniiiiiinnnnnns 29
4.4.3 Detecgéo de proteinas por imunohiStoqUiMICa ............uuuuvevieeiieiiiiiiiiinnnnns 29

4.4.4 Imunofluorescéncia para morte celular por apoptose - Marcagédo Terminal

de Deoxinucleotidil Transferase Nick End Labelling (TUNEL) ........c.cccocevvnnnnn.n. 30
4.4.5 ANAlISES ESTAtISHICAS .. .uuuuuuuruiiiiiiiiiiiiiiiiii e nnnnnnne 31

S =S T U] 1 = To Lo 1= 32
5.1 Histologia dos teStICUIOS ..........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 32
5.1.1 GrupO CONIOIE ...eeeiiie et 32

5.1.2 Grupo tratado - BIMG/L .......ouuuiiiiiieieieeeeeie e 32



5.2 Niveis plasmaticos de esteroides sexuais

5.3 Detecgao da enzima 3B-HSD e CYP19A1A (aromatase gonadal) por imuno-
histoquimica

5.4 Deteccdo de morte celular (TUNEL) por imunofluorescéncia

5.5 Consideracfes sobre a mortalidade dos peixes nos experimentos
6. Discusséao

6.1 Histologia dos testiculos

6.2 Efeito do EDS nos esteroides sexuais de machos de Danio rerio

6.3 Consideracoes finais

7. Conclusodes

8. Referéncias Bibliogréaficas



16

1. Introducéo

O composto quimico dimetanossulfonato de etano (EDS) é reconhecido por
ser especificamente toxico para as células de Leydig (TEERDS & RIINTJES, 2007).
Essas células, localizadas no intersticio dos testiculos masculinos, desempenham
um papel crucial na producdo dos esteroides sexuais, fundamentais para a
manutencdo da espermatogénese e do epitélio germinativo (ENGEL & CALLARD,
2007; ZIRKIN & PAPADOPOULOS, 2018). A deplecdo dessas células resulta na
destruicdo do intersticio e do epitélio germinativo, resultando em uma diminuicdo
nos niveis plasmaticos e teciduais dos hormdnios e interrompendo a
espermatogénese (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, sdo predominantemente observados em ratos (CHEN et al., 1996;
TEERDS & RIINTJES, 2007).

Em alguns outros animais, o EDS causa efeitos especificos (JONES et al.,
1972; KERR et al., 1987; MINUCCI et al., 1990, 1995, 2000; ONYANGO et al.,
2001). Tais efeitos estdo associados a auséncia de alteracbes morfoldégicas nas
células de Leydig (KERR et al., 1987), a falta de espermatozoides maduros no
epitélio germinativo (JONES et al., 1972) e a inalteragdo do nivel de testosterona
circulante (ONYANGO et al., 2001). Contudo, a consequéncia comum, ha maioria
dos animais, € a suspensdo da espermatogénese e a inducdo de infertilidade
temporaria (KIM et al., 2000; TARKA-LEEDS et al., 2003). Uma excec¢do notavel &
observada no peixe Gobius paganellus, uma espécie de Perciformes, na qual o EDS
estimula a atividade do compartimento intersticial e da espermatogénese, além de
aumentar a vascularizacao tecidual e os niveis hormonais (MINUCCI et al., 1992).

A divergéncia 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 informagdes na literatura que demonstrem a
consisténcia desses efeitos do EDS entre diferentes espécies de peixe, surgem

incertezas quanto a generalizacao desses resultados para outras espécies.
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Nesse sentido, o foco desta pesquisa é esclarecer se o0 EDS atua como
estimulante ou exerce efeito citotoxico nas células de Leydig do Cipriniformes Danio
rerio, por meio da quantificacdo dos niveis plasméaticos de hormonios esteroides e
da realizagdo de analises histolégicas nos testiculos de machos dessa espécie
expostos ao EDS. Os resultados dessas analises proporcionardo uma compreensao
mais aprofundada dos efeitos do EDS em peixes, demonstrando se ha ou néo
variacao interespecifica na resposta desses animais ao composto, além de contribuir

para evidenciar a importancia de precaucdes no seu uso.
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7. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, a hipotese inicial de que a exposicdo ao
EDS estimularia a proliferacdo das células de Leydig e de outras células do epitélio
germinativo, além do aumento dos niveis plasméticos dos esteroides sexuais, foi
refutada. Diferente do observado para Gobius paganellus, em Danio rerio, o EDS
depletou as células de Leydig, levando a desorganizacao do epitélio germinativo e a
diminuicdo dos niveis plasmaticos de T e 11-KT. Dessa maneira, destaca-se as

seguintes conclusdes:

- A concentracdo de 10mg/L de EDS é altamente téxica para Danio rerio;

- A exposicao ao EDS depletou as células de Leydig dos testiculos de Danio rerio;

- A deplecao das células de Leydig, causadas pela exposicdo ao EDS, levou a

completa desorganizacao do epitélio germinativo dos machos de zebrafish;

- A exposicao ao EDS e a deplecéo das células de Leydig causaram a reducéo dos

niveis plasmaticos de testosterona e 11-cetotestosterona em machos de Danio rerio;

- A reducdo dos niveis plasmaticos de T e 11-KT levou ao aumento dos niveis

plasmaticos de estradiol.
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