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Resumo

O acetaminofeno (ACE) ¢ um dos analgésicos e anti-inflamatorios nao esteroides mais
utilizados no mundo e frequentemente encontrado nos ambientes aquaticos, onde pode atuar
como desregulador enddcrino sobre espécies ndo alvos como os peixes. A exposi¢do cronica a
substancias toxicas pode provocar alteragdes epigenéticas por diminuir os niveis de glutationa
(GSH) e hipometilar o DNA, acarretando possiveis efeitos transgeracionais. O objetivo desse
trabalho foi analisar os efeitos da exposicdo a diferentes concentracdes de acetaminofeno na
gametogénese, biologia reprodutiva e metilagdo do DNA gonadal de Danio rerio na geragao
parental e em sua prole F1 e F2. A gametogénese foi analisada por histologia, morfometria,
proliferagdo celular e apoptose. Este estudo também avaliou os niveis de esteroides sexuais e
prostaglandina E2 (PGE:), expressdo génica para esteroides sexuais e receptores de PGE», taxa
de fertilizagdo, qualidade do sémen, quantidade de DNA metilado e expressao das enzimas que
metilam e desmetilam o DNA. Nas fémeas da geracdo parental (F0), a exposicao a 5 e 50 pg/L
de ACE induziu foliculos vitelogénicos maiores e mais abundantes, e aumentou a atresia
folicular. Nesses tratamentos, os machos apresentaram menor propor¢do e proliferacdo de
espermatogoOnias indiferenciadas, e maior quantidade de espermatogonias diferenciadas
TUNEL-positivas, espermatides e espermatozoides, resultando em menor producao
espermatica. O ACE aumentou o 17B-estradiol (E2) e reduziu os niveis de 11-ketotestosterona
(11-KT) nos testiculos, enquanto apenas o E> aumentou nos ovarios. Em ambos os sexos, os
niveis gonadais de PGE; foram reduzidos. O ACE a 50 pg/L induziu aumento na expressao
génica dos receptores de andrégenos, estrogenos e PGE; nos ovarios, e reduziu a expressao nos
testiculos. Os resultados também mostraram menor producdo de ovos e taxa de fertilizacdo a
partir de 28 dias de exposicdo com reducdo da qualidade espermatica. O tratamento resultou
em redu¢do da GSH e expressdao de enzimas que metilam o DNA (DNMTs), aumento das
enzimas que desmetilam o DNA (TETs), o que acarretou hipometilagdo global do DNA nos
testiculos e ovarios da FO. Os ovarios da F1 e F2 originados da geracdo FO exposta a 50 pg/L
de ACE, apresentaram menor concentracdo de E; e foliculos vitelogénicos em menor
quantidade, o que levou a redugdo de ovos liberados. Ja os testiculos da F1 de progenitores
também expostos a 50 pg/L, apresentaram reducdo de 11-KT, espermatozoides menos
abundantes ¢ menor qualidade do sémen. Os machos F2 ndo apresentaram alteracdes
reprodutivas com o tratamento da FO ao ACE. Esses resultados demonstraram que o ACE
prejudica o desempenho reprodutivo do zebrafish, afetando multiplos parametros reprodutivos,

o que pode ser causado pela acdo sinérgica do desequilibrio dos esteroides sexuais, com redugao



da PGE: e seus receptores. Além disso, a exposi¢do cronica ao ACE provoca efeitos
transgeracionais ao induzir alteracdes epigenéticas na FO e reduzir a capacidade reprodutiva da

F1 e F2 do zebrafish.

Palavras-chave: AINES; zebrafish; disruptor endécrino; gonadas; receptores de estrogeno;

metilacdo do DNA; efeito transgeracional.



Abstract

Acetaminophen (ACE) is one of the most widely used analgesics and non-steroidal anti-
inflammatory drugs in the world, and is often found in aquatic environments, where it can act
as an endocrine disruptor on non-target species such as fish. Chronic exposure to toxic
substances can cause epigenetic changes by decreasing glutathione (GSH) levels and
hypomethylating DNA, leading to possible transgenerational effects. The aim of this study was
to analyze the effects of exposure to different concentrations of acetaminophen on
gametogenesis, reproductive biology and gonadal DNA methylation of Danio rerio in the
parental generation and in their F1 and F2 offspring. Gametogenesis was analyzed by histology,
morphometry, cell proliferation and apoptosis. This study also evaluated levels of sex steroids
and prostaglandin E2 (PGE3), gene expression for sex steroids and PGE; receptors, fertilization
rate, semen quality, amount of methylated DNA and expression of enzymes that methylate and
demethylate DNA. In females of the parental generation (F0), exposure to 5 and 50 ug/L of
ACE induced larger and more abundant vitellogenic follicles and increased follicular atresia.
In these treatments, males showed a lower proportion and proliferation of undifferentiated
spermatogonia, and a higher proportion of TUNEL-positive differentiated spermatogonia,
spermatids and spermatozoa, resulting in lower sperm production. ACE increased 17-estradiol
(E2) and reduced 11-ketotestosterone (11-KT) levels in testes, while only E> increased in
ovaries. In both sexes, gonadal PGE: levels were reduced. ACE at 50 pg/L induced an increase
an androgen, estrogen and PGE:> receptors gene expression in the ovaries, and reduced
expression in the testes. The results also showed lower egg production and fertilization rate
after 28 days of exposure with reduced sperm quality. The treatment resulted in a reduced GSH
levels and expression of DNA-methylating enzymes (DNMTs), increased in DNA-
demethylating enzymes (TETs), which led to global DNA hypomethylation in the FO testes and
ovaries. The F1 and F2 ovaries derived from the FO generation exposed to 50 pg/L of ACE,
showed a lower concentration of E> and less vitellogenic follicles, leding to a reduction in eggs
released. The F1 testes of progenitors also exposed to 50 pg/L showed a reduction in 11-KT,
less abundant sperm and lower semen quality. The F2 males did not show reproductive changes
with the FO treatment to ACE. These results demonstrated that ACE impairs the reproductive
performance of zebrafish, affecting multiple reproductive parameters, which may be caused by
the synergistic action of sex steroid imbalance, with a reduction in PGE; and its receptors.
Furthermore, chronic exposure to ACE may led to transgenerational effects by inducing

epigenetic changes in FO and reducing the reproductive capacity of F1 and F2 zebrafish.



Keywords: NSAIDs; zebrafish; endocrine disruptor; gonads; estrogen receptors; DNA

methylation; transgenerational effect.
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INTRODUCAO GERAL

Gametogénese e controle hormonal da reproducio de peixes

Em peixes, estimulos ambientais induzem o sistema nervoso a produzir hormdnios
envolvidos com a reprodugdo. Os estimulos s3o convertidos em informagdes sensoriais que
acarretam ativacao do eixo hipotalamo-pituitaria-gonada (HPG), responsavel por regular a
gametogénese e maturagdo gonadal (Kah ef al. 1993). A gametogénese € o processo no qual
os gametas feminino e masculino sdo formados, em que ovogoOnias e espermatogoOnias
diploides proliferam e gradativamente se diferenciam para formar células germinativas
haploides. As ovogoOnias e espermatogonias se mantém em mitose durante toda a vida
reprodutiva a fim de manter a producio constante de gametas (De Rooij and Russell 2000;
Lubzens et al. 2010). Estimulos ambientais, como temperatura e fotoperiodo, estimulam o
hipotadlamo a produzir e liberar o hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH), o qual atua
na pituitaria (hipofise) promovendo a liberagdo do hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e o
hormonio luteinizante (LH). Esses hormonios se ligam a receptores nas células gonadais,
estimulando a produ¢do de hormonios, proliferagao e diferenciacdo das células germinativas
e somaticas (LUBZENS et al., 2010; SCHULZ et al., 2010).

A proliferagdo das ovogodnias, células pré-foliculares e formagdo dos foliculos
ovarianos em peixes ocorre sob acdo do FSH e do 17B-estradiol (E2). A producdo de E; ¢
dependente da presenca de FSH, que induz a producdo de testosterona nas células da teca e
sua conversao em E> nas células foliculares. Os efeitos do E> sdo mediados por receptores
intracelulares, receptores de estrogeno o e B (ERa e ERP , respectivamente) e receptores
acoplados a proteina G (GPER) (NELSON; HABIBI, 2013; QIE et al., 2021). A formag¢ao dos
alvéolos corticais e a vitelogénese sao acompanhadas pelo aumento dos niveis de E» que
também estimula hepatdcitos no figado a produzir vitelogenina (Vtg) e proteinas da zona
radiata (Zrp) incorporadas pelos foliculos em fase vitelogénica (LUBZENS ef al., 2010). A
maturacdo final e ovulacdo dependem da elevacao dos niveis de LH, que resulta na sintese de
progestinas, como a 17a,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one, que regulam a sintese de
prostaglandinas e seus receptores nas células somaticas dos foliculos maduros (TAKAHASHI;
HAGIWARA; OGIWARA, 2018). As prostaglandinas, em especial a prostaglandina E2
(PGE»), induzem o rearranjo do citoesqueleto e ruptura das células foliculares durante a

ovulagdo e o bloqueio de seus receptores pode inibir a ovulacdo no zebrafish (TANG et al.,
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2016). Apds a desova, os ovarios apresentam estruturas remanescentes dos foliculos ovarianos
denominados foliculos pos-ovulatérios e foliculos atrésicos, originados da degeneragdo dos
foliculos vitelogénicos ovulados ou nao ovulados, respectivamente. Foliculos pos-ovulatorios
sao reabsorvidos em poucos dias apds desova ao passo que foliculos atrésicos necessitam de
meses para serem totalmente removidos do ovario (DRUMMOND et al., 2000; SANTOS et
al., 2005).

Assim como o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, a espermatogénese ¢ bem
conservada entre os vertebrados e os principais hormoénios envolvidos no inicio da
espermatogénese de peixes sdo o FSH e andrégenos como a 11-ketotestosterona (11-KT)
produzida pelas células de Leydig. Morfofuncionalmente a espermatogénese pode ser dividida
em trés fases: espermatogonial ou mitética, espermatocitaria ou meidtica e espermiogénica ou
diferenciagdo (SCHULZ et al., 2010). Além da 11-KT, o E>, PGE», bem como outros fatores
de crescimento, sdo necessarios na fase espermatogonial e estdo envolvidos com a
proliferacdo e diferenciagdo de espermatogonias e células de sertoli (MORALIS et al., 2017a;
NOBREGA; BATLOUNI; FRANCA, 2009; SCHULZ et al., 2010). A 11-KT pode induzir a
sintese de outros mediadores que atuam no avanco da fase meiotica para a espermiogénica e a
alta producdo de espermatozoides estd intimamente associada ao aumento de 11-KT e do
receptor de androgenos (Ar) (CROWDER; LASSITER; GORELICK, 2018; ZHENG et al.,
2020). A maturacao final dos espermatozoides consiste em alteracdes morfologicas e ganho
de motilidade e, além da 11-KT, as prostaglandinas desempenham um papel importante nessa
fase (GOTTLIEB et al., 1988). A apoptose ¢ um mecanismo de morte celular controlada que
pode ser observada em todas as fases da espermatogénese, quando ocorrer algum erro
incompativel com o correto desenvolvimento celular (NOBREGA; BATLOUNI; FRANCA,
2009).

Os desreguladores endocrinos

Nas tltimas décadas, grande aten¢do tem sido dada ao efeito exercido por substancias
quimicas que sdo langadas nos ambientes aquaticos sobre a fisiologia dos peixes. Essa situagdo
se agrava constantemente visto que os processos de tratamento de agua atualmente utilizados
nao sdo capazes de remover completamente alguns desses compostos (ADAMS et al., 2002;

GATIDOU et al., 2007). Dentre esses compostos podemos citar os desreguladores enddcrinos,
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uma classe de substancias encontradas em organismos que em condi¢cdes normais nao os
produzem (LV et al., 2016).

Os desreguladores endocrinos (EDCs — Endocrine-Disrupting Chemicals) sao
substancias ou misturas exodgenas que alteram a funcdo do sistema endocrino e como
consequéncia causam efeitos adversos a saude de um organismo, podendo afetar também sua
prole e as populagoes (DAMSTRA et al., 2002). Os EDCs podem ter a capacidade de alterar
a intera¢ao dos hormonios com seus receptores, mimetizando ou inibindo sua sintese, criando
dessa forma alteragdes nos processos fisiologicos dos vertebrados (AL-ANSARI et al., 2010;
LV et al.,2016). Esse grupo diverso de substancias ¢ constituido por organoclorados, ftalatos,
pesticidas, esteroides sexuais, metais pesados, alquilfenois, plastificantes, produtos
farmacéuticos e de cuidado pessoal (GOODHEAD; TYLER, 2008).

Os peixes sdo especialmente vulnerdveis aos EDCs, pois sua assimilagdo ocorre por
multiplas vias dentre as quais podemos citar a dieta, a respiragao e o contato com o sedimento,
de forma que ao longo do tempo quanto maior o nivel ocupado na cadeia trofica, mais elevada
¢ a concentragdo desses compostos no organismo (KWONG et al., 2008; SHARMA et al.,
2009). Os efeitos dos EDCs nos peixes sdo observados no crescimento, desenvolvimento,
reprodu¢do e comportamento afetando populagdes inteiras nos ambientes aquaticos
(HUTCHINSON et al., 2006; SCOTT; SLOMAN, 2004). Os EDCs interferem diretamente na
homeostase do eixo hipotalamico-pituitario-gonadal, o principal sistema responsavel pelo
controle da reproducdo dos vertebrados, além de poder interferir na sintese, secrecio e
sinalizagdo de fatores de crescimento e outros sinalizadores ndo hormonais (FLINT et al.,

2012).

Efeitos metabolicos do Acetaminofeno em peixes

O paracetamol ou acetaminofeno (ACE) ¢ um dos analgésicos e anti-inflamatorios nao
esteroides (AINES) mais utilizados no mundo e exerce sua funcdo inibindo a agdo das
cicloxigenases (COX), que catalisam a metabolizacio do 4acido araquidonico em
prostaglandinas (PGs) em praticamente todos os tecidos (JOZWIAK-BEBENISTA;
NOWAK, 2014).

Assim como em outros vertebrados, em zebrafish o figado ¢ o principal local de
metabolizacdo do ACE, que inicia a degrada¢do da droga por trés vias: a glicoronidagao,

sulfatacdo e por hidroxilacao realizada pela enzima CYP3A65, levando a produgdo de N-
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acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI), um composto altamente téoxico (VLIEGENTHART
et al., 2014). A formagdo excessiva de NAPQI apo6s overdose de ACE induz estresse e
disfungdo mitocondrial, o que resulta em lesdbes no DNA e morte celular (DU;
RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2016). Em uma segunda fase de metabolizagdo, a
glutationa (GSH) € responsavel pela neutralizagdo dos compostos gerados apds a primeira fase
de metabolizagdo do ACE, levando a diminui¢do dos niveis de GSH (Figura 1). Além do
figado, outros 6rgdos incluindo as gonadas também possuem as enzimas necessarias para a

metabolizacado do ACE (VLIEGENTHART et al., 2014).

conjugacao conhjugacéo
Glicoronideos +—— Acetaminofeno ——  Sulfatos

(ndo toxicos) (ndo toxicos)
CYP3A65 ' ‘

N-acetyl-p-benzoquinone imine
(NAPQI)
toxico

Glutationa
(GSH)

QOutros conjugados
(nd@o toxicos)

Figura 1 — Esquema simplificado mostrando as possiveis rotas de metabolizacdo e
neutralizacdo do acetaminofeno e da N-acetyl-p-benzoquinone imine no zebrafish. Adaptado
de FARRELL, 2021.

Devido a sua excrecao e descarte incorreto, o ACE tem sido constantemente detectado
em aguas residuais urbanas em concentragdes que variam de 0,1 a 13 pg/L no sudeste do Brasil
(CAMPANHA et al., 2015), de 0,005 a 78 pg/L na Europa e de 1,7 a 64 ng/L em éaguas
residuais da Coreia, Espanha, Bosnia e Herzegovina, Croacia e Sérvia (para revisdo, ver Zur
et al., 2018) e em esgoto doméstico variando de 29 a 246 pg/L na costa do Mediterraneo
(GOMEZ et al., 2007).

Além de seu efeito hepatotoxico, estudos tém mostrados efeitos adversos do ACE na

reprodu¢ao. Em humanos e ratos, a ACE foi responsavel pela diminuicdo dos niveis de
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testosterona e PG, indugdo de estresse oxidativo nas gdnadas, apoptose de células germinativas
e ma qualidade do esperma (AKSU et al., 2016; BANIHANI, 2017; LEGRAND et al., 2013).
Ratas expostas ao ACE durante a gestacao tém um nimero reduzido de células germinativas
fetais, meiose atrasada em ovogonias, tamanho de ovario reduzido e efeitos transgeracionais,
que levam a ovarios menores e numero reduzido de foliculos ovarianos (Dean et al. 2016). Na
ultima década, os efeitos do ACE foram investigados em condi¢des experimentais na
reproducao de peixes, com concentragdes e tempos de exposicao variando entre os estudos.
No zebrafish, a exposicao de 0,5 a 10 ug/L de ACE ou ACE combinado com outros produtos
farmacéuticos, levou a redu¢do na produ¢do de ovos, aumento da mortalidade e anormalidades
embriondrias, aumento de foliculos atrésicos, alteragdes histoldgicas nas gonadas (GALUS;
JEYARANJAAN; et al., 2013; GALUS; KIRISCHIAN; et al., 2013b). Os niveis de Vtg, um
classico biomarcador induzido por EDCs estrogénicos, podem ou ndo ser alterados pela
exposicao a ACE nesta mesma espécie (AYOBAHAN et al.,2020; BAUMANN et al., 2020).
A exposicao do zebrafish ao ibuprofeno, um AINES, causou redugdo nos niveis de PGE>, mas
ndo afetou os niveis de testosterona, E; e Vtg (MORTHORST et al., 2013). Em contraste,
machos de Rhamdia quelen expostos a 0,25 e 2,5 pg/L ACE por 21 dias apresentaram redugao
nos niveis plasmaticos de testosterona e aumento de E> com consequente redugdo da atividade
espermatogénica (GUILOSKI et al., 2017). Dessa maneira a presenca do ACE e outros AINES
em ambientes aquaticos, representa um risco ambiental, pois eles podem prejudicar processos

metabolicos e a homeostase hormonal em espécies ndo alvo e assim atuar como um EDC.

Efeitos toxicologicos sobre a metilacio do DNA

A metilacdo do DNA ¢ um processo bioldgico que consiste na adi¢do de um grupo
metil a uma base nitrogenada. A principal base nitrogenada que recebe o grupo metil ¢ a
citosina, que geralmente precede uma guanina, formando dinucleotitidos chamados de CpG
(FEINBERG, 2007). As regides promotora dos genes sao conhecidas por possuir grandes
sequéncias CpGs e a metilagdo das citosinas nessa regido esta relacionada com a repressao da
transcricdo génica, uma vez que dificulta a ligagdo de fatores de transcricdo e assim
influenciando na sintese proteica (ZEMACH et al., 2010).

A ligacdo do grupo metil a citosina ¢ realizada por uma familia de enzimas chamadas
DNA metil-transferases (DNMTs). Em peixes como zebrafish, o sistema de metilacdo do

DNA ¢ similar ao de mamiferos, sendo catalisado principalmente pelas Dnmtl, Dnmt3,
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Dnmt5, Dnmt8 (GOLL; HALPERN, 2015). A familia Dnmt1 ¢ responsavel pela manutencao
das metilacdes ja existentes no DNA, enquanto Dnmt3, Dnmt4, Dnmt5, Dnmt6, Dnmt7 e
Dnmt8 sdo responsaveis pela metilagdo de novo, estabelecendo novos padroes de metilagdes
no DNA (GOLL; HALPERN, 2015). A desmetilagdo ¢ o processo onde o grupo metil ¢
retirado da base nitrogenada por enzimas conhecidas como ten-eleven translocation (TET) e
no zebrafish sd3o encontradas trés isoformas, a Tetl, Tet2 e Tet3 (SHIMODA et al., 2005)
(Figura 2). As metilacdes do DNA podem ser transmitidas mitoticamente ou meioticamente
para as células filhas, afetando células sométicas e germinativas e assim podem ser

transmitidas para a proxima geragdo (OZANNE; CONSTANCIA, 2007).

NH, NH,
DNMTs
~N . HsC XN
| IS oH, |
/g
N @] TETs N 0
H H
Citosina 5 metil-citosina

Figura 2: Esquema simplificado da acdo das DNA metil-transferases (DNMTs) e das ten-
eleven translocation (TET) sobre a metilagdo da citosina.

O padrao de metilagdo do DNA pode ser alterado por causa da deplecao de GSH
quando esta € conjugada cronicamente a substancias quimicas e seus metabolitos (LEE; JR;
PORTA, 2009), tal como ocorre com o ACE. Isso acontece porque a metilacdo do DNA ¢
dependente de S-Adenosilmetionina (SAM), uma molécula chave na doagdo do grupo metil
para as metiltransferases metilar o DNA e sua sintese ¢ suprimida quando a concentragao de
GSH diminui. A produ¢ao de GSH e SAM ¢ dependente de homocisteina, mas a reducao dos
niveis de GSH desloca a producdo de homocisteina para a produ¢do de mais GSH,
consequentemente levando a uma menor concentragdo de SAM (Figura 3) (LEE; JR; PORTA,
2009).
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Figura 3 — Visdo geral do mecanismo que liga a hipometilagio do DNA a metabolizag¢do de
compostos toxicos pela glutationa (GSH). Adaptado de LEE et al., 2009.

Estudos tem demonstrado que os EDCs podem induzir alteracdes nos padrdes de
metilacdo do DNA, e um dos mecanismos mais estudados € a sua influéncia nos niveis das
enzimas relacionadas a metilacdo. Muitos estudos tém mostrado os efeitos de EDCs na
expressao génica e proteica de DNMTs, possivelmente atuando em receptores que regulam a
sintese das metiltransferases. Antagonistas do receptor de andrégenos, como o vinclozolin, foi
relacionado ao aumento de mRNA Dnmt¢l em ratos (COWIN et al, 2010), enquanto a
exposi¢do a bisfenol-A, glifosato e triclosan foram relacionadas a redugdo de DNMTs e
aumento de TETs, concomitante a hipometilacdo global no DNA em gonadas de zebrafish e
medaka (LIU er al, 2016; SMITH; VERA; BHANDARI, 2019; SONG; WANG;
BHANDARI, 2020). Além disso, ratos expostos ao ACE durante a gestagao levou a alteragdes
no tamanho das gonadas, diminui¢do da fertilidade e altera¢dao no tempo da maturagdo sexual
das geracdes parental, e da prole de primeira e segunda geragdo (F1 e F2 respectivamente)
acometendo principalmente fémeas (DEAN et al., 2016), demonstrando que o ACE pode

exercer algum efeito em geragdes que nao tiveram contato com o farmaco.
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Espécie de estudo

O modelo experimental proposto para este trabalho ¢ a espécie Danio rerio, conhecido
como zebrafish, um ciprinideo de agua doce comercializado mundialmente como peixe
ornamental, mas que rapidamente se tornou um dos mais utilizados modelos experimentais
(HOO et al., 2016). O zebrafish ¢ considerado um consagrado modelo experimental por
possuir baixo custo de manutencdo em laboratorio, facil manejo, reprodugdo continua de
manipulagdo simples e genoma sequenciado. Esse animal possui dimorfismo sexual bem
evidente, atinge a maturacdo sexual em aproximadamente 90 dias pds desova e fémeas
maduras s3o capazes de desovar dezenas de ovos em intervalos de 2-3 dias (AVDESH et al.,
2012). Por apresentar reprodu¢@o continua, possui desenvolvimento assincronico dos foliculos
ovarianos e dos cistos de células espermatogénicas (KOC; AYTEKIN; YUCE, 2008). O
zebrafish ¢ o modelo mais utilizado para estudos toxicoldgicos na reprodugdo de peixes, pois
possui periodo reprodutivo curto, transparéncia do corpo durante o desenvolvimento
embriondrio e larval, e sistema de regulacdo da reproducdo similar ao de mamiferos (HOO et
al., 2016). Muitos processos metabolicos, enzimas, fatores e cofatores de reagdes quimicas do
zebrafish possuem algum correspondente em outras espécies de peixe e mamiferos, o que torna
os resultados dos efeitos toxicologicos nessa espécie transponiveis, em algum grau, para

roedores e humanos (VLIEGENTHART et al., 2014).
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JUSTIFICATIVA

Na sociedade moderna, centenas de substancias quimicas sintéticas originadas de
efluentes domésticos e industrial sdo detectadas em ambientes aquaticos ao redor de todo o
mundo. A constante exposicdo a diferentes substincias quimicas, incluindo os EDCs
representa um risco para a biodiversidade aquatica, em especial os peixes. Algumas espécies,
principalmente as de pequeno porte se desenvolvem e vivem toda a vida em um mesmo
ambiente, outras completam seu desenvolvimento em mais de um local e algumas realizam
movimentos migratorios para reproducdo, o que implica em exposi¢ao continua ou
temporaria a substancias toxicas. Embora o efeito do ACE na reproducdo de peixes tenha sido
explorado anteriormente, nenhum trabalho integrou as alteragdes dos niveis hormonais,
proliferacdo e morte de células germinativas, alteragdes histopatologicas, expressao de
biomarcadores de desregulagdo endocrina (i.e vitelogenina e proteinas da zona radiata),
alteracdes nos padroes de metilacdo do DNA nas gonadas.

Alteracdes epigenéticas induzidas por produtos quimicos podem se tornar hereditarias
ao longo de anos (ANWAY et al, 2005; ANWAY; LEATHERS; SKINNER, 20006),
levantando a possibilidade de algumas desordens fisiologicas cronicas estarem parcialmente
relacionadas a exposi¢des quimicas em geragdes anteriores. Se confirmadas e esclarecidas tais
evidéncias serdo um exemplo relevante de um desafio cientifico e de satide publica para o qual
a ecotoxicologia ambiental pode contribuir, permitindo pesquisas que efetivamente integrem

raciocinio, métodos, evidéncias ambientais, moleculares e epigenéticas (PORTA et al., 2008).
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OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos da exposicdo a diferentes concentragdes de acetaminofeno na
gametogénese, biologia reprodutiva e metilagdo do DNA gonadal de Danio rerio na geragao
parental e em sua prole.

Para isso o projeto foi desenvolvido em duas etapas, uma com foco na geracao parental
(FO) (Capitulo 1) e outra na prole, primeira e segunda geracao pds exposicao ao ACE (F1 e

F2) (Capitulo 2).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulol

e Avaliar os indicadores biométricos, morfofisiologicos e reprodutivos dos peixes:
comprimento total, peso corporal e o indice gonadossomatico (IGS);

e Analisar e quantificar as histopatologias associadas as gonadas;

e Quantificar a propor¢do de células germinativas de machos e fémeas, bem como de
biomarcadores de proliferacdo e morte celular;

e Quantificar os niveis de PGE», E> e 11-KT nos ovarios e testiculos, bem como dos seus
receptores;

e Determinar os niveis de expressao hepatica de vitelogenina e proteinas da zona radiata
nos diferentes tratamentos;

e Determinar a quantidade de ovos produzidos e a taxa de fertilizagdo durante o tempo de
exposicao;

e Avaliar e quantificar os principais parametros de qualidade espermatica.

Capitulo 2

e (Quantificar os niveis de glutationa e a metilagao global do DNA das gonadas da geracao
parental;

e Avaliar a expressdao génica de Dnmtl, Dnmt3, Dnmt5, Dnmt8, Tetl, Tet2 e Tet3 nas
gbonadas da geracao parental;

e Determinar a quantidade de ovos produzidos e a taxa de fertilizacdo na F1 e F2;

e Quantificar os niveis de E; ¢ 11-KT nos ovarios e testiculos da F1 e F2.



Avaliar e quantificar os principais pardmetros de qualidade espermatica da F1 e F2.
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RESULTADOS

Capitulo 1: Exposure to acetaminophen impairs gametogenesis and fertility in zebrafish

(Danio rerio)

Artigo publicado na revista Archives of Toxicology em 2022.
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Abstract

Acetaminophen (ACE; paracetamol) is one of the most widely used nonsteroidal anti-inflammatory drugs worldwide and
is often found in aguatic systems, where it can act on nontarget species and impair fish reproduction. This study aimed to
investigate the effects of chronic exposure to environmentally relevant ACE concentrations (0.5, 5 and 50 pg/L) on multi-
ple reproductive parameters in zebrafish (Danio rerie). Gametogenesis was analyzed using histology, morphometry, cell
proliferation, and apoptosis. This study also evaluated sex steroids, and prostaglandin E; (PGE,) levels, gene expression for
sex steroids and PGE, mceptors, fertilization rate, and semen quality. In females, exposure to 5 and 50 pg'L ACE induced
larger and more abundant vitellogenic follicles and increased follicular atresia. In these treatments, males showed a lower
proportion and proliferation of undifferentiated spermatogonia and a higher proportion of TUNEL-positive differentiated
spermatogonia, spermatids, and spermatozoa, resulting in lower sperm production. ACE increased 17f-estradiol (E,) and
reduced 11-ketotestosterone levels in the testis, whereas only E, increased in the ovaries. In both sexes, gonadal PGE, levels
were reduced. ACE at 50 pg/L induced an increase in the gene expression of androgen, estrogen, and PGE, receptors in the
ovaries, and reduced expression in the testes. Results also showed lower egg production and fertilization rate from 28 days
of exposure with reduced sperm quality. These results demonstrated that ACE impairs the reproductive performance of
zebrafish, affecting multiple reproductive parameters, which may be caused by the synergistic action of the imbalance of
sex steroids, with a reduction of PGE, and its receptors.

Keywords Acetaminophen - Fish - Endocrine disruptor - Subfertility - Hormones - Estrogen e ceptors

Introduction least two highly toxic compounds: 1.4-benzoquinone and

N-acetyl-p-benzoquinone imine (V lie genthart et al. 2014).

Acetaminophen (ACE or N-acetyl-p-aminophenol), com-
mercially known as paracetamol, is one of the most con-
sumed nonstercidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
worldwide, available alone or in combination with other
drugs in products used to treat colds and pain (Lau et al.
2016). ACE and other NSAIDs exert their therapeutic
effects by inhibiting the action of cyclooxygenase enzymes
(COX-1 and COX-2) that metabolize arachidonic acid into
prostaglandins (PGs) (Przybyla et al., 2021). In vertebrates,
ACE metabolism occurs primarily in the liver, producing at
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Due to its excretion and incorrect disposal, ACE has been
constantly detected in urban wastewater at concentrations
ranging from 0.1 to 13 pg/L in southeastern Brazil (Cam-
panha et al. 2015), from 0.005 to 78 pg/L in Europe, and
from 1.7 to &4 pg/L in wastewater from Korea, Spain, Bos-
nia and Herzegovina, Croatia, and Serbia (for review, see
Zur et al. 2018) and domestic sewage ranging from 29 to
246 pg/L on the Mediterranean coast (Gomez et al. 2007},
The presence of ACE in aquatic systems and other NSAIDs
represents an environmental risk, as they impair metabolic
processes and hormonal homeostasis in nontarget species
and can act as endocrine-disrupting chemicals (EDCs}. Sev-
eral EDCs directly interfere with the control of vertebrate
reproduction, mainly altering the synthesis of hormones
and receptors that regulate gametogenesis or mimicking sex
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steroid action, resulting in reproduction disturbance (Flint
etal 2012).

In fish, gametogenesis and gonadal maturation are mainly
regulated by sex steroids, such as 17p-estradiocl (E;) and
11-ketotestosterone (11-KT), which stimulate the prolifera-
tion and differentiation of somatic and germ cells (Lubzens
et al. 2010; Schulz et al. 2010). The effects of these sex ster-
oids are mediated by intracellular receptors [estrogen recep-
tors a (ERo) and § (ERf) and androgen receptors (AR]],
which act as transcription factors when activated by the
ligand (Nelson and Habibi 2013). Under special conditions,
G protein-coupled eceptors (GPER) can act as an alterna-
tive signaling pathway for the rapid and effective response
after exposure to environmental estrogens (Qie et al. 2021).
In addition, PGs, especially prostaglandin E2 (PGE,) pro-
duced locally in the gonads, are important mediators that
act on oocyte maturation, ovulation, and spermatogonia
self-renewal through activation of PGE; receptors, such as
Ptger2a and Ptgerdb (Takahashi et al. 2018; Crespo et al.
2020; Baker et al. 2021). Mevertheless, the role of PG inhibi-
tors, such as ACE, on sex steroid levels associated with the
expression of their receptors is not well known, especially
in fish gonads.

In addition to its hepatotoxic effect, studies have dem-
onstrated adverse outcomes of ACE on eproduction. In
humans and rats, ACE is responsible for decreased tes-
tosterone and PG levels, induction of oxidative stress in
the gonads, germ cell apoptosis, and poor sperm quality
{Legrand et al. 2013; Aksu et al. 2016; Banihani 2017). Rats
exposed to ACE during pregnancy have a reduced number of
fetal germ cells, delayed meiosis in oogonia, reduced ovary
size, and transgenerational effects, such as smaller ovaries
and a reduced number of ovarian follicles (Dean et al. 2016).
In the last decade, the effects of ACE have been investigated
under experimental conditions on fish reproduction, with
concentrations and exposure times varying between stud-
ies. In zebrafish, a reduction in egg production was associ-
ated with increased embryo mortality and abnormality, and
histological alterations in the gonads have been reported
{Galus et al. 2013a, b}. Levels of vitellogenin (Vtg}, a clas-
sic biomarker caused by estrogenic EDCs, may or may not
be altered by ACE exposure in this same species (Ayobahan
et al. 2020; Baumann et al. 2020), but E, and 11-KT levels
were not reported.

Despite some studies in recent years, the action of envi-
ronmentally relevant ACE concentrations on reproductive
biology is not well known, especially in teleost fish. To bet-
ter explore the potential ecological risks of ACE contamina-
tion, this study investigated the effects of chronic ex posure
to ACE on gametogenesis, gonadal maturation, sex stercids,
and PGE; levels azwell as gene expression of their receptors
in zebrafish Danio rerio, a versatile model for re production
research in vertebrates. For a more complete and inte grated

) springer

analysis of re production, this study also evaluated spawning,
fertilization rate, and sperm motility.

Materials and methods

The procedures with animals performed in this study fol-
lowed the principles establizshed by the Brazilian College of
Animal Experimentation and were approved by the Commit-
tee on Ethics in the Use of Animals of the Federal University
of Minas Gerais (protocol no. 115/2020).

Fish storage conditions and pre-experimentation
phase

Specimens of wild-type strain zebrafish D. rerio aged
120 days were obtained from a local commercial supplier
{EcoFish Aquirios e Lagos Ltda.) and kept in 12 tanks
with 20L (15 females and 15 males/aquarium) at 26-28 °C
with 12 h light/12 h dark photoperiod and water recircula-
tion system. To maintain water quality (pH 7-8, dissolved
0,z 6 mg/L, and NH,<0.025 mg/L), ~30% of the water
was renewed daily with dechlorinated water supplemented
with pH buffer 7.0 (Neutral Regulator 7.0; Seachem Labo-
ratories, Inc.). Fishes were fed ad libitum daily with com-
mercial food (Tetramin Tropical Flakes; Tetra, USA; four
times daily) and adult brine shrimp (once daily). The ani-
mals were kept for 30 days under these conditions before the
beginning of the experiment. During this period, spawning
was monitored once weekly using an egg collection box that
covers ~40% of the bottom surface of each aquarium. A fter
this period and guaranteed the reproductive activity of fish,
they were submitted to the ex perimental conditions.

Exposure to ACE

Fishes were subjected in triplicate tanks to the following
ACE concentrations (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA):
0 (control), 0.5 pg/L (low), 5 pg/L (medium), and 50 pg/L
{high} dissoclved in dechlorinated water for 60 days. The
tanks were kept without filters in the recirculation system.
The physicochemical parameters (temperature, pH, oxygen,
and toxic ammonia) were monitored daily to maintain the
water quality (Table 1). Every 2 days, each tank had 90%
of the water renewed with the appropriate nominal ACE
concentrations. Spawning was monitored 1 day before the
exposure phase and every 7 days after starting ACE treat-
ment. After 60 days of exposure, fishes were anesthetized
with eugenol and euthanized by the cross-section of the
cervical spine. Total length, body weight (BW), and gonad
weight (GW) were obtained, and the gonadosomatic index
(G5l =GW/BW x 100) was calculated. Gonads and liver
were collected for histological and molecular analyses.
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Table1 Water qualicy Control 0.5 pg/L ACE 5 pglL ACE 50 pglL ACE
parameters and acetaminophen S gl e ngll
(ACE) concentrations during Temperature (%C ¥ 281403 274+02 27.5+0.2 274 +0.2
Acimiak expoae  iffcco 7,64 £0.07 7.79+0.04 7.79+0.04 7754003
ACE Lo pH* 54+ 70+ 0. T0 40 NEER
Oxygen (mg/Ly* 6.84+0.22 6.43+0.24 6.60+0.25 6.60+0.23
Ammonia (mg/L)y* 0.026 +0.008 0.019+ 0,002 0.018 +0.002 0.025 +0.008
ACE (pg/L) ND 0.43+0.05 4584046 45.13+2.81
Values represents mean+ SE
NI not detected

*No significant difference between treatments, p = 0.035

Testes of six specimens (two per tank) from each group were
also collected for immediate semen analysis.

Quantification of ACE in the water

To analyze the real ACE concentration during the experi-
ment, 10 mL water samples from each tank were stored in
amber glass flasks before water renewal at the beginning
{day 2), middle (day 32), and end (day 58) of the experiment
and kept at— 20 °C. For the analyses, the water samples were
fillered using a syringe filter with a 30 mm membrane and
0.22 pm pore, concentrated 10 times in a vacunm concentra-
tor centrifuge (UniEquip Univapo 100H), and later analyzed
by high-performance liquid chromatography (HPLC) and
matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)-time
of flight (TOF)TOF-mass spectrometry (M3). The ACE
standard was the same for the fish exposure phase (Sigma-
Aldrich; with > 99% purity}). Briefly, 400 pl of each concen-
trated water sample was inserted into a Shimadzu HPLC
20A Prominence, with a C g column (250 4.6 % 2 mm; Kro-
masil Eternity) to separate the compounds. After separation,
the compounds passed through an ultraviclet—visible detec-
tor before fractions were collected to confirm their masses
by MS. The mobile phaze used was acetonitrile (A) and 0.1%
triflucroacetic acid (B) operating in an elution gradient at
the maximum rate of 1 mL/min. The reverse phase was
performed by gradient according to the following program:
5-30% B in 20 min, 30-100% B in 2 min, maintained at
100% B for 2 min, ending with a reduction to 5% B in 2 min.
To confirm the mass of ACE (151.6 g/mol), the collected
compounds were analyzed in a MALDI-TOFTOF Bruker
Autoflex I smart beam spectrometer equipped with an
Nd:YAG laser (330360, 495-540, 308, and 990—1080 mm).
For this, 0.5 pl of the fractionated sample was applied to an
MTP Anchor Chip Var/384 plate and added together with
0.5 pl e-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid, followed by dry-
ing at room temperature. lons were monitored in positive
reflected mode with a detection window between 30 and
1000 Da, and the obtained ACE mass was 152.523 m/z
[ACE "H]". The ACE concentration measured in the water
during exposure was 86%, the nominal concentration for

the 0.5 pg/L group, 91.6% for the 5 pg/L group, and 90.3%
for the 50 pg/L group (Table 1). The detection limit of ACE

was 0.16 pg/L.

Histology and morphometry of gametogenesis

To analyze gametogenesis, the gonads (n= 6/sex/treatment)
were fixed in Bouin's fluid for 12 h and kept in 70% etha-
nol. For histology, the samples were gradually dehydrated in
ethanol, embedded in paraffin, sectioned at 5 pm thickness,
and stained with hematoxylin—eosin. Morphometric analyses
were performed on histological sections of gonads of six fish
from each group according to Weber et al. (2017, 2019). To
quantify the proportion (%) of ovarian follicles, five fields
from different histological sections 250 pm distance each
{n=30 fields/treatment) were randomly chosen and pho-
tographed atx 100 magnification using an image analysis
tool (Carl Zeiss AxioVision SE64 software) attached to a
light microscope. The images were analyzed using Image]
1.4.9 (National Institutes of Health) by superimposing a grid
with 540 equidistant points over each image. In females, the
incident points on the following elements were quantified:
oogonia (Oo), early (PN1) and advanced (PN2) perinuclec-
lar follicles, cortical vesicle follicles (CV), vitellogenic fol-
licles (VF), postovulatory follicles (FPO), atretic follicles
{AF), and connective tissue and proteinaceous fluid. The
diameter of mature VF was measured in histological sections
of six fishes per treatment, and 120 follicles were analyzed
per treatment, each measurement being the average of the
largest and smallest diameter of the VF.

In males, quantification of testicular components was car-
ried out in histological sections at % 400 magnification. The
proportion (%) of undifferentiated (A ;4) and differentiated
type A (Ayy) spermatogonia, type B spermatogonia (Gg),
primary {C,) and secondary (C,) spermatocytes, sperma-
tids (T}, spermatozoa (£), seminiferous tubule (5T) lumen,
Sertoli cells (Sc), Leydig cells (Lc), interstitial tissue, and
areas with testicular disorganization were quantified. The ST
diameter was measured in histological sections of six fish per
treatment, and 120 STs were analyzed per treatment, each
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measurement being the average of the largest and smallest
diameters of ST.

Cell proliferation and apoptosis

Cell proliferation was assessed by immunchistochemistry
using proliferating cell nuclear antigen (PCNA ). Before
reaction, histological sections of gonads were subjected to
gene retrieval using sodium citrate buffer (pH 6.0) at 95 °C
for 30 min. Bovine serum albumin (BSA; 2%) and hydro-
gen peroxide (H,0,; 3%) were used to block nonspecific
reactions and remove endogenous peroxidase, respectively.
For immunoperoxidase, sections were incubated overnight
at 4 °C with monoclonal anti-PCNA primary antibody
(Sigma-Aldrich: P8825) diluted in 2% B SA, washed with
phosphate-buffered saline (PBS}, and incubated with sec-
ondary antibody (DAKO EnVision System, horseradish per
oxidase; DakoCytomation) for 30 min at room temperature.
The peroxidase reaction was revealed with diaminobe nzidine
{DAB), and the sections were counterstained with hematoey-
lin. As a negative control, some sections were not incubated
with the primary antibody.

To assess apoptosis, in situ terminal deoxynucleoti-
dyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling
{TUNEL) assay was performed using the ApopTag Plus
peraxidase in situ apoptosis detection kit (Merck Millipore)
according to Momira et al. (2020). Briefly, sections were
deparaffinized, washed with PBS (pH 7.4), and treated with
20 mg/mL proteinase K diluted in PBS for 15 min at room
temperature. To remove endogenous peroxidase, sections
were incubated with 3% H,O, for 5 min at room tempera-
ture. The sections were incubated with the enzyme TdT for
1 h at 37 °C and incubated for 30 min at room temperature
with an anti-digoxigenin conjugate. The peroxidase reac-
tion was detected with DAB, and the sections were coun-
terstained with hematoxylin. As a negative control, some
sections were incubated without the TdT enzyme.

The quantification of the labeled follicles in PCNA and
TUNEL reactions followed a previously established pro-
tocol (Melo et al. 2015). For this, 30 histological sections
from six animals were examined per group. Ovarian folli-
cles with labeled cells were considered PCHNA or TUNEL-
positive, and the results were expressed as the percentage
of labeled follicles at each development stage (PN1, PN2,
CV, VF, FPO, and AF). In males, quantification of PCNA
and TUMNEL-positive germ cells was also conducted, and
30 histological images from six animals per treatment were
analyzed. A 540-point graticule was superimposed on each
image acquired atx 400 magnification. Incident points
on labeled and unlabeled cells were considered, and the
results were expressed as the percentage of labeled cells per
treatment.
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Sex steroids and PGE;

To assess E;, 11-KT, and PGE, concentrations, the gonad
samples (n=6sex/group) were stored in liquid nitrogen and
subsequently subjected to an enzyme-linked immunosorb-
ent assay (ELISA). The samples were homogenized in an
extraction buffer [50 mM Tris—HCI (pH 8.0} with 0.002%
aprotinin and 1 mM phenylmethylsulfony] fluoride] in a 1:2
tissue/buffer ratio. The extracts were vortexed and centri-
fuged at 15,000xg for 60 min at 4 °C, and the supernatant
was collected for analysis. Gonadal E,, 11-KT, and PGE,
concentrations were determined by ELISA according to the
manufacturer’s guidelines (Cayman Chemical ELISA kit E,
#582251, 11-KT #582751, and PGE, #500141). The sensi-
tivity of the assays was 6.6 pg/mL (E,), 0.8 pg/mL (11-KT},
and 15.6 pg/mL (PGE,).

Vitellogening (Vtg) and zona radiata proteins (Zrp)

To verify whether ACE affects the expression of EDC bio-
markers, liver samples (n = 6/sex/group) stored in liquid
nitrogen were subjected to indirect ELISA to detect Vitg and
Zrp (Weber et al. 2017). The liver samples were homog-
enized, and the supernatant was obtained as described in
“Vitellogening (Vtg) and zona radiata proteins (Zrp)”. The
total protein concentration of each sample was determined
by the method of Bradford (1976) using BSA as a stand-
ard. Duplicate samples were incubated overnight at 4 “C in
O6-well microplates (Munc, Denmark), washed with 0.05%
PBS-Tween, blocked for 2 h with 2% BSA, and incubated
with rabbit anti-salmon Vig and Zrp polyclonal antibodies
{Biosense Laboratories AS, Norway) at 1:500 dilution for
2 h at 37 °C. After washing, the plates were incubated with
anti-rabbit IgG secondary antibody (Sigma-Aldrich) conju-
gated to peroxidase at 1:1000 dilution for 2 h at 37 °C. The
plates were washed again, and the reaction was developed
with 200 pl o-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma-
Aldrich) diluted in 0.05 M sodium citrate buffer containing
0.00025% H,0O, for 20 min. The reaction was stopped by
adding 50 pl of 2 M H,50, to each well, and the absorbance
was measured at 492 nm in a spectrophotometer (BioTek
Instruments, Inc.). For the control and validation of ELISA,
a liver homogenate dilution curve was conducted for each
analyzed protein, with correlation values of R2=10.9915 for
Vig and R =0.9831 for Zrp.

RNA extraction and quantitative real-time
polymerase chain reaction (qRT-PCR)

To quantify the gene expression for androgen (ar), estro-
gens (Era, Erff and gper), and PGE, (Ptger2a and Prgerdh)
receptors, RNA from six gonads per sex per treatment was
isolated using TRIzol reagent (Sigma-Aldrich) according to
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the manufacturer’s guidelines. Total RNA was quantified
using a Nanodrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), and 60 ng RNA was reverse transcribed to
cDMA using the iScript cDMNA Synthesis kit (Bio-Rad,
USA) according to the manufacturer’s recommendations.
The resulting cDNA was subjected to gR'T-PCR using the
iTaq Universal SYBR. Green Supermix (Bio-Rad) in a Rotor-
Gene () thermal cycler (Qiagen, Hilden, Germany), and the
reaction cycles followed the manufacturer’s recommenda-
tions. The primers used for gRT-PCR. are listed in Table 2.
The relative levels of gene expression were determined by
normalization to /85 rRNA and actb2 using the AACT
method, and the results are presented as a fold increase in
relation to the control group (Taylor et al. 2019).

Spawning and egg fertilization

Spawned eggs were obtained every 7 days, placing an egg
collector box kept overnight in each tank. The next morn-
ing, the box was removed, and viable and nonviable eggs
were counted within 4-6 h after spawning. With the aid of a
stereomicroscope, translucent embryos in a well-developed
blastodisc phase were counted as fertilized, whereas opague
eggs with clotted material were considered unviable (Poleo
etal. 2001). The number of spawned eggs and the fertiliza-
tion rates (%) were calculated every 7 days from O to 54 days
after spawning for each group, in triplicate.

Sperm quality

To analyze sperm guality, semen samples from six fishes per
treatment were obtained after gentle massage of the testes in
Hank's balanced solution at a concentration of 1:50 weight/
volume. After 10 min, the samples were activated with dis-
tilled water and analyzed with the aid of a Makler chamber
and a phase-contrast microscope equipped with a heated
plate at 28 °C coupled to a computer-assisted semen analysis
{CASA) model Sperm Class Analyzer version 4.0 (Analysis

Laboratory; Microptic SL, Barcelona, Spain}. The following
parameters were evaluated: progressive and nonprogressive
maotility, curvilinear velocity (VCL), average path velocity
{VAP), and straight-line ve locity (VSL) with 15, 30, 45, 60,
and 180 s after activation.

Statistical analysis

GraphPad Prism 5 software was used for statistical analy-
ses. The normality of data was tested using the Lilliefors
test. Spawning and fertilization rates were assessed using
the r test, comparing each ACE -treated group to the control
group. One-way analysis of variance (ANOWVA) test with
Tukey's post-hoc test or nonparametric Kmuskal-Wallis fol-
lowed by Dunn's post-hoc test was used to analyze water
quality and semen quality parameters, gametogenesis mor-
phometric data, ELISA, and receptor gene expression. Data
were expressed as the geometric mean + standard error (SE)
in gRT-PCR results and mean+ SE for all other results, and
differences were considered significant with p<0.05.

Results
Histological analysis and proportion of germ cells

To assess gametogenesis and gonadal development in
zebrafish, the GSI, proportion of germ cells, and develop-
mental alterations that could affect gonadal physiclogy were
guantified. The treatment did not induce significant differ-
ences in the total length and BW of the animals of both
sexes. In females, GSI was significantly higher in all ACE
~treated groups compared to the control group (p=0.0003;
Table 3). Histological analy ses showed that VFs were larger
and more abundant in the ovaries of 5 and 50 pg/L. ACE
-treated fish, whereas FPOs were less abundant. These
groups also had a lower proportion of Oo, PN1, PN2, and
CV. Furthermore, treatment with ACE resulted in a higher

Table2 Primers used in real time RT-PCR. analysis for estrogen (era, enffl, erff2, gper), androgens (ar), prostaglandin E2 (ptgerla, prgerdh)
mceptors and reference (18 5 rRNA, actb2) genes in zebrafish gonads after 60 days exposure to different concentrations of acetominophen

Gene Forward sequence Eeverse scquence Beferences

e GACTACGCCTCTGGATATCATTAC TGOTCGCTGGACA AACATAG Bertotto et al. (2018}

erftl CTCTCAGCACCTCTTTCCTTC COGCCTCTAGAATAC AGCTAAC Bertotto et al. (2018}

erfi2 GTCCCAGOTCTCAAGACGATAAAG CTTCCATGATCCGOGAGATTAG Bertotto et al. (2018)

gper TGGCTOTOGC AGATCTTATTC CAATGGACTGCTGCTCATAGA Gonzilez-Rojo et al. (2019)
ar ACGTGOCTGGOCTOAAAA CAAAMCCTOCCATCCGTGAAC Crespo et al. (2020}
ptgerZa CTOTGGTTCAAACGGCCGTATIT ACACACCGCATCGAGTCTTGCT Crespo et al. (2020}
prgerdh GTGCTCATCTGCTCCACTCCTT GCAGAGTTAAACAGCTGOTTCACA Crespo et al. (20207

185 BNA CATGGCOCGTTCTTAGTTGGT COGACATCTAAGGGCATCAC Gonzilez-Rojo et al (2019
actb2 COAGCTGTCTTCCCATCCA TCACCAACGTAGCTGTCTTTCTG Ricsco and Robles (2013)
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Table3 Biometric
ey m““"- Control 05ppl ACE  3pg/LACE 30 pg/L ACE
viellogenic follick diameter, Total kength (cm) 412 40,000 4241008 421+0.08°  423+008°
s mﬁﬁw - Body weight (g) 0841006 1011007 0842004 0863005
i Gonadosomatic ndex (GST) 10.55+1.01°  1256+1.14% 1566+ 1.10° 1640 +0.07°
fluid in female zebrafish Vitellogenic follick diameter (um)  490.0 +4.6° 515143550 SLI+40° §63.3+3.F
aficr 60 days of exposur o Oogonia 0.21+005  0.06+004*  006+002°  006+002°
:D;;“'f::r mm’""'“(‘mm Tuckial periacieales Sk 35840478  278+061%  147+026°  1.01+028°
Advanced perinncleolar follicles 7.14 0820 5.41+0.65° 2004053 500408420
Follick: with cortical alveoli 21414180  1546+137*F B6E+1.10°F  1208+1.18%
Vitellogenic follicks 5486 +3.11°  6105+285%  7437+1.88° 63.38+278%F
Post-ovulatory follicles 167 +0.38°  1.20+0.29° 0.21+0.14°  0511023°
Atretic follicles 0.62+030"  415+1.02° S01+130°  551+1.80°
Interstitial tissue 1045+1.05 7204073  4024060F  7.50+0.00°F
Proteinaceous fhuid 005+002° 2414075 1454024 187 4043

Values mprsents mean +standand

between treatments (p< 0.03)

proportion of AF than the control group in all treated groups
{p=10.0022). The only histopathology found in the ovaries
was the presence of proteinaceous fluid in the interstitial tis-
sue between the ovarian follicles, which was more abundant
in ACE -treated fish (p <0.0001; Fig. la—d).

In the testiz, there was a significant reduction in GSI, 8T
diameter, and number of Z and an increase of T in 5 and
50 pg/L ACE -treated fish (Fig. le—h; Table 4}. In addi-
tion, ACE -treated fish showed a lower proportion of A,
{p=0.0052) and a greater amount of A (p=0.0007). Some
testes of animals exposed to 5 and 50 pg/L. ACE showed
different levels of disorganization in the testicular structure,
with disrupted spermatogenic cysts. Mo significant changes
were observed in the amount of Gg, Sc,Lg, ST lumen, and
interstitial tissue in ACE -treated fish (p>0.03).

Cell proliferation and apoptosis

Based on germ cell proportion, cell proliferation and apop-
tosis were further investigated in the ovaries and testis. In
females, PCMA-positive reactions were cbserved mainly in
Oo, oocyte nuclei and follicular cells from follicles at differ
ent developmental stages (Fig. 2a—d). Regarding TUNEL-
positive reactions, follicles at all stages of development
showed a positive reaction on follicular cells (Fig. 2e-h).
In males, apart from T and Z, all other germ cells showed
positive reactions to PCNA (Fig. 2i-1). Considering TUNEL
reaction, except for A4, Gg. and C;, all other germline and
somatic cells analyzed showed positive reaction (Fig. 2Zm—p).

In the owvaries of animals treated with 5 and 50 pg/L
ACE, a lower proportion of PCNA-positive reactions in
Oo was observed compared to the control group (p=10.004;
Fig. 3a). There are no statistical differences in the ovarian
follicles that showed PCNA labeling in cocyte nuclei and/or

€ Springer

ermor In each lime, different ketters indicate significont difference

follicular cells. A low proportion of TUNEL-positive PN 1/
PN2 (< 10%) was found in all groups, whereas VF were sig-
nificantly more labeled in animals treated with 5 and 50 pg/L
ACE {p=0.0234; Fig. 3b), indicating that ACE can induce
an increase in the apoptosis of follicular cells during vitel-
logenesis. All FPO and AF had TUNEL-positive follicular
cells.

In the testis of animals exposed to 5 and 50 pg/. ACE,
there was a lower proportion of A ; PCNA-positive, indi-
cating inhibition of cell proliferation at this developmental
stage (p=0.0166; Fig. 3c}. A higher proportion of TUNEL-
positive reaction was observed for Ay (p=0.0022), T
{p=0.0196), and Z (p=10.0117) in fish exposed to 5 and
50 pg/L ACE (Fig. 3d), but no significant difference was
found for C,, Sc, and Lg.

E,, 11-KT, and PGE, levels

To analyze the gonadal physiology, the gonadal concen-
trations of two main sex steroids (E; and 11-KT) in fish
were evaluated. In addition, to check the effects of ACE
on PGs, gonadal PGE; was also evaluated. Results showed
that ACE exposure led to changes in gonadal E; concen-
trations, with a significant increase at 50 pg/L ACE in the
ovaries (p=0.0088) and 5 and 50 pgL ACE in the testis
{p="0.0078; Fig. 4a). In males, 11-KT testicular levels were
lower at 5 and 50 pg/LL ACE compared to the control group
{p=10.0109}, but no significant difference was found for this
sex steroid in ovaries (Fig. 4b). Regarding PGE,, a signifi-
cant reduction of its concentrations was detected at 5 and
50 pg’L ACE compared to the control group in both sexes,
with values being 34 times higher in the cvaries than in the
testes of zebrafish (Fig. 4c).
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Fig.1 Histwlogical sections of
ovary and testis of zebrafish
exposed to different concentra-
tions of acetaminophen (ACE)
and cosin). A nomal ovary,
B-I¥ ACE treatment led to

a decreased amount of early
(PN1) and advanced (FN2)
vesicle (VC) follicles, increased

Control

of larger vite llogenic follicks
(VF), and proteinaceous fluid
*). E normal testis, F-H

Treatment with ACE induced

|

¢

£53
I
ACE 0.5 pg/L

ACE 5 ug/L

Gene expression for Androgens, estrogens,
and PGE, receptors

To check whether ACE exposure affects the gene expres-
sion of steroid and PGE, rece ptors, ar, era, erfil, erfi2,
gper, pteger2a, and prgerdb mRNA was quantified in the
ovaries and testes. ACE treatment significantly increased
ovarian transcript levels of era in all treated groups and
erfil, erff2, gper, and ar at 50 pg/L ACE (p < 0.05).

Moreover, PGE, levels decreased at 5 and 50 pg/l. ACE,
but upregulation of their receptors (prger2a and pigerdb)
was observed at 50 pg/L ACE in the ovaries (Fig. 4d—j).

In males, downregulation of ar, ptger2a, and prgerdb
was observed (p<0.05). Interestingly, although ACE treat-
ment increased E; levels in zebrafish testes, era, erfl, and
erfi2 had a reduction in the levels of their transcripts, again
at 50 pg/L ACE (p <0.05). gper mRNA had no significant
difference among treatments.
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Table 4 Biometric
bt ey m“"’- Control 0.5pgLACE  5pg/L ACE 30 pgL. ACE
seminiferous ubule diameter Total kengih (cm) 3824050 3.00 +0.60° 403 +007° 301 +004°
end proportion () ol i  Body weight () 0.62£0027  0.59+002  061+003F 058 +002°
i e Gonadosomatic index (GST) 1504018  1Liz001?* 109 1016° 099 008"
Acctaminophen (ACE) Scminiferous wbule diameter (um)  140.4 + 2.6% 1540 +40° 1305 + 40° 1333 + 3.8
concentrations Undifferentiaed A spermatogonia .55 +0.09° 0.48 +0.14% 0.18 +0.04" 0.18 + 0048
Differcntiatcd A spermatogonia 463 +051° 678 +0.40° 757 +0.60* 737 +0.68°
Spermatogonia B 0.57 +0.85* 1073+ 086° 042 +0.00° 1260 +1.23°
Primary spermatocytes 22096+ 1.30% 2071+ 171" 2636 + 1.53°  26.48 + 1.03°
Secondary spermatocytes 206 +040° 100+021% 138 +033F 060 +0.17°
Spermatids 7.93 +063° 703 1+064° 1141 £0.87° 1140 +071°
Spermatozoa 4416 +2.56° 4378+ 266° 3443 + 283 6T +204b
Sertoli cells 194004 196 +0.14° 188 +0.11° 204 £0.21°
Leydig cells 120 +0.05  0.86 +0.16° 093 +0.11° 112 +0.14°
Seminiferous tubuk: hmen 408 +0420 4744037 467 +0.44% 486 +0.53°
Interstitial tissue 0.67 +0.19° 103 +0.50° 0.95 +0.24° 1.45 £0.38°
Testicular disorganization ND ND 032 +0.14° 114 x0.52°
Vaolues mpresents mean + standord error. In each line, different letters indicate significamt difference
bebtween treatments (p < 0.05)
ND not detected
EDC biomarkers 1% in all groups at 3 min after sperm activation. Regarding

The hepatic production of Vig and Zrp, two classic biomark-
ers of endocrine disruption in fish, was inve stigated. Females
showed significantly reduced levels of Vig (p=0.0073) and
Zrp (p=0.0344) at 50 pg/L ACE (Fig. 4k and ), whereas
exposure to ACE in males did not result in significant
changes in their hepatic levels (p> 0.035).

Spawning and embryo production

To examine the effects of ACE exposure on zebrafish re pro-
duction, weekly egg production and fertilization rate were
assessed in each group. Results showed a significant reduc-
tion in the number of spawned eggs from 28 days of expo-
sure at 50 pg/L. ACE (p=10.001) and from 42 days to 5 pg'LL
ACE (p=10.024), accompanied by a reduction in the egg
fertilization rate (Fig. 5).

Sperm quality

To verify whether sperm quality could have influenced the
fertilization rates in zebrafish, the key parameters of sperm
motility were evaluated. From the parameters reported by
the CASA system, a reduction in progressive motility was
identified in the first 45 s after activation of sperm from
animals exposed to 50 pg/L ACE (p=10.039; Table 5). Con-
sequently, the amount of nonprogressive Z was higher in
the first 60 s for this group and fish exposed to 5 pg/L. ACE.
Asexpected, the percentage of Z with motility was close to
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velocity parameters, treatment reduced the VSL at 50 pg'L
ACE, with a significant difference at 15, 45, and 180 s after
sperm activation. In addition, there was a significant reduc-
tion in VAP after 30 s in 50 pg/L. ACE and no changes in
VCL of Z. Taken together, these results indicated that ACE
at 50 pg/L. not only reduces the number of Z able to travel
along a straight path but also reduces the speed at which they
travel along this path.

Discussion

Chronic exposure to pharmaceutical products, often found in
environmental sewage discharges at low concentrations, has
been little studied; thus, its effects remain largely neglected
by public health and environmental organizations. This study
investigated the chronic exposure of ACE on gametogenesis
and reproduction of zebrafish. This study also assessed sev-
eral reproductive parameters, gene expression of hormonal
rece ptors, and embryo production and reported that env iron-
mentally relevant ACE concentrations impair several stages
of biological organization in fish gonads.

Like other NSAIDs, ACE is a classic inhibitor of PG syn-
thesis, which is an important factor in fish ovulation (Taka-
hashi et al. 2018). In this study, chronic exposure (60 days)
to 0.5 pg/L ACE, a concentration found in urban wastewater
in southeastern Brazil (Campanha et al. 2015), significantly
reduced ovarian levels of PGE,; however, deleterious effects
were more pronounced on 5 and 50 pg/L ACE -treated fish.
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PCNA

TUNEL

Fig.2 PCNA and TUMEL-positive reactions counterstained with

hematoxy lin, indicating cell proliferation and apoptosis respectively,
n ovarian follicles (A-H) and testicalar cells (I-P) of zebrafish
exposed to acetaminophen for 60 days. AT} PCNA-positive reaction
was ohserved mainly in the nuckus of cogonia (Oo) and cocytes of
the perimicleclar (PM), with cortical vesicles (CV) and vitellogenic
follicles (VF). Proliferative activity of follicular cells (arrows) of fol-
licles at all stages of development were observed, including post ovu-

In another study, exposure to 0.5 to 10 pg/L. ACE or ACE
combined with other pharmaceutical products in zebrafish
for up to 42 days led to an increase in AF and a reduction in
egg production, associated with increased mortality in the
embryos (Galus et al. 2013a, b), similar to results obtained
at 5 and 50 pg/L. ACE in this study.

Morphometrical analysis showed larger cocytes in
ACE -treated groups, which may be a result of the con-
tinned development of VF, indicating a possible failure
in the final oocyte maturation (FOM) and ovulation, as
also reported in zebrafish exposed to indomethacin, a
COX inhibitor NSAID, which reduced the percentage
of oocytes showing germinal vesicle breakdown and the
spawning rates (Lister and Van Der Kraak 2008). In fish,
oocyte maturation and ovulation depend on Iuteinizing hor
mone, which esults in the synthesis of progestins, such as

latory (POF), and atretic follicles (AF). E-H TUNEL-positive reac-
tions in the ovarics were observed in follicular cells (arrows) of CV,
VF, POF and AF. I-L In the testis, immunostaining for PCHA was
mainly ohserved in undifferentiated (A ), differentiated (Agq) type
A and type B (G, spermatogonia, primary spermatocytes (C), Ser-
toli (5c) and Leydig (Lc) cells. M-P TUNEL-positive reactions in the
testis were present in Ay C,T.Z, Sc andLe

17 2, 20 p-dihydrox y-4-pregnen-3-one, regulating the synthe-
gis of PGs and their receptors in somatic cells of mature
follicles (Tang et al. 2016; Takahashi et al. 2018). In this
sense, Ptgerdb receptor activation by PGE, is closely associ-
ated with the induction of actin cytoskeleton rearrangement
and rupture of follicular cells during ovulation {Ogiwara
and Takahashi 2016), and blocking this receptor may pre-
vent ovulation in zebrafish (Tang et al. 2016). Treatment
with ACE at 50 pg/L resulted in higher prger2a and prgerdb
expression, indicating an attempt to increase the synthe-
sis of receptors to PGs; however, this was not enough to
compensate for the reduction in PGE, in the ovaries with
consequent impact on spawning. In addition, these results
also indicated that ACE, mainly at 50 pg/L, promotes an
increase in era, erffl, erp2, and gper expression and ovar-
ian E; levels, which may also contribute to FOM failure and
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Fig.3 Morphometric analyses of PCHNA and TUNEL-positive mac-
tions in ovanes (A-B) and testis (C-D) in different types of ovarian
follicles or testicular cells of zebrafish exposed to different concentra-
tions of acetaminophen for 60 days. Data are the mean + SE. Differ
ent letters above columns indicate significant differences among treat-
ments (p<0.03, One way Anova). Oogonia (Oo), eady (PN1) and

spawning found in this study. Indeed, a decrease in ERa and
ERp levels precedes cocyte ovulation (Lin et al. 2017}, thus
reinforcing the data of this study. It is possible that failure in
FOM with reduction of spawned eggs caused by ACE can be
due to lower PGE, and higher E, levels associated with the
upregulation of estrogens receptors transcripts in the ovaries.

The correct development of gametogenesis and tissue
homeostasis in fish depends on the balance between prolif-
eration and cell death (Thomé et al. 2012; Melo et al. 2015;
Ribeiro et al. 2017). Regarding PCNA and TUNEL-positive
labeling, an interesting relationship was observed in the fol-
licular development of zebrafish in this study. ACE treatment
resulted in larger VF associated with increasing TUNEL-
positive labeling in follicular cells, with no significant dif-
ference in PCNA-stained cells. This increased growth of VF
probably due to failure in the FOM leads to an imbalance
between proliferation and death of follicular cells, which
could trigger follicular atresia and explain the increase
of AF in fish exposed to ACE. In contrast, another study
with zebrafish exposed to 0.5 and 10 pg'L ACE for 40 days
showed an increase in the TUNEL-positive reaction but
without an increase in follicular atresia (Galus et al. 2013b).
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advanced (PN2) perinucleolar follicle, follicle with cortical vesicles
{CV), vitellogenic follicle (VE), post-ovalatory follicle (POF), atmetic
follicle (AF), undiffercntiated (A ), diffcrentiaicd (A,q) type A and
type B (Og) spermatogonia, primary spermatocytes (Cp), Sertoli (Sc)
and Leydig {Lc) cells

The differences between these studies may be related to the
longer exposure time and higher concentration of ACE used
in this study. Failure in the ovulation and spawning can lead
to retention of VF in the ovaries, with lower recruitment of
PN1/PN2 and consequently lower proliferation of Oo, as
observed in animals treated with ACE in this study.

The effects of NSAIDs, especially ACE, on regulating
fish spermatogenesis are poorly understood. This study
reported harmful effects of ACE action on spermatogenesis
and sperm quality, thus contributing to zebrafish subfertil-
ity. Exposure of zebrafish to ibuprofen, an NSAID, caused a
reduction in PGE, levels but did not affect testosterone, E,,
and Vig levels (Morthorst et al. 2013). In contrast, males
of Rhamdia quelen exposed to 0.25 and 2.5 pg/L ACE for
21 days showed a reduction in plasma levels of testoster-
one and an increase in E, with a consequent reduction in
spermatogenic activity (Guiloski et al. 2017). The results
indicated that ACE exposure increases testicular E, levels
but reduces those of 11-KT and PGE, at 5 and 50 pg'L ACE.
Although the testicular expression and activity of steroido-
genic enzymes were not evaluated, this study suggested that
increased E,; levels after ACE exposure could result from
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Table5 Zebrafish sperm motility parameters at different times afier semen activation from fish exposed to different Acetaminophen (ACE) con-
centrations for 60 days

Time (5) Comtrol 0.5 pglL ACE 5 pg/L ACE 30 pglL ACE
Monprogressive motility (%) 15 48.28 + 1.05° 54.13 + 26300 4553 + 2330 61.71 + 1.76*
30 35.82 + 2.40P 44.80 + 25320 4241 2220 5362+ 2330
45 4078 + 2860 48.02 + 3.35%F 36.73 + 4.96* 5731 + 2.48°
&0 52.47 +3.11° 63.01 + 3.53% 6577 + 4.40* 66.23 + 3.07*
180 41.96 + 5.01* 4775 + 46" 3105 + 5.66° 25.88 + 444"
Progressive matility (%) 15 41.52 + 1.53* 36.62 + 1767 4332 + 1.92* 3370 + 1.10%
30 43.95 + 2.19° 41.24 + 1.47°F 4556 + 205 35.87 + 1.71°
43 38.20 + 2.95° 3323+ 3020 20,57 + 403 2594 + 241"
&0 19.14 + 3.40° 13.67 + 1.02° 13.00 + 3.70° 1114 + 1.04%
180 1.96 +0.67* 0.84 + 0.32° 001 + 045 0.46 + 0.31°
Siraight line velocity (VSL. ym/s) 15 73.32 + 2.64° 65.20 + 2.00%° 7055 + 249 65.02 + 1.00"
30 35.62 +2.25° 50.36 + 1.00° 5162 + 1.86" 4587 + 172
45 43.20 + 2.26° 38.06 + 1.73a" 3636 + 24340 33.99 + 1.88"
60 30.18 + 2.05° 26,48 + 1.26° 2322 + 2 56 22.86 + 1.59"
180 11.30 + 1.64% B.28 + 0.06%0 6.40 + 146" 5.83 + 0.06"
Curvilinear velocity (VCL. pm's) 15 105.92 + 336 101.46 +2.83° 100,90 + 3,34 109.30 + 3.80*
30 7265 + 3.082 70.51 + 3.03° 6879 + 2,17 67.83 + 2,19
45 54.98 + 2.50° 50.85 + 2.06° 47.58 + 2.04 4840 + 247"
60 30.80 + 2.13* 36.24 + 1.35° 3251 + 274 33.99 + 1.53*
180 21.28 + 1.277* 18.57 +0.73° 18,80 + 125 17.25 + 0.89°
Average path velocity (VAP. pm/s) 15 06,48 + 3.05° BE.72 +2.30° 9134 + 3.07 02.49 + 3.01*
30 67.83 + 2.19° 63.5] + 2750 63.20 + 2.05%F 59.52 + 1.92°
43 48.48 + 2.40° 45.80 + 1.08° 4330 + 2704 42.77 + 228
&0 33.90 + 1.83° ALTE+ 137" 2820 + 280 2024 + 1.77*
180 17.25 + 0.80* 11.52 + 1.02° 067 + 1.60° 033 + 1.06*

Walues represents mean + standard error. In cach line, different ketiers indicate significant difference between treatments (p < 0.03)
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an enhanced conversion of testosterone in E; via aromatase
{Cypl9ala), thus decreasing the availability of this androgen
as a substrate to 11-KT production.

Recently, it was reported that PGE,; increases the prolifer
ation and self-renewal of A ;. resulting in its accumulation,
being this role dependent on the action of androgens, such
as 11-KT (Morais et al. 2017; Crespo et al. 2020). In addi-
tion to other functions, E, also e gulates spermatogonia self-
renewal, and 11-KT is important in promoting spermatogo-
nia proliferation and differentiation (Schulz et al. 2010). In
agreement, a reduction in the proportion of A _; due to lower
proliferative activity (PCNA reaction) and the transcripts of
ar, era, erfl, erfi2, prger2a, and preerdb were observed at
ACE 50 pg/L in this study. Downregulation of estrogens,
androgens, and PGE, receptors elicited by ACE may impli-
cate low signal transduction for hormones, making testicular
cells less responsive to the action of E,, 11-KT, and PGE,.
Regarding A ;5. ACE 50 pg/L. promoted an increased amount
of these cells without an increase in proliferation, result-
ing in accumulation and lower differentiation of these cells
to Gg. The results also pointed to an increase in apoptosis
of Ay g probably related to the supporting capacity of Sc.
Taken together, ACE exposure can impair self-renewal and
differentiation of A ;4 and cause an imbalance in germ cell
numbers.

Besides the spermatogonial phase, spermiogenesis was
also affected at 5 and 50 pg'L ACE treatments, whereas only
afew changes were found in the meiotic phase, as also found
in fish exposed to estrogenic compounds (Weber et al. 2019).
The effects of 11-KT and ar expression have been associ-
ated with spermiogenesis and a higher Z production (Schulz
et al. 2010; Crowder et al. 2018; Zheng et al. 2020). This
study also showed that ACE increased T and Z apoptosis
{TUNEL reaction}. Similar results were reported in Asty-
anax bimacularus exposed to estrogenic compounds (bis-
phenol A and estrone } but without Z apoptosis (Paschoalini
et al. 2021}. Thus, increased T and Z apoptosis, followed by
low Z numbers, indicated that the negative effects of ACE
in the final stages of spermiogenesis contribute to the sub-
fertility of zebrafish.

Along with Z apoptosis, these results also showed
changes in the key parameters of sperm quality: progres-
sive and nonprogressive motility, VSL, and trajectory
velocity. In mammals, several studies have linked NSAIDs,
such as aspirin and ACE, to low sperm guality due to the
presence of morphological alterations and apoptosis of

Z, decreased nitric oxide levels, and increased oxidative
stress inductors in the semen (Aksu et al. 2016; Banihani
2017, 2019; Banihani and Shatnawi 2020). Indeed, PGs
play a role in semen guality, stimulating sperm motility
{Gottlieb et al. 1988), and human sperm treated with PGE,
have increased progressive motility (Rios et al. 2016). In
contrast, zebrafish knockout for the ar gene showed a
decreased sperm production and reduced ability to ferti-
lize oocytes (Crowder et al. 2018}, although normal motil-
ity and fertilization ability were reported in Oreochromis
niloticus without 11-KT (Zheng et al. 2020). Taken
together, these data indicated that the reduction in sperm
quality induced by ACE treatment might be an effect of
low testicular levels of PGE, combined with the reduc-
tion of transcripts of ar, prger2a, and prgerdb in zebrafish
testes.

In addition to the low sperm quality observed in the
groups treated with ACE, the results of this study sug-
gested that treatment reduced the reproductive potential
and egg quality of zebrafizsh given by the reduction in egg
production and viable embryos in 5 and 50 ug/L ACE
groups. Moreover, the increase in the proportion of AF
is evidence that ACE has affected oogenesis, as follicular
atresia can be induced not only by ovulation failure but
alzo by errors incompatible with adequate development of
ovarian follicles (Lubzens et al. 2010). Despite no signifi-
cant increase in Vtg and Zrp production in males in this
study, the increase in E, levels associated with the reduc-
tion on 11-KT suggests that ACE acts as an estrogenic
EDC and weakens fish reproduction.

In summary, comparing zebrafish females and males
{Fig. 6), chronic exposure to ACE reduced PGE, and
increased E, production, with upregulation of the tran-
scripts of their receptors in ovaries, affecting the final
stages of vitellogenesis, inducing follicular atresia, and
failure in FOM. In males, ACE affected the proliferation
and differentiation of spermatogenic cells, possibly caused
by reduced PGE; and 11-KT, and increased E,, with down-
regulation of the transcripts of their receptors. Together,
these facts culminated in the reduction of spawning, semen
production and motility, and embryo viability. There fore,
our study demonstrates that ACE impairs zebrafish repro-
ductive performance by affecting multiple parameters of
gametogenesis and gamete quality, these factors being
sex-dependent.
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Capitulo 2: Exposi¢do cronica ao acetaminofeno provoca hipometilacao global do DNA

gonadal e prejudica a reprodu¢@o da prole do zebrafish Danio rerio

Artigo em construgdo — a ser submetido na revista Reproductive Toxicology.
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Exposicao crénica ao acetaminofeno provoca hipometilagiao global do DNA gonadal e

prejudica a reproduciio da prole do zebrafish Danio rerio

Resumo

O acetaminofeno (ACE) ¢ um dos anti-inflamatérios ndo esteroides mais
comercializados no mundo. Ele ¢ frequentemente encontrado nos ambientes aquaticos onde
pode prejudicar a reproducao de organismos e estd associado a modificagdes epigenéticas. O
objetivo desse estudo foi investigar se a exposi¢cdo cronica de uma geracao parental (FO) ao
ACE (0,5; 5 e 50 ug/L) € capaz de provocar alteragdes na gametogénese e reprodugdo da prole
(F1 e F2) do zebrafish, bem como investigar altera¢des no padrdo de metilagdo global do DNA
nas gonadas dos progenitores. Na FO foram quantificados glutationa (GSH) e DNA metilado.
Na F1 e F2 foram avaliadas o desenvolvimento das células germinativas, concentracdes de
17B-estradiol (E2), 11-Ketotestosterona (11-KT), além das taxas de desova, fertilizacao e
qualidade espermatica. Os resultados mostraram reducdo da GSH e da expressdo de enzimas
que metilam o DNA (DNMTs), aumento das enzimas que desmetilam o DNA (TETs) e
hipometilacdo global do DNA nos testiculos e ovarios da FO. Os ovarios da F1 e F2, originados
da geracdo FO que foi exposta principalmente a 50 pg/LL de ACE, apresentaram menor
concentracdo de E> e foliculos vitelogénicos em menor quantidade, o que pode estar
relacionado a uma menor quantidade de ovos liberados observada. Ja os testiculos da F1 de
progenitores também expostos a 50 pg/L, apresentaram menor concentragdo de 11-KT,
espermatozoides menos abundantes e menor qualidade do sémen. Os machos F2 ndo
apresentaram alteracdes reprodutivas com o tratamento da FO ao ACE. Em conjunto, este
estudo demonstrou que a exposicao cronica ao ACE ¢ capaz de induzir alteragdes epigenéticas
na geragao parental e reduzir a capacidade reprodutiva da prole (F1 e F2) do zebrafish, com
fémeas sendo mais sensiveis do que machos a essas alteracdes epigenéticas. Portanto,
avaliagdes transgeracionais sdo elementos-chave para determinar a magnitude dos efeitos
adversos da continua exposi¢ao de poluentes emergentes nas populacdes dos organismos

aquaticos.

Palavras-chave: Acetaminofeno, zebrafish, reproducao, metilacdo do DNA, transgeracional.
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Introduciao

O acetaminofeno (ACE), comercialmente conhecido como paracetamol, ¢ um dos
antinflamatérios nao-esteroide (AINE) mais consumido no mundo, e exerce seu efeito
terapéutico ao inibir a producdo de prostaglandinas pelas enzimas ciclooxigenases (LAU;
MCGUIRE; VAN DRIEL, 2016; PRZYBYLA; SZYCHOWSKI; GMINSKI, 2021). O ACE
foi encontrado em efluentes urbanos de paises sul americanos, asiaticos e europeus em
concentragoes variando de 0,1 a 246 ng/L (CAMPANHA et al., 2015; CAPPARELLI et al.,
2021; GOMEZ et al., 2007; ZUR et al., 2018) ¢ a sua presenga representa um risco ambiental,
pois pode agir em espécies ndo alvos, e atuar como uma substancia desreguladora endocrina
(EDC).

Os EDCs sao substincias capazes de interagir com o sistema endocrino de vertebrados
e interferir na sintese, secrecdo e sinalizagdo de hormdnios endogenos, e pode prejudicar
processos importantes como a reproducgdo (FLINT et al., 2012). O ACE e outros AINES foram
relacionados a alteracdes na gametogénese, qualidade espermdtica, desova, produgdo de
embrides, eclosdao, sobrevivéncia de larvas e producao de esteroides sexuais de peixes em
condi¢des experimentais (GALUS; KIRISCHIAN; ef al., 2013b; GUILOSKI et al., 2017,
MOREIRA et al., 2022), o que demonstra seu potencial risco para populagdes nativas. Nos
peixes, a gametogénese e desenvolvimento gonadal sdo regulados principalmente por
esteroides sexuais, como o 17B-estradiol (E2) e a 11-ketotestosterona (11-KT) que estimulam
a proliferagdo e diferenciacdo das células germinativas (LUBZENS et al., 2010; SCHULZ et
al., 2010).

No zebrafish, assim como em outros vertebrados, o figado ¢ o principal local de
metabolizacdo do ACE , que inicia a degradagdo da droga por hidroxilagdo realizada pela
enzima CYP3A65, produzindo ao menos dois compostos nocivos a satide dos animais: a 1,4-
benzoquinone e a N-acetyl-p-benzoquinona imina (NAPQI) (VLIEGENTHART et al., 2014).
Em uma segunda fase de metabolizacdo do ACE, a glutationa (GSH), presente em diversos
orgaos, ¢ responsavel pela neutralizagdo dos compostos gerados apos a primeira fase de
metabolizacdo (VLIEGENTHART et al., 2014). O padrao de metilagdo do DNA pode ser
alterado por causa da deplecao de GSH quando esta ¢ conjugada cronicamente a substancias
quimicas e seus metabdlitos (LEE; JR; PORTA, 2009), tal como ocorre com o ACE. Isso
acontece porque a metilagdo do DNA ¢ dependente de S-Adenosylmethionine (SAM), uma

molécula chave na doacdo do grupo metil para as metiltransferases metilarem o DNA e sua
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sintese ¢ suprimida quando a concentra¢do de GSH diminui. A producdo de GSH e SAM ¢
dependente de metionina e hemocisteina, mas a reducao dos niveis de GSH desloca a producgao
de metionina e hemocisteina para a produgdo de mais GSH, consequentemente levando a uma
redu¢do na concentracao de SAM e comprometendo a metilagio do DNA (LEE; JR; PORTA,
2009). Em zebrafish, o sistema de metilagdo do DNA ¢ similar ao de mamiferos, sendo
catalisado principalmente pelas DNA metiltransferases (Dnmtl, Dnmt3 a Dnmt8) e enzimas
que desmetilam o DNA, as ten-eleven translocation (Tetl, Tet2 e Tet3) (GOLL; HALPERN,
2015).

H4 uma significativa quantidade de estudos em diversos grupos animais, que
demonstram efeitos de EDCs transmitidos, por alteragdes epigenéticas como o padrdo de
metilacdo do DNA, para a geracdo seguinte que podem persistir por varias geracoes
(ROBAIRE et al., 2022). Efeitos multi e transgeracionais como alteragdes na gametogénese,
reducdo da fertilidade, e desenvolvimento de embrides foram observados duas geragdes apos
a exposicao de zebrafish ao bisfenol A (BPA) (AKHTER et al., 2018). Alguns trabalhos tem
relacionado o consumo de ACE durante a gestacdo com alteragcdes epigenéticas e
comportamentais em criangas (GERVIN et al., 2017), e com a fertilidade de ratos (DEAN et
al., 2016). Muitos trabalhos tém focado nos efeitos do ACE e outros AINES na geracao
parental, mas a sua relagdo com efeitos reprodutivos transgeracionais em peixes ainda nao €
conhecida. Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi investigar se a exposi¢ao cronica ao
ACE promove alteragdes no padrdo de metilagdo global do DNA das gonadas dos progenitores

e gera alteragdes na gametogénese e reproducdo das geracdes F1 e F2 de zebrafish.

Materiais e métodos

Os procedimentos com animais realizados neste estudo seguiram principios
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo n°

115/2020).

Exposi¢do ao acetaminofeno

Espécimes de zebrafish D. rerio com 120 dias de idade foram adquiridos de um
comerciante local (EcoFish Aquarios e Lagos Ltda) e mantidos em aquarios de 20L (15 fémeas
e 15 machos) a uma temperatura de 26-28°C com fotoperiodo de 12 h luz/12 h escuro para

aclimatacdo. Apos 30 dias os animais foram submetidos em triplicatas a Opg/L (controle), 0,5
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png/L, 5 pg/L e 50 pg/L de ACE (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) durante 60 dias
(geracdo parental F0). Posteriormente a fase de exposi¢do os animais de cada tanque foram
transferidos para tanques com agua sem a presenga de ACE e mantidos por 24h nessa condigao
para garantir que ovos e espermatozoides nao tivessem contato com o farmaco. Ao fim desse
periodo, uma caixa coletadora de ovos que cobre ~40% do fundo de cada aquario foi mantida
overnight para se obter desovas. Na manha seguinte, a caixa foi removida e 150 embrides
(geragao F1) foram coletados e mantidos em aquarios de 20 L com sistema de aeragdo e
recirculacao de dgua até o final do experimento. Fragmentos de gonadas (n = 6/sexo/grupo)
da geragdo parental foram obtidos e submetidos a RTq-PCR para quantificar a expressao
génica de dnmtl, dnmt3, dnmt5, dnmt8, tetl, tet? e tet3. As condigdes experimentais,

parametros fisico-quimicos, e concentragdes reais de ACE na 4gua foram previamente

reportados por Moreira et al. (2022).

Condi¢oes de manutencao da F1 e F2

Durante os primeiros 45 dias de crescimento da F1 os animais foram alimentados
exclusivamente com artémias vivas (4% ao dia) e apds esse periodo foram alimentados ad
libitum com ragao comercial (Tetramin Tropical Flakes; Tetra, USA; 4x ao dia) e art€émeias
vivas (1x ao dia). Os aquérios foram monitorados diariamente, para manutencao da qualidade
da agua e eliminagdo dos animais que ndo sobreviveram, até atingirem a fase adulta (100 dias
pos-desova) Ao atingirem 100 dias, foram selecionados aleatoriamente 15 fémeas e 15 machos
por aquario para continuar o experimento. A partir desse periodo a desova foi monitorada uma
vez por semana usando uma caixa coletadora de ovos que cobre ~40% do fundo de cada
aquario. Apds 150 dias e garantida a atividade reprodutiva dos peixes, foi iniciado o periodo
de mensuracdo da desova e taxa de fertilizacdo por 60 dias. Ao final desse periodo, 150
embrides (geracao F2) foram coletados e mantidos em aquarios de 20 L para prosseguimento
do experimento, enquanto os adultos (F1) foram anestesiados com eugenol e eutanasiados por
seccdo transversal da coluna cervical. Comprimento total (CT), peso corporal (PC) e peso das
gbonadas (PG) foram obtidos, e o indice gonadossomatico (IGS = PG/PC x 100) foi calculado.
As gonadas foram coletadas para andlises histologicas e moleculares. Testiculos de 6
espécimes (n = 2 por aquario) de cada grupo foram coletados para imediata andlise de s€émen.

Os procedimentos e condi¢des experimentais envolvidos com os animais da F2
seguiram o mesmo padrdo descrito acima para F1. Durante todo o experimento, ~70% da dgua

dos aquarios foi renovada a cada 2 dias e os parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios
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da F1 e F2 foram considerados normais sem diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 1).
Histologia e morfometria

Para andlise da gametogénese nas geracdes F1 e F2, gonadas (n = 6/sexo/grupo) foram
fixadas em liquido de Bouin por 12 h e mantidos em alcool 70%. Posteriormente, as amostras
foram gradualmente desidratadas em 4alcool, incluidas em parafina, cortadas a 5 um de
espessura e coradas com hematoxilina e eosina. As analises morfométricas foram conduzidas
em seccoes histologicas de seis peixes por grupo de acordo com Weber et al. (2017, 2019).

Para quantificar a propor¢do (%) de foliculos ovarianos, cinco campos de diferentes
secoes histologicas com 250 pum de distdncia cada (n = 30 campos/tratamento) foram
escolhidos aleatoriamente e fotogratados com ampliacdo de 100 x usando uma ferramenta de
analise de imagem (software Carl Zeiss AxioVision SE64) acoplada a um microscopio optico.
As imagens foram analisadas usando ImageJ 1.4.9 (National Institutes of Health) sobrepondo
uma grade com 540 pontos equidistantes sobre cada imagem. Nas fémeas, os pontos incidentes
nas ovogonias (0o), foliculos perinucleolares (PN), foliculos com vesiculas corticais (CV),
foliculos vitelogénicos (VF), foliculos pds-ovulatorios (FPO), foliculos atrésicos (AF), e
tecido conjuntivo foram quantificados.

Nos machos, a quantificagdo dos componentes testiculares foi realizada em cortes
histolégicos com aumento de 400 x. As propor¢des de (%) de espermatogdnia tipo A
indiferenciadas (Aund) e diferenciadas (Adiff), espermatogdnia tipo B (GB), espermatocitos
primdrios (C1) e secundario (C2), espermatides (T), espermatozoides (Z), tibulo seminifero
(ST) limen, células de Sertoli (Sc), células de Leydig (Lc) e tecido intersticial foram

quantificadas.

Esteroides sexuais e GSH

Para avaliar as concentragdes de Eo, 11-KT e GSH da F1 e F2, amostras de gonadas (n
= 6/sexo/grupo) foram armazenadas em nitrogénio liquido e posteriormente submetidas a um
ensaio de imunoabsor¢do enzimdtica (ELISA). As amostras foram homogeneizadas em um
tampao de extracdo [50 mM Tris-HCI (pH 8,0) com 0,002% de aprotinina e 1 mM de
fenilmetilsulfonil fluoreto] em uma propor¢ao de tecido/tampao de 1:2. Os extratos foram
agitados em vortex e centrifugados a 15.000 % g por 60 min a 4 °C, e o sobrenadante foi
coletado para analise. As concentragdes gonadais de Ez, 11-KT e GSH foram determinadas

por ELISA de acordo com as diretrizes do fabricante (Cayman Chemical ELISA kit E»
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#582251, 11-KT #582751 e GSH #703002). O limite de detec¢ao dos ensaios foi de 6,6 pg/mL
(E2), 0,8 pg/mL (11-KT) e 0,05 uM (GSH).
Extracao de RNA e real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR)

Para quantificar a expressao génica das DNA-metiltransferases (dnmtl, dnmt3, dnmt5
e dnmt8) e das ten-eleven translocation (fetl, tet? e tet3), o RNA de seis gonadas por sexo de
cada tratamento da FO foi isolado usando TRIzol (Sigma-Aldrich) de acordo com orienta¢des
do fabricante. O RNA total foi quantificado usando um Nanodrop Lite (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA), e 60 ng de RNA foram reversamente transcritos para cDNA
usando o kit iScript cDNA Synthesis (Bio-Rad, EUA) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. O cDNA resultante foi submetido a qRT-PCR usando o iTaq Universal SYBR
Green Supermix (Bio-Rad) em um termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad), e os ciclos de reacdo seguiram as recomendagdes do fabricante. Os primers
usados para qRT-PCR estdo listados na Tabela 2. Os niveis relativos de expressdo génica
foram determinados pela normalizagao para 18S rRNA e actb2 usando o método AACT, e os
resultados sdo apresentados como um aumento de vezes em relacdo ao grupo controle

(TAYLOR et al., 2019).

DNA metilado

Para medir o total global de DNA metilado, amostras de gonadas (n = 6/sexo/grupo)
da FO foram armazenadas em nitrogénio liquido e posteriormente submetidas a extragdo de
DNA. O DNA total das gdnadas foi extraido e purificado utilizando o Kit de Extracdo de DNA
Mini Spin (Kasvi #K9-0050) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Um total de 100
ng de DNA purificado foi utilizado para quantificacio do DNA metilado total utilizando o
Imprint™ Methylated DNA Quantification Kit (Sigma Aldrich #MDQ1-96RXN) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Os resultados foram expressos em percentual (%) de

DNA metilado.

Desova e fertilizacio

A desova da F1 e F2 foi obtida uma vez por semana conforme ja descrito e os ovos
vidveis e nado-viaveis foram contados de 4 — 6h apds desova. Com o auxilio de um
estereomicroscopio, embrides transliicidos em fase de blastocisto bem desenvolvido foram
contados como fertilizados, enquanto ovos opacos com material coagulado foram

considerados inviaveis (POLEO et al., 2001). O nimero de ovos desovados e as taxas de
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fertilizagdo (%) foram calculados a cada 7 dias de 150 a 172 dias para cada grupo, em

triplicata.

Qualidade do sémen

Para analisar a qualidade dos espermatozoides, amostras de s€men de seis peixes por
tratamento foram obtidas ap6s massagem suave dos testiculos em solucao balanceada de Hank
na concentracao de 1:50 peso/volume. Apods 10 min, as amostras foram ativadas com agua
destilada e analisadas com o auxilio de uma camara de Makler ¢ um microscépio contraste de
fase equipado com uma placa aquecida a 28 °C acoplada a um sistema computadorizado de
analise de sémen (CASA) modelo Sperm Class Analyzer versdo 4.0 (Analysis Laboratory;
Microptic SL, Barcelona, Espanha). Os seguintes parametros foram avaliados: motilidade
progressiva e nao progressiva, velocidade curvilinea (VCL), velocidade média de percurso

(VAP) e velocidade linear (VSL) com 15, 30, 45, 60 ¢ 180 s apds a ativagao.

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram conduzidas no software GraphPad Prism 5. O teste de
Lilliefors foi usado para verificar a normalidade dos dados. O teste ¢ foi utilizado para
comparar as taxas de desova e fertilizagdo entre os grupos tratados e o controle. One-way
ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc
de Dunn (para dados ndo paramétricos) foram usados para analisar a qualidade da agua,
parametros de qualidade do sémen, dados morfométricos da gametogénese, ELISA e
expressao geénica. Os dados foram expressos como média geométrica = erro padrao (SE) nos
resultados de qRT-PCR e média + SE para todos os outros resultados, e as diferencas foram

consideradas significativas com p < 0,05.

Resultados

Analises histologicas e propor¢ao de células germinativas

Para avaliar o efeito da exposicao ao ACE na gametogénese e reprodugdo da prole do
zebrafish (geracdes F1 e F2), o IGS e a proporcdo das células germinativas foram
quantificados. Analises histologicas mostram ovarios e testiculos em maturacdo em todos os
exemplares examinados, foliculos e células germinativas em diferentes estadios de

desenvolvimento. Em fémeas F1, a exposicao parental a 50 ug/L de ACE resultou em aumento
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do CT e PC com reducao do IGS quando comparado ao grupo controle (Tabela 3). As andlises
histoldgicas revelaram aumento na propor¢ao de PN, diminui¢do de VF e POF. Semelhante
ao observado na F1, fémeas F2 de progenitores tratados com 50 pg/L de ACE, apresentaram
reduc¢do no IGS, na propor¢ao de VF e POF, e aumento de PN. Nao foi observado diferencas
na propor¢do de Oo, CV, AF e tecido intersticial na F1 e F2.

Em machos F1, houve significativo aumento do CT e proporc¢ao de C1 com diminui¢ao
na quantidade de Z em peixes do grupo de 50 ug/L de ACE (Tabela 3). O tratamento nao
resultou em alteragdes de PC, IGS e demais componentes testiculares analisados na F1. Nos
machos F2, todos os pardmetros biométricos e histologicos ndo foram alterados pelo

tratamento da FO com ACE.

Esteroides sexuais

As concentragdes gonadais dos dois principais esteroides sexuais foi quantificada para
se analisar a fisiologia gonadal. Os resultados revelaram que a exposi¢do parental ao ACE
altera as concentragdes de E> e 11-KT na F1 (Figura 1 a-b), mas ndo ¢ capaz de alterar esses
hormdnios na F2 do zebrafish (Figura 1 c-d). Nas fémeas F1, a concentragdo de E> foi menor
no grupo em que os progenitores foram expostos a 50 ug/L de ACE, ao passo que machos nao
apresentaram diferengas na concentracdo desse hormdnio quando comparados ao grupo
controle. A contragdo de 11-KT foi menor no grupo 50 ug/L de ACE para machos, enquanto

fémeas nao apresentaram diferencas significativas desse androgenos.

Desova e produc¢ao de embrides

Para avaliar se a exposi¢do parental ao ACE afeta a produgao de ovos e a fertilizagdao
dos ovos na prole do zebrafish, a desova foi monitorada semanalmente em peixes com 150
dias pos fertilizagdo. Os resultados mostraram que a exposi¢do parental a 50 pg/L de ACE
reduziu o total de ovos desovados na F1 e F2 com diferengas significativas em peixes com até
185 dias (Figura 2 a-b). A taxa de fertilizacdo dos ovos da F1 foi reduzida durante todo o
periodo analisado, novamente, apenas em peixes onde os progenitores foram expostos a 50
ng/L de ACE. Nao houve diferencas significativas nas taxas de fertilizacdo dos ovos na F2

entre os tratamentos.
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Qualidade do sémen

Para avaliar se a qualidade espermatica poderia afetar a taxa de fertilizagdo dos ovos
de zebrafish cuja geragdo parental foi exposta ao ACE, parametros chave como motilidade e
velocidade dos Z foram avaliados. Os resultados revelaram reducao na quantidade de Z com
motilidade progressiva e ndo progressiva a partir de 60 s na F1 cujos progenitores foram
expostos a 5 pug/L e 50 ng/L. de ACE (Tabela 4). Nesses mesmos grupos, ocorreu reducao da
VSL, VCL e VAP também a partir de 60 s. Esses resultados demonstram que a exposi¢ao ao
ACE em uma geragdo parental ¢ capaz de induzir prole com quantidade reduzida de
espermatozoides capazes de se deslocarem em uma trajetéria retilinea, além de reduzir a
velocidade com que eles percorrem esse trajeto. Uma vez que ndo foi encontrada diferencas
nas taxas de fertilizacdo e propor¢do de células germinativas testiculares, a andlise de

qualidade espermatica nao foi conduzida nos peixes da F2.

GSH e metilacao do DNA

Para relacionar o ACE a possiveis alteragdes epigenéticas, concentracdes de GSH,
proporcao de DNA metilado total e expressdo de genes relacionados a metilagio do DNA
foram mensurados em peixes da geragdao FO. O tratamento com 5 pg/L e 50 pg/L de ACE
levou a diminuic¢ao na concentragdo de GSH em ovarios (p = 0,0365) e testiculos (p = 0,0136)
quando comparado ao grupo controle (Figura 3 a), enquanto apenas os ovarios (p = 0,0021) e
testiculos (p = 0,0076) de animais tratados com 50 pg/L de ACE apresentaram menor
quantidade de DNA metilado (Figura 3 b). A diminui¢do na metilagio do DNA foi
acompanhada pela redu¢do na expressao de dnmtl, dnmt3, dnmt5 e dnmt8 nos ovarios, ao
passo que nos testiculos ocorreu redugdo apenas de dnmt3 e dnmt8, principalmente nos grupos
expostos a 5 ng/L e 50 png/L de ACE (Figura 3 c-f). Por outro lado, fémeas e machos tiveram
aumento na expressao de tet3 no tratamento de 50 pg/L de ACE. O tratamento ndo resultou

em alteracdes nos niveis de expressao de fet! e tet? (Figura 3 g-i).

Discussao

A exposi¢do cronica a produtos farmacéuticos encontrados no ambiente aquatico tem
se tornado um problema ainda negligenciado pelas organizagdes publicas de satude e protecao
ambiental. A investigacao dos efeitos multi/transgeracionais ocasionadas por contaminantes
ambientais em peixes € recente e poucos estudos avaliam os efeitos na reproducdo da prole.

Este estudo foi o primeiro a investigar o efeito da exposi¢ao cronica de uma geragao parental
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ao ACE na reproducao da prole F1 e F2, e reportou que concentracdes ambientalmente
relevantes de ACE causam hipometilagio do DNA gonadal de progenitores associadas a
alteragdes prejudiciais na gametogénese e reprodugao da prole.

O correto desenvolvimento ovocitario e folicular € guiado por um complexo equilibrio
de gonadotropinas, esteroides sexuais e fatores de crescimento. Assim como em outros
vertebrados, em peixes o E> ¢ um dos principais esteroides sexuais relacionados a
foliculogénese, e o avanco da fase perinucleolar para a fase vitelogénica ¢ dependente do
aumento das concentra¢des desse hormonio (LUBZENS et al., 2010). A exposicao a 50 pg/L
de ACE na geragdo parental, diminuiu a concentra¢do ovariana de E», concomitante ao
aumento na quantidade de PN e diminui¢do de FV na FI1, o que indica falha ou atraso da
foliculogénese e consequente reducdo da desova. Efeitos reprodutivos transgeracionais como
diminui¢do na quantidade de células germinativas, tamanho e peso dos ovarios também foram
observados na F1 e F2 de ratos expostos ao ACE durante a gravidez (DEAN et al., 2016), o
que sugere um mecanismo de agdo comum em vertebrados. Os resultados encontrados na
gametogénese para fémeas F2 foram similares aos encontrados na F1. Embora sem alteracdes
significativas, ha uma acentuada tendéncia a redugdo nos niveis de E», que pode ter sido
suficiente para afetar a foliculogénese e a desova na geracdo F2. Em conjunto esses dados
revelam que a exposi¢ao parental ao ACE ¢ capaz de provocar efeitos multi/transgeracionais,
afetar a ovogénese e reduzir a capacidade reprodutiva da F1 e F2 no zebrafish. Ressalta-se que
os efeitos do ACE na geracdo parental sdo diferentes do observado em sua prole. Zebrafish
expostos a0 ACE apresentaram aumento na propor¢ao de FV e diminui¢do dos PN, ocasionado
por uma possivel falha na maturacdo final ovocitaria causada pelo aumento nos niveis
ovarianos de E; e diminui¢do de PGE> (MOREIRA et al., 2022). Esses resultados demonstram
que o ACE além de atuar como um desregulador endocrino, exerce efeito epigenético que
afeta a reprodugdo da prole.

A 11-KT ¢ um dos principais andrégenos que atua na espermatogénese de peixes, onde
pode induzir a sintese de outros mediadores que atuam no avango da fase meiotica para a
espermiogénica (SCHULZ et al., 2010), e a alta produgdo de Z estd intimamente associada ao
aumento de 11-KT e seu receptor (CROWDER; LASSITER; GORELICK, 2018; ZHENG et
al., 2020). Este estudo demonstrou que a exposicao parental ao ACE resultou em menor
concentracdo testicular de 11-KT na F1, o que pode ter contribuido para o acimulo de Cj,
reducdo de Z e das taxas de fertilizacdo na prole de progenitores expostos a 50 pg/L de ACE.

Além disso, os resultados mostraram reducao da motilidade progressiva, VSL, VCL e VAP
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na F1, o que reflete em baixa qualidade espermatica, semelhante ao observado em peixes da
geracdo parental (MOREIRA et al, 2022) e em peixes expostos a substdncias anti-
androgénicas (GOLSHAN; ALAVI, 2019). Em conjunto esses resultados indicam que a baixa
fertilizagao observada na F1 pode ser provocada pela diminui¢ao na quantidade e qualidade
dos espermatozoides, induzidos pela exposi¢do parental ao ACE.

Diferentemente das fémeas, peixes machos F2 nao foram afetados pela exposicao de
seus progenitores ao ACE, e apresentaram todos os parametros reprodutivos normais,
semelhante ao reportado em ratos machos F1 e F2 de progenitores expostos a a 350 mg/kg/dia
de ACE durante a gestacdo (DEAN et al, 2016). Em contraste, ratos machos F1 de
progenitores fémeas expostas a 350 mg/kg/dia de ACE durante a gestacdo apresentaram
aumento do peso testicular e do didmetro dos tibulos seminiferos (PEREIRA et al., 2020).
Por outro lado, os efeitos transgeracionais da exposi¢ao ao bisphenol A foram mais acentuados
em machos do que em fémeas de zebrafish, que tiveram diminui¢do da densidades e qualidade
espermatica na F1 e F2 (CHEN et al.,, 2015). Dessa forma, ¢ possivel que efeitos
transgeracionais sejam sexo-dependente e variam com o farmaco e a espécie analisada.

E bem estabelecido que a formacdo excessiva de NAPQI apds overdose ou exposi¢io
cronica ao ACE, gera estresse oxidativo e reduz os niveis de GSH (DU; RAMACHANDRAN;
JAESCHKE, 2016) e, como esperado, o tratamento levou a reduc¢ao acentuada de GSH em
ovarios e testiculos nos grupos 50 pg/L ACE. O padrao de metilacdo do DNA pode ser alterado
por causa da deple¢do de GSH quando esta € conjugada cronicamente a substancias toxicas e
seus metabolitos, uma vez que a produgdo de GSH e SAM sdo dependentes de homocisteina
(LEE; JR; PORTA, 2009). De fato, os resultados desse estudo apontaram que a exposi¢ao a
50 pg/L de ACE acarreta hipometilagdo global do DNA nos ovarios e testiculos, o que
evidencia a capacidade da exposicdo cronica ao ACE induzir alteragdes epigenéticas.

Em teleodsteos, alteracdes nos niveis de metilagdo global apos exposi¢do a EDCs foram
associadas a expressao de mRNA para proteinas das familias dnmtl e dnmt3 (LIU et al., 2016;
ZHANG et al., 2014), que sdo, respectivamente, necessarias para manutengdo e
estabelecimento dos padrdes de metilacio do DNA (CAMPOS; VALENTE; FERNANDES,
2012). Nesse estudo, o tratamento com 50 pg/L de ACE resultou em downregulation de dnmt 1,
dnmt3, dnmt5 e dnmt8 em ovérios, que pode inibir a manutencao da metilagdo e a metilagao
de novo do DNA, ao passo que dnmt3 e dnmt8 foram reduzidas em testiculos, o que indica
apenas inibi¢do da metilacdo de novo do DNA. Além disso, os resultados mostram

upregulation de fet3, uma enzima que promove a desmetilagio do DNA, nos ovarios e
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testiculos de peixes expostos a 50 ug/L de ACE, que ¢ consistente com a redu¢do da metilagao
global do DNA observada. Hipometilagdo global do DNA com downregulation de DNMTs e
upregulation de TETs, também foi observado em zebrafish expostos ao bisfenol-A (LIU et al.,
2016), e medaka expostos ao glifosato (SMITH; VERA; BHANDARI, 2019) e triclosan
(SONG; WANG; BHANDARI, 2020), o que sugere que alteragdes epigenéticas podem ser
frequentes para compostos toxicos. Em conjunto, esses resultados demonstram que a
exposicao cronica ao ACE altera a expressdao das metiltransferases e acarreta hipometilagao
do DNA, que pode estar relacionadas com alteragdes reprodutivas da prole.

Em resumo, a exposi¢ao cronica de uma geragao parental ao ACE afeta negativamente
a reproducdo da prole, com reducdo de E> e diminui¢do da desova na F1 e F2. Diferentemente
das fémeas, os niveis de 11-KT e a espermatogénese ndo foram afetados nos machos da
geracdo F2, o que pode sugerir que as fémeas sdo mais sensiveis a alteragdes epigenéticas
causadas pelo ACE do que os machos. Os resultados desse estudo também mostraram que o
ACE provoca reducao dos niveis de GSH e na expressdo de genes da familia das DNMTs
concomitante ao aumento de fef3 na geragdo parental, resultando em um quadro de
hipometilacdo global do DNA em ovarios e testiculos de peixes expostos ao ACE. Em
conjunto, este estudo demonstrou que a exposi¢ao cronica ao ACE ¢ capaz de induzir
alteragdes epigenéticas na FO e reduzir a capacidade reprodutiva da F1 e F2 do zebrafish.
Portanto, avaliagdes multi/transgeracionais sdo elementos-chave para determinar a magnitude
dos efeitos adversos da continua exposi¢do de poluentes emergentes nas populagdes dos

organismos aquaticos.
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Tabela 1: Parametros de qualidade da agua de 2 geracdes (F1 e F2) de zebrafish onde a geragdo parental foi exposta a diferentes concentracdes de
Acetaminofeno (ACE) durante 60 dias.

F1 F2
Controle 0,5ng/LACE Spg/L ACE 50 ug/L ACE Controle 0,Sug/L ACE 5pg/L ACE 50 pg/L ACE
Temperatura (°C) * 27,8 +£0,5 27,6 +0,4 28,1+0,3 27,9+0,2 28,2+0,3 27,9+0,2 27,6 £0,3 27,9+0,3
pH * 7,81 +0,07 7,72 £ 0,06 7,64 +0,05 7,70 £ 0,04 7,73 £ 0,05 7,81 +0,06 7,70 0,05 7,72 £ 0,04
Oxigénio (mg/L) * 6,64 0,19 6,43 £0,29 6,89 £ 0,25 6,73 £ 0,26 6,75+ 0,24 6,68 + 0,22 6,76 £ 0,23 6,76 = 0,25

Amoénia (mg/L) * 0,016+ 0,004 0,017+0,003 0,020+ 0,003 0,018 + 0,005 0,019+0,007 0,018+0,001 0,019+0,005 0,021+ 0,007

Valores representam média + erro padrao. * Sem diferenca significativa entre os tratamentos, p > 0,05.

Tabela 2: Primers usados nas analises de PCR em tempo real para enzimas que metilam (dnmtl, dnmt3, dnmt5, dnmt8) e desmetilam o DNA
(tetl, tet2, tet3), e genes referéncia (18S rRNA, actb2) nas gonadas de zebrafish apds 60 dias de exposicdo a diferentes concentragdes de
acetaminofeno.

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse Referéncia
dnmtl AGACAATGGCGAACAGGAGG GGCTGGAGATTTCTTGGGCT Gonzalez-Rojo et al. 2019
dnmt3 CTGCTGTCGCTCTTTCTGTG TGGATAGCAGGGATTGATGG Gonzalez-Rojo et al. 2019
dnmt5 TCATTGACTTGGGGGAAGAG GCTGCTGCTGCACTTATCAT Gonzalez-Rojo et al. 2019
dnmt8 CACAACTCGCTCAAACTCCA TGATCTACCCAGCAGCCTCT Gonzélez-Rojo et al. 2019
tetl GCAACCACTCCCATCCTTCGAC TGTTAGCGACTGACGGGTAGGGAC Geetal. 2014
tet2 CCAACAGTGACAGGACGAGG TTGAATAGGGTGAGGGAGCAT Geetal. 2014
tet3 CACTCACCCAAGCCGCATATC AGGAGTAAGATTTATGACCCTTATC Geetal. 2014
18S rRNA CATGGCCGTTCTTAGTTGGT CGGACATCTAAGGGCATCAC Gonzalez-Rojo et al. 2019

actb2 CGAGCTGTCTTCCCATCCA TCACCAACGTAGCTGTCTTTCTG Riesco and Robles 2013
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Tabela 3: Dados biométricos, indice gonadossomatico e propor¢ao (%) de foliculos ovarianos e células germinativas testiculares em diferentes
estagios de desenvolvimento de 2 geragdes (F1 e F2) de fémeas e machos de zebrafish onde a geracdo parental foi exposta a diferentes
concentragdes de Acetaminofeno (ACE) durante 60 dias.

F1

Fémeas Controle O,ig%/L 5nug/L ACE 50 pg/L ACE Controle 0,5 ng/L ACE S5pug/L ACE 50 pg/L ACE
Comprimento total (cm) 4,04 + 0,06° 4,17 +0,06®  4,18+0,06® 4,27+ 0,04® 3.99+£0,05° 4,04+ 0,05 398+0,077 4,08+ 0,08
Peso corporal (g) 0,90 £0,04° 092+003*  0093+0,03® 0,97 +0,05 0.93+0,03* 0,90+ 0,04 0.93+0,03* 0,93 +0,05
Indice » 12,01 +£0,84*  12,11+1,34* 874+086®  7,87+0,71 13,99 +1,25°  1505+1,52* 11,08+ 167" 9,20 +0,98
gonadossomatico (IGS)
Ovogdnias 0,58+0,15°  0,50+0,16°  0,67+0,19°  0,70+0,18 0,71 +0,18*  0,66+0,19% 0,67+0,18%  0,78+0,15
Foliculos 1535+1,5°  1449+1,13°  20,77+095° 26,91 +0,80° 1497 £1,14° 1953 +£1,01° 1820+ 1,42% 24,69 + 1,41
perinucleolares
fgrltlfcualgs comvesiculas 1 141 07 1642+ 1110 17004088  21.7+0.66° 21,08 +£0,93* 18,75+0,85® 19,53 +0,91® 16,86 + 1,09
Foliculos vitelogénicos ~ 49,76 + 1,47*  5430+2,09°  41,86+2,55° 33,08 +2,07° 48,65+ 1,69 46,07+ 1,50  4547+2,17°° 39,15 +2,50"
Foliculos —pés = 11,038  1914036® 1854040 0,96+ 0,25 2320417 1,99+046®  2,02+036® 0,81 +0,24"
ovulatorios
Foliculos atrésicos 2,63+£0,80°  405+095  436+1,18"  2,56+0,74 2.88+0,78" 3,60+ 0,98 3,02+086° 3,73+ 1,00°
Tecido intersticial 10,41 £0,82%°  881+0,66° 11,98+1,16® 13,84+ 1,05 038+0,66° 9,40+ 0,68 11,01 £0,94* 13,97+ 1,79°

Machos

Comprimento total (cm) 3,76 £0,0°  3.81+0,05°  3,92+005° 4,01+ 0,05 3.96+0,04° 3,91 +0,04° 3.93+004°  3,80+0,03
Peso corporal (g) 0,56+0,02*°  0,58+0,02*°  0,55+0,02*°  0,52+0,02° 0,55+0,03* 0,51 +0,03" 048+0,03* 0,51 +0,03
Indice » 149+084%  137+0,16°  1,54+0,18  139+0,11% 1,73+£022°  1,73+026° 2,14+029*  1,80+0,22
gonadossomatico (IGS)
Espermatogonias A 1 0113 (05740130 075+0,12°  0.8240,14° 0,84+0,13* 0,69+ 0,10% 0.65+0,15°  0,77+0,15
indiferenciada
Espermatogonias A g3, 551 57500367 6,18+0,53 5,86+ 0,68° 499+042° 5314045 598£0,52%  6,73£0,71"
diferenciada
Espermatogdnias B 10,50 + 0,85 11,10 +£0,83* 12,01 £0,79* 12,05 + 1,24 10,92+ 0,87  11,49+0,78"  12,55+0,83* 10,81 + 1,212



Espermatdcitos
primario
Espermatdcitos
secundario

Espermatides
Espermatozoides
Células de Sertoli
Células de Leydig
Tecido intersticial

Limen

26,28 + 1,28

3,16 +0,53%

9,28 + 0,66
34,81 + 1,572
2,30+£0,16%
1,09 £ 0,16
4,76 £0,46%
2,08 £0,35%

21,62 + 1,54°

2,88 +0,58%

10,72 +0,59%
36,94 +2,54°

2,20 +£0,14%
0,93 £0,15°
5,32 +£0,55°
1,97 £ 0,62°

30,49 + 1,242

3,05+ 0,39%

8,87 +0,71%
29,74 +72,15%
2,33 +0,25
0,85 +0,12°
3,82 + 0,397
1,93 + 0,45

33,23 +1,57*

2,92 +0,55%

8,00 + 0,842
26,86 + 2,00°
2,98 + 0,352
0,84 +0,11°
5,46 £ 0,59°
0,97 + 0,86

23,80 +0,82%

3,41 +£0,51°

8,73 0,76
38,03 + 1,36
2,19 +0,20°
2,1940,18
4,25 + 0,43
1,94 +0,44°

25,49 + 1,40%

3,15+0,59%

9,93 +£0,67°
33,86 +1,90*
2,05+0,26%
2,48 £027%
5,01 £0,57°
2,14 £0,46%

26,12 +1,48%

3,11 +£0,48°

10,07 £0,73%
32,25 +1,92%
2,14+£0,212
2,36 £0,26%
5,31 +£0,53°
1,08 +0,86°

56

25,50 + 1,722

2,34 +£0,46%

8,07 £0,67°
35,01 +£2,28*
2,45+£027%
2,5+0,25%
5,67 +£0,60°
1,97 £0,57°

Valores representam média + erro padrao. Em cada linha, letras diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)
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Tabela 4: Parametros de motilidade espermatica de Zebrafish onde a geragdo parental foi exposta a
diferentes concentragdes de Acetaminofeno (ACE) durante 60 dias.

Tempo Controle 05 pug/LACE 5Spg/LACE 50 pg/LL ACE

15 6433+284 53.75+470  59.44+322  56.77+3.04

Motilidade 30 52.03+2.95 45824397  50.07+£3.39  51.64+3.02
nao 45 65.68+3.08 63.78+456  59.49+324  66.49+3.16

progressiva

%) 60 65.06+2.80 62.77+2.54  5852+2.99  62.59+2.73

180  11.37+584> 7.64+134>  9.69+1.17°  35.59+3.82°

15 3049+ 148  3572+242  32.04+1.92  37.24+2.40

Motilidade 30 40.17+1.70 3853+1.75  32.46+2.66  36.99+2.48
progressiva 45 18614322 10974265  1138+2.06 12.46+251
(%) 60 7.23+225° 1.72+0.90° 2.82 + 0.54° 1.89 + 0.38"

180 1.02+£047°  0.00+0.00  0.01+0.01>  0.18+0.16"
15 62714267 69.51+3.83* 5633+329" 6697+ 3.56%

30 4991+ 181  46.61+2.87  40.68+2.87  45.02+251

VSL (um/s) 45 27.63+193  2439+210  23.64+157 24.94+184
60 1772+ 181 13324129  1456+1.01  13.16+ 1.01

180 743+ 1.41°  865+031°  3.74+029"  3.97+0.72"

15 111.00+£3.09 108.46+2.32  9503+4.38 105.12+3.29

30 7459+2.64 62.93+587  67.44+332  63.71+3.26

VCL (um/s) 45 39.92+42.67 3425+190  33.77+138  35.65+236
60 27.94+2.17° 2252+1.03° 2472+0.76% 22.65+1.21°

180 19.10+1.08" 1537+040"° 16.07+£0.33" 16.36 +0.75

15 9149+299 9254+281  87.77+4.10  91.26+3.48

30 6534+235 5653+289  5587+332  57.16+3.02

VAP (um/s) 45 34.61 242  29.62+2.06  2894+153  31.23+230
60 22.81+2.12° 1730+127° 18.97+0.98% 17.33 +1.19

180  11.22+1.52° 9.64+037%  7.43+036"  7.54+0.85"

Valores representam média + erro padrao. Em cada linha, letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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Fig. 1 Concentragdes gonadais de 17B-estradiol (A,C) e 11-Ketotestosterona (B,D) na prole (F1
e F2) de zebrafish cujos progenitores foram expostos ao Acetaminofeno por 60 dias. Valores
representam meédia + erro padrdo. Diferentes letras acima das barras indicam diferencas

significativas entre os tratamentos ( p < 0,035; One-way Anova ou Kruskal-Wallis).
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Fig. 3 Concentragdes gonadais de A glutationa, B DNA metilado e expressao relativa das C-G
DNA metiltransferases e das H-J ten-eleven translocation na prole (F1 e F2) de zebrafish cujos
progenitores foram expostos ao Acetaminofeno por 60 dias. Valores representam média + erro
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DISCUSSAO GERAL

Na ultima década, uma quantidade significativa de estudos tem sido realizada para
investigar os riscos apresentados por produtos farmacéuticos, agrotoxicos, plastificantes e
hormdnios para o meio ambiente, especialmente em ambientes aquaticos. Essas substancias
constituem numerosas classes quimicas com propriedades fisico-quimicas e atividades
biologicas unicas. Os produtos farmacéuticos sao usados para tratar e prevenir doengas em
humanos e animais, e geralmente sdo classificados de acordo com sua funcdo terapéutica
(OVERTUREF et al., 2015). Uma consequéncia inevitavel do aumento do uso dos produtos
farmacéuticos ¢ a contamina¢do do meio ambiente, embora as concentracdes relatadas na
maioria dos ambientes aquaticos sejam geralmente baixas, de ng/L a mg/L e variam muito de
concentragdo ao longo do tempo. As rotas mais comuns para entrada desses produtos nos
sistemas aquaticos sdo através da excre¢do humana, eliminagdo incorreta dos medicamentos no
esgoto doméstico e escape das plantas produtivas de industrias farmacéuticas (BOUND;
VOULVOULIS, 2005; FICK et al., 2009). Uma vez no ambiente aquatico, essas substancias
podem interagir com o sistema endocrino de animais como os peixes, € provocar inumeras
alteragdes metabolicas e funcionais nos sistemas organicos.

O ACE ¢ o segundo AINEs mais consumido no mundo, ficando atrés apenas da aspirina,
e por ser cada vez mais identificado nos ambientes aquaticos, ¢ considerado um contaminante
emergente (OVERTUREF et al., 2015). Embora seja um dos mais seguros AINEs prescrito para
uso humano, o ACE pode se tornar hepatotoxico apos overdose ou quando administrado em
grupos de risco (FARRELL, 2021). No zebrafish, o ACE também exerce efeitos hepatotoxicos,
além de provocar graves efeitos reprodutivos (BAUMANN ef al.,, 2020; GALUS;
KIRISCHIAN; et al., 2013a). Os efeitos do ACE na fisiologia dos peixes foram pouco
estudados e o presente trabalho foi o primeiro a integrar alteragdes histologicas, hormonais,
expressdo génica de receptores de hormonios, producdo de embrides, taxa de fertilizagdo,
qualidade de sémen, além de investigar efeitos transgeracionais da exposi¢ao cronica ao ACE.

Na primeira etapa do presente estudo, os principais efeitos encontrados foram nos
grupos de 5 e 50 pg/L, que esta dentro de um intervalo de concentragdes ja encontradas em
ambientes aquaticos no Brasil, paises europeus e asiaticos (CAMPANHA et al., 2015; ZUR et
al., 2018), indicando riscos para a ictiofauna desses locais. A exposi¢do cronica ao ACE,
provocou diminui¢do da produ¢do de ovos, IGS elevado, gonadas apresentando foliculos

vitelogénicos grandes e elevado niimero de foliculos atrésicos. Em conjunto esses efeitos
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indicam falha na maturagdo final ovocitaria, na desova e consequente reten¢ao dos foliculos
nos ovarios. As possiveis razoes para esses resultados sdo a diminui¢ao na producao de PGE»,
associados a elevada concentracao de E> e seus receptores provocadas pela exposicao cronica
ao ACE. Em geral, fémeas contaminadas por EDCs estrogénicos apresentam redugdo do IGS e
menor quantidade de foliculos maduros (BAHAMONDE et al., 2015; SILVA et al., 2012). No
entanto, peixes Astyanax expostos a multiplos compostos estrogénicos apresentaram elevado
IGS e ovarios com maior nimero de foliculos atrésicos e supermaturados, que sdo ovocitos
envelhecidos ndo-ovulados devido a falha na maturagao final (PRADO et al., 2014; WEBER
et al., 2017). Em conjunto esses resultados demonstram os EDCs podem agir de diferentes
formas na fisiologia gonadal dependendo do composto e da espécie em estudo, e que o ACE
exerce nos ovarios do zebrafish efeitos semelhantes aos de compostos estrogénicos.

Em relagdo aos machos, esse estudo aponta que a exposi¢ao cronica ao ACE resulta em
menor quantidade de espermatogonias do tipo A indiferenciadas, devido a menor proliferacao
dessas células, possivelmente, provocada pelo aumento na concentracdo testicular de E> e
reducdo de PGE, 11-KT e seus receptores, fatores importantes para proliferagdo desse tipo
celular e maturacgao final dos espermatozoides (CRESPO et al., 2020; MORALIS et al., 2017b;
RIOS et al.,, 2016). Consequentemente, houve menor producdo de espermatozoides e
diminui¢do da qualidade espermatica. Esses resultados se assemelham a reportados em peixes
expostos a compostos estrogénicos (PASCHOALINI et al., 2021; RIBEIRO et al., 2021, 2023;
WEBER et al., 2019). No entanto, machos expostos ao ACE ndo apresentaram aumento nos
niveis hepaticos de vitelogeninas, que ¢ um cléassico biomarcador de contaminagdo por EDCs
estrogénicos (BAHAMONDE et al., 2015), resultado semelhante a outro estudo com zebrafish
expostos a até 10 mg/L de ACE. Em conjunto esses resultados indicam que o ACE exerce
efeitos estrogénicos nos testiculos, mas nao possui esse efeito no figado do zebrafish, o que
sugere baixo poder estrogénico do ACE.

Na segunda etapa do projeto, foi realizada a avaliagdao dos efeitos da exposi¢ao cronica
ao ACE de uma geracao parental em sua prole F1 e F2, sem que elas nunca tenham entrado em
contato com o farmaco. Os efeitos foram notaveis no grupo de progenitores expostos a 50 pg/L
de ACE, em que os resultados mostraram fémeas da F1 com reducdo na producdo de Eo,
foliculos vitelogénicos e ovos, ao passo que machos tiveram redugao de 11-KT, producao de
espermatozoides e qualidade espermatica, resultando em baixa taxa de fertilizacdo e

subfertilidade no zebrafish. Na gera¢do F2, os resultados mostram efeitos similares nas fémeas,
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mas com machos apresentando pardmetros reprodutivos normais. H4 uma enorme caréncia de
estudos dos efeitos trans e multigeracionais do ACE na reproducdo de peixes e outros
vertebrados. No entanto, efeitos similares foram observados em ratos fémeas ¢ machos expostos
ao ACE durante a gestacao (DEAN et al., 2016), o que sugere haver um mecanismo comum de
interferéncia do ACE na gametogénese das geragdes pos-exposi¢ao. Neste estudo também foi
investigado a quantidade de DNA metilado nas gonadas na geracdo FO exposta ao ACE e os
resultados mostraram hipometilacio do DNA apos a exposi¢ao cronica ao farmaco. Uma vez
que os gametas da FO e F1 ndo tiveram contato direto com o ACE na 4gua e a F2 apresentou
diminuigdo na atividade reprodutiva das fémeas, ocorreu efeitos transgeracionais. E possivel
que as caracteristicas que determinam os efeitos apresentados na F1 e F2, tenham sido herdadas
epigeneticamente, ja que o padrao de metilagdo do DNA das gonadas da FO foi alterado, e esses
padrdes podem estar presentes nos gametas e transmitidos para geracdes futuras (OZANNE;
CONSTANCIA, 2007). No entanto, os mecanismos moleculares detalhados subjacentes as
modifica¢des epigenéticas que as ligam a alteragdes reprodutivas na prole ainda ndo foram
esclarecidos. Sabe-se que modificagdes epigenéticas compreendem também modificacdes de
histonas ¢ RNAs nao-codificantes(KAMSTRA et al., 2015), que ndo foram avaliados nesse
trabalho, portanto ndo se exclui a possibilidade de o ACE provocar alteragdes epigenéticas por
essas vias.

Este trabalho demonstrou que a exposi¢ao cronica a produtos farmacéuticos como o
ACE, que sao frequentemente encontrados em baixas concentragcdes no ambiente, ¢ capaz de
alterar pardmetros reprodutivos importantes dos peixes em mais de uma geragao. Por serem
uma classe de contaminantes ainda negligenciadas pelas organizagdes publicas de saude e meio
ambiente, os riscos da contaminagdo por ACE na ictiofauna local sao iminentes. Além disso,
avaliacdes multi e/ou transgeracionais como as realizadas nesse estudo sdo elementos-chave
para determinar a magnitude dos efeitos adversos da continua exposi¢do de poluentes

emergentes nas populagdes dos organismos aquaticos.
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CONCLUSOES

e A exposicao cronica ao ACE ¢ capaz de afetar a reprodugao e fertilidade do zebrafish
exercendo efeitos estrogénicos sobre a gametogénese;

e Machos e fémeas apresentaram desbalanco na producao de E», 11-KT, PGE: e de seus
receptores;

e O tratamento com ACE induz deple¢do de GSH, upregulation do mRNA das enzimas
que metilam e downregulation das que desmetilam o DNA, acarretando hipometilagdo
global do DNA das gonadas;

e A exposi¢cdo cronica de uma geracdo parental ao ACE pode provocar alteragdes

reprodutivas na prole (F1 e F2) mesmo ela nunca tendo contato com esse fArmaco.
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