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RESUMO

A estrona € um contaminante ambiental importante em paises que tem a pecuéria como atividade
econdmica relevante devido a contaminagéo dos corpos d’agua a partir de lixiviagdo das excretas
de aves, suinos, bovinos e equinos. O objetivo do presente trabalho foi analisar os efeitos da
exposicdo a estrona em concentracGes ambientalmente relevantes na gametogénese e reproducéo
do zebrafish (Danio rerio). Para isto, os peixes foram expostos a estrona nas concentracdes de 20,
200 e 2000 ng/L por 49 dias. Nas gonadas, foram analisadas a proporcdo (%) de componentes
teciduais, dosagem de 11-ketotestosterona e 17p3-estradiol, proliferacdo e morte celular, expresséo
de IGF1, IGF2, IGF1R e iNOS e avaliada a producao de éxido nitrico. Foram também avaliados
o0s parametros de qualidade do sémen, a producéo de ovos e a taxa de fertilizacdo. Os resultados
mostraram que a exposi¢do a estrona provoca alteragdes na producgédo dos esteroides sexuais, via
de sinalizacdo dos IGFs e aumento da producdo de Oxido nitrico que levaram a alteragdes na
proporcao das células germinativas e componentes somaticos gonadais. A producdo de ovos foi
reduzida em todos 0s grupos expostos a estrona e qualidade do sémen foi afetada com reducéo
significativa da motilidade progressiva, velocidade curvilinea e frequéncia do batimento flagelar
nos grupos de 20 e 2000 ng/L, junto da reducéo significativa da taxa de fertilizacdo nos grupos 200
e 2000 ng/L de estrona. Os resultados do presente estudo indicam que a estrona exerce efeitos
deletérios nos testiculos, ovarios e na reproducdo dos peixes mesmo nas concentragdes
ambientalmente relevantes, e que suas concentragdes nas aguas devem ser monitoradas visando a

conservacao deste grupo de vertebrados.

Palavras-chave: Estrégenos ambientais. Toxicologia reprodutiva. Esteroides sexuais. Estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Estrone is an important environmental contaminant in waters of countries that have livestock as a
relevant economic activity because its leaching from the excreta of poultry, pigs, cattle and horses.
The objective of the present study was to analyze the effects of the estrone exposure at
environmentally relevant concentrations on gametogenesis and reproduction of zebrafish (Danio
rerio). After exposure to estrone at concentrations of 20, 200 and 2000 ng/L for 49 days,
gametogenesis and reproduction of zebrafish were analyzed through morphometric and molecular
analyses. In the gonads, the proportion (%) of tissue components, dosage of 11-ketotestosterone
and estradiol, cell proliferation and death, expression of IGF1, IGF2, IGF1R and iNOS were
analyzed and the production of nitric oxide was evaluated. In addition, semen quality parameters
in males, egg production by females and fertilization rate were evaluated. The results showed that
estrone exposure was responsible to changes in the sex steroids production, IGF signaling pathway
and increased nitric oxide production that led to changes in the proportion of germ cells and gonadal
somatic components. As a consequence, egg production was reduced in all estrone-exposed groups
together with reduced progressive motility, curvilinear velocity, and beat cross frequency in the
sperm of 20 and 2000 ng/L E1 groups, and significantly lower fertilization rate in the 200 and 2000
ng/L groups. The results of the present study indicate that estrone exerts deleterious effects on the
testes, ovaries and reproduction of fish, even at environmentally relevant concentrations, and that

its concentrations in water should be monitored for the conservation of this group of vertebrates.

Keywords: Environmental estrogens. Reproductive toxicology. Sex steroids. Oxidative Stress.
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1.1 Estrogenos

Quando de origem exdgena, os hormdénios, sdo considerados contaminantes
emergentes e se comportam como uma classe complexa de compostos que alteram o
funcionamento normal dos diversos 0rgaos e sistemas dos seres vivos (Bhandari et al., 2015;
Soffker and Tyler, 2012). Esses contaminantes emergentes sdo considerados desreguladores
endocrinos porque podem afetar as vias de sinalizago de diversos hormdénios ao alterar sua
producdo, metabolismo e excre¢do (La Merrill et al., 2019; Kabir et al., 2015). A exposi¢do
a estes compostos compromete a atividade reprodutiva dos vertebrados ao causar alteracéo
da expressdo génica nas gonadas e da producao de hormonios ligados a gametogénese, o0 que
se reflete no desbalanco entre a proliferacdo e morte celular, alteracBes histopatolégicas e
reducdo ou perda da capacidade de gerar descendentes (Murata & Kang, 2018; Nadal et al.,
2018; Adeel et al., 2017). Estrogenos como o 17p-estradiol, estrona, estriol e etinilestradiol
sdo desreguladores enddcrinos frequentemente encontrados nas aguas superficiais (Tabela
1).

Tabela 1. ConcentracGes de estrégenos em aguas superficiais.

Contaminante Classe Con(c':e;/tl_r;\ ¢do Local
Estrona (E1) Hormonio natural 1,81 - 256,66 ¢* Brasil, EUA, Jamaica
17B-Estradiol (E2)  Hormonio natural 0,1-216,67 *>¢ Brasil, EUA, Inglaterra
Estriol (E3) Hormonio natural 50-211,5°¢  Brasil, EUA

Etinilestradiol (EE) Horménio sintético <0,98-10,2¢ EUA
2 Petrie et al., 2015; ® Kolpin et al., 2002; ¢ Weber et al., 2017; ¢ Wilkinson et al., 2017.

Apesar de serem considerados contaminantes quando encontrados no meio ambiente,
0s estrogenos sdo hormdnios esterdides que desempenham importante papel fisioldgico nos
vertebrados (Hamid e Eskicioglu, 2012). Os esterdides sexuais sdo produzidos nas gonadas,
pelas células de Leydig, Sertoli e foliculares, devido ao estimulo das gonadotrofinas
produzidas pela adeno-hipofise (Sanderson, 2006). A producdo dos estrégenos e de outros
esterdides sexuais inicia com a chegada do colesterol endégeno ou absorvido pela dieta e
transportado até as gbnadas através de lipoproteinas plasmaticas (LDL, HDL, VLDL) (Miller
e Auchus, 2011). O colesterol transportado pelas lipoproteinas, bem como o sintetizado no

reticulo endoplasmatico através do acetato, sdo transportados da membrana mitocondrial
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externa para a interna pela proteina reguladora aguda da esteroidogénese (STAR) (Stocco,
2000). Apds acessar a membrana mitocondrial interna, o colesterol é convertido em
pregnenolona pela enzima citocromo P450 side-chain cleavage (P450scc/cypllal) e em
seguida segue para o reticulo endoplasmatico liso, onde sofre acdo de varias enzimas e

originam diversos hormonios esterdides (Diotel et al., 2018; Tokarz et al., 2015, Miller e
Auchus, 2011) (Figura 1).

colesterol
cypllal
pregnenolona % progesterona
cypl7ail

cypl7al

v 3B-HSD,
17a-OH-pregnenolona p_) 17 a-OH-progesterona

cypl7al cypl7al
3B-HSD : 19a1
desidroepiandrosterona Bﬁ androstenediona 22— estrona

17B-HSD l 17B-HSD

testosterona 220 g 17B-estradiol

5a-R

11B-OH-androstenediona di-hidrotestosterona

cyp11b1/cyp1icl

11B-HSD2 17B-HSD3

Y

11-ketoandrosterona 113-OH-testosterona

17B-HSD3 11B-HSD2

11-ketotestosterona

Figura 1: Representacdo das principais vias de sintese dos esterdides sexuais nos vertebrados.
Abreviagdes: cyp, citocromo P450; HSD, hidroxiesteroide desidrogenase; OH, hidroxi. Fonte: autoria
prépria (Diotel et al., 2018; Tokarz et al., 2015).
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Tanto a estrona (E1) como a testosterona podem originar o 17p-estradiol (E2) pela
acao das enzimas 17B-HSD e cypl19al, respectivamente (Diotel et. al.,2018). A testosterona
por sua vez é base para a sintese de di-hidrotestosterona (DHT) através da enzima Sa-redutase
(5a-R) e 11B-OH-testosterona através das enzimas cypllbl e cypllcl (Tokarz et al., 2015).
A 11-ketotestosterona (11-KT) € um esterdide ndo-aromatizavel com atividade androgénica
semelhante a testosterona, presente nos humanos e em outros vertebrados como 0s peixes
(Turcu et al., 2018). A 11-KT pode se originar da 11p-OH-testosterona ou 11-
ketoandrosterona apos a a¢do das enzimas 11B3-HSD2 e 113-HSD3 respectivamente (Tokarz
etal., 2015). Algumas vias de sintese de esterdides sexuais que participam da maturacéo final
de gametas sdo exclusivas dos peixes, como ¢ o caso da producdo da 17a, 20B-dihidroxi-4-
pregnen-3-ona a partir da 17a-OH-progesterona pela enzima 11B-HSD2 (Tokarz et al.,
2015). Apesar de diferencas de expressao e afinidade por substrato pelas enzimas e vias de
sintese que originam os esterdides sexuais em alguns grupos de vertebrados (Luu-The, 2010),

de forma geral, a producdo de estrégenos e andrdgenos € conservada neste grupo.

1.2 Receptores de estrogenos

Tanto os estrogenos como os androgenos, apds serem liberados na corrente sanguinea
desempenham sua atividade nos tecidos ao interagirem com Seus respectivos receptores
(Beato et al., 1996). Todavia, somente uma quantidade menor que 2% desses horménios é
bioativa, pois grande parte se encontra complexada com proteinas plasmaticas produzidas
principalmente pelo figado, como globulina ligadora de hormdnios sexuais (SHBG) e a
albumina (Balogh et al., 2019; Selby, 1990). A formacdo do complexo esterdide-albumina
ou esterdide-SHBG, compromete a capacidade desses hormonios ativarem receptores de
membrana e também de atravessa-la, para acessar os receptores que estdo localizados dentro
das células (Liu & Veldhuis, 2019). Diferengas sexo-especificas na producdo de SHBG
(Hammond et al., 2012) podem estar relacionadas a modulacao de sua sintese nos hepatocitos
pela acdo de estrogenos, androgenos ndo aromatizaveis, tiroxina, insulina e fator de

crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) (Liu & Veldhuis, 2019).

A fragdo livre dos estrogenos é capaz de ativar os receptores de estrogeno
intracelulares e de membrana (Balogh et al., 2019). A acdo classica ou gendmica dos

estrogenos enddgenos ou Xxenoestrégenos acontece ap0s esses hormonios atravessarem a
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membrana plasmatica e se ligarem aos receptores de estrogeno alfa (ERa) ou beta (ERP), que
se encontram no citoplasma ou ndcleo das células complexados com chaperonas (Pillerova
et al., 2021) (Figura 2). A interacdo dos estrogenos com residuos de aminoacidos dos sitios
de ligacdo dos receptores promove alteracbes conformacionais nos ERs a/p que ocasionam
a fosforilacé@o do receptor e liberacdo da chaperona (Amir et al., 2021). Esse complexo entéo
é translocado para o nucleo onde se liga a regiGes especificas do DNA denominadas
elementos responsivos ao estrégeno (ERES), que estdo localizados em regiGes promotoras de
determinados genes (Farooq, 2015). A interacdo dos ERs o/ com os EREs e cofatores regula
a expressao génica influenciando diretamente o funcionamento dos sistemas reprodutivo,
cardiovascular, esquelético e imune (Mauvais-Jarvis et al., 2013). Além disso, por exemplo,
o0 ERao também pode interagir com outros fatores de transcricdo como por exemplo o fator
nuclear kappa B e se ligar indiretamente ao DNA (Mor et al., 2003), bem como ativar o
receptor de IGF-1 (IGF1R) (Bjornstrom & Sjoberg, 2005), afetando assim outras vias de
sinalizacdo. Esses processos estdo relacionados com a acdo classica dos estrégenos, que
demandam horas, e ndo explicam alguns efeitos causados sobre as células que podem
acontecer no curto prazo de segundos e minutos (Balogh et al., 2019; Adori et al., 2010).
Essas acBes, em sua maioria rapidas, ndo gendmicas, ocorrem através dos ERs de membrana,
como por exemplo o receptor de estrégeno acoplado a proteina G (GPER), que é uma
proteina integral encontrada na membrana celular, e na membrana do reticulo
endoplasmatico e do complexo de Golgi (Vo et al.,, 2019; Romano & Gorelick, 2018;
Sakamoto et al., 2007; Revankar et al., 2005) (Figura 2). A ligacdo dos estrogenos com o
GPER desencadeia a mobilizacdo de calcio, éxido nitrico (NO), AMP ciclico (CAMP) e
outros segundos mensageiros, bem como a ativacdo de proteinas quinases como as MAP
quinases (MAPK/ERK) e as proteinas quinases B(PKB/Akt) (Amir et al., 2021; Puglisi et
al., 2019). Como um exemplo de resposta rapida a acdo dessas vias podemos citar a
vasodilatagdo causada pelo estradiol ao aumentar a eficiéncia da enzima oxido nitrico sintase
0 que eleva a liberagdo de NO pelas células endoteliais (Fredette et al., 2018; Caulin-Glaser
etal., 1997). Além disso, a ativacdo das proteinas quinases promove a fosforilacdo tanto dos
ERs como de outros fatores de transcricdo e afeta a expressdo génica indiretamente,
promovendo ou reprimindo a transcricdo de genes relacionados com a sintese de DNA,

sobrevivéncia e proliferacdo celular (Puglisi et al., 2019). Curiosamente, algumas espécies



16

de peixes teledsteos possuem quatro receptores de estrogeno classicos, o ERal, ERa2, ERB1
e ERB2, que tiveram origem em um evento de duplica¢do génica que ocorreu entre 300-450
milhdes de anos atras, apds sua divergéncia do grupo que originou os tetrapodes (Volff,
2005). Por fim, em vérias situacOGes, 0s estrogenos tém a capacidade de aumentar as
concentracgdes celulares do RNA mensageiro (mMRNA) de seus receptores ao estabilizar essas
moléculas através de modificacbes pds-transcricionais (Ing, 2005). Por exemplo, o0s
estrogenos estabilizam e aumentam a meia-vida do mRNA do ERa no figado de peixes
durante o inicio da ovogénese e também no endométrio dos mamiferos durante a fase pré-
ovulatoria, elevando a concentracdo citosolica desses mMRNAs sem estimular a sua
transcrigdo (Mitchell & Ing, 2003; Flouriout et al., 1996).

®, ©fsued

——

Meio extracelular

GPER @

Membrana plasmatica @

Meio intracelular /

9 a7
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Figura 2: Vias de sinalizacdo dos estrogenos enddgenos ou xenoestrégenos sobre o0s receptores de
estrogeno. Abreviagoes: E, estrogenos; ERa/f, receptores de estrogeno alfa e beta; cAMP, AMP
ciclico; Ca?*, ion célcio; MAPK/ERK, MAP quinases; PKB/Akt, proteinas quinases B; mRNA, rna
mensageiro; NO, oxido nitrico; RE, reticulo endoplasmatico; TFs, fatores de transcri¢do. Fonte:
autoria propria (Amir et al., 2021; Pillerové et al., 2021; Balogh et al., 2019; Puglisi et al., 2019; Vo
et al., 2019; Romano & Gorelick, 2018; Adori et al., 2010).

Considerando que os receptores de estrogeno sdo amplamente expressos nos
testiculos, ovarios, pituitaria e hipotalamo dos vertebrados (Thomas, 2016; Frank et al., 2014;
Sanchez-Criado et al., 2004; Hess, 2003; Menuet et al., 2002), as vias de sinalizacdo
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estrogénicas sdo extremamente importantes para a gametogénese e reproducdo (Cooke et al.,
2017).

1.3 Gametogénese

Dentro dos vertebrados, os peixes constituem excelente modelo para o estudo da
reproducdo devido a suas diferentes estratégias reprodutivas (Muchlisin, 2014) que incluem
desova continua ou parcelada, gonocorismo ou hermafroditismo, fertilizacdo externa ou

interna, bem como o tempo de gametogénese reduzido se comparado com outros vertebrados
(Leal et al., 2009; Pudney, 1995).

Durante as diferentes estacfes do ano, a variagdo de fatores ambientais como
fotoperiodo, temperatura, e precipitacdo sdo percebidos por receptores sensoriais que
convergem essas informaces para o eixo hipotalamico-pituitario-gonadal dos peixes (Schulz
etal., 2010; Lubzens et al., 2010) (Figura 3). Em resposta a esses sinais, o hipotalamo libera
0 hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) que atua nos gonadotrofos localizados no
lobo anterior da glandula pituitéria, a adeno-hipofise, que é responsavel por sintetizar o
horménio foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH) (Ndbrega et al., 2017;
Zohar et al., 2010). Além disso, tanto a producdo de GnRH pelo hipotdlamo bem como a
expressdo dos receptores das gonadotrofinas nas génadas sdo regulados por neuropeptideos
produzidos no sistema nervoso central como a kisspeptina (KISS) e o neuropeptideo Y (NPY)
(Ohga et al., 2018; Subhedar et al., 2005), respectivamente.
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Figura 3: Funcionamento do eixo hipotalamico-pituitario-gonadal nos peixes. Abreviagdes: DHP,
17a, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona; E2, 17B-estradiol; IGF1/IGF2, fatores de crescimento
semelhantes a insulina 1 e 2; FSH, hormonio foliculo estimulante; GnRH, horménio liberador de
gonadotrofinas; LH, horménio luteinizante; NO, Oxido nitrico; T, testosterona; 11-KT, 11-
ketotestosterona. Fonte: autoria prépria (Singh & Lal, 2017; Diotel et al., 2011; Lubzens et al.,
2010; Schulz et al., 2010).

Em vertebrados, a espermatogénese pode ser dividida em trés fases: a fase
espermatogonial ou mitotica, onde espermatogdnias diploides proliferam e se diferenciam
em espermatocitos, a fase espermatocitaria ou meiética, onde 0s espermatocitos primarios
originam os secundarios e estes as espermatides, e a fase espermiogénica, onde espermatides
haploides sofrem diversas modificacdes e ddo origem aos em espermatozoéides (Ribeiro et
al., 2017; Uribe et al., 2014) (Figura 4). Nos testiculos, tanto o FSH como o LH controlam
as funcles realizadas pelas células de Sertoli que sdo necessarias ao desenvolvimento das
células da linhagem espermatogénica e a producdo de esteroides sexuais local (Chu et al.,
2015).
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Figura 4: Morfologia das células testiculares do peixe Danio rerio. Coloragdo: hematoxilina.
Abreviaces: Aung, €spermatogbnia do tipo A indiferenciada; Agirr, espermatogbnia do tipo A
diferenciada; B, espermatogbnia do tipo B; C1, espermatdcito primario; C2, espermatdcito
secundario; T, espermaétide; Z, espermatozdide; S, célula de Sertoli; L, célula de Leydig; PMC, célula
peritubular midide e IF, infiltrado. Escala: 50 um. Fonte: autoria propria.

Curiosamente, diferentemente de outros grupos de vertebrados, nos peixes, as
funcOes das gonadotrofinas se sobrepdem, de modo que estudos demonstraram que somente
mutantes double knockout para as subunidades beta e receptores de gonadotrofinas
simultaneamente (fshf-lhp ou FSHR-LHR) exibem efeitos relevantes sobre a

esteroidogénese e maturacdo testicular (Chu et al., 2015).

Os esterdides sexuais sdo os principais efetores das acdes das gonadotrofinas nos
testiculos dos peixes (Miura & Miura, 2003). O 17p-estradiol (E2) apesar de encontrado em
baixas concentracbes no plasma sanguineo de machos, aumenta no inicio da
espermatogénese e se liga a células de Sertoli estimulando a auto-renovagao espermatogonial
(Schulz et al., 2010). O E2 estad também envolvido com a expressdo de importantes fatores
relacionados a esteroidogénese como a proteina reguladora aguda esteroidogénica (Star), a
3B-hidroxiesteroide desidrogenase (33-HSD) e aromatase A e B (Miura et al., 1999; Schulz
et al., 2010) e os IGFs. No caso dos androgenos, tanto a T como a 11-KT sdo responsaveis
por estimular a diferenciacdo espermatogonial, regular a progressao da espermatogénese e
seus niveis aumentam progressivamente até a espermiacdo (Schulz et al., 2010). As ac¢des
dos andrdégenos sao exercidas pelas células somaticas do testiculo, visto que nos teledsteos,
seus receptores se encontram expressos nas células de Sertoli e células de Leydig (Ikeuchi et
al., 2001). Um importante processo mediado pelos andrdgenos € a formacdo de juncgdes de
oclusdo entre células de Sertoli adjacentes no epitélio seminifero, o que isola os cistos de
espermatides de substancias que possam porventura acessar seu interior, constituindo assim
um componente da barreira hemato-testicular (Mruk & Cheng, 2010; Batlouni et al., 2009).
A maturacéo final dos gametas nos machos € iniciada pela elevacdo do LH que desencadeia
a produgdo das progestinas 170, 20Bdihidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP) ou a 17a, 208,21-

trihydroxy-4-pregnen-3-one (20BS), hormonios que induzem a espermiac¢do, 0 aumento do
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volume do sémen e estimulam a migracdo dos espermatozéides para o ducto espermatico
(Chen et al.,, 2013). O aumento das concentracdes testiculares de 11-KT durante a
espermiacéo eleva a quantidade de substrato necessario para a sintese de DHP ¢ 20B3-S (Milla
etal., 2008; Yueh and Chang, 1997). A progressao da espermatogénese e a sobrevivéncia das
células germinativas sdo coordenadas pela acdo conjunta das células de Sertoli e dos
componentes intersticiais do testiculo mediados pela acdo das gonadotrofinas, esterdides
sexuais e fatores de crescimento (Chen et al., 2013; Schulz et al., 2010).

Considerando os mamiferos, a espermatogénese dos peixes teledsteos possui algumas
diferencas dentre as quais podemos destacar: a influéncia da temperatura na determinacéo
sexual e maturacdo gonadal, duracdo reduzida da espermatogénese e bipoténcia sexual das
espermatogonias tronco (Lacerda et al., 2014; Melo et al., 2016). O epitélio germinativo dos
peixes possui atividade continua ou ciclica onde cistos de células germinativas envolvidos
por células de Sertoli se desenvolvem sincronicamente para a manutencdo da producédo de
espermatozéides em cada ciclo reprodutivo (Miura and Miura, 2003; Schulz et al., 2010;
Uribe et al., 2014). Apds serem liberados no meio externo, os espermatozdides sdo ativados
devido a alteracdo dos parametros fisico-quimicos da agua, como o pH (Alavi & Cosson,
2005). Considerando que nos espermatozoides dos peixes de fertilizacdo externa o0 acrossoma
é inexistente, a fertilizacdo ocorre quando os espermat6zoides atingem a micropila, uma
estrutura em forma de funil presente na superficie dos ovécitos das fémeas (Lubzens et al.,
2010). Varios fatores influenciam a qualidade dos espermatozéides dentre os quais podemos
citar a presenca de antioxidantes como as vitaminas C e E no plasma seminal, a temperatura
da &gua e a idade dos animais (Kowalski & Cejko, 2019). Semelhante ao realizado com os
mamiferos, a qualidade do sémen dos peixes pode também ser avaliada a partir de sistemas
computadorizados como o CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), que permite a

visualizacdo e analise do movimento individual de cada espermatozoide (Kime et al., 2001).

No inicio de cada ciclo reprodutivo das fémeas, as ovogénias, células tronco
bipotenciais do epitélio germinativo ovariano, se dividem-se varias vezes por mitose e parte
delas é envolta por processos citoplasmaticos das células pré-foliculares, que posteriormente
virdo a dar origem as células da granulosa (Quagio-Grassiotto et al., 2011). Dentro destes

cistos ou ninhos, as ovogonias ja diferenciadas continuam se dividindo por mitose de forma
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sincronica, devido a presenca de pontes citoplasmaticas entre essas células (Haglund et al.,
2011). Depois de ciclos de divisdes mitéticas, as ovogbdnias entram em meiose se
diferenciando em ovdcitos (Quagio-Grassiotto et al., 2011). Durante a progressao da meiose,
na fase cromatina nucléolo, os ovdcitos estacionam na fase diploteno da profase | e apos isso
se individualizam e junto das células da granulosa constituem o foliculo ovariano (Quagio-
Grassiotto et al., 2013). Esses ovocitos podem ser chamados de perinucleolares e se
encontram na fase chamada de crescimento primario (Lubzens et al., 2010). As células da
granulosa entdo, sintetizam sua membrana basal e sdo envolvidas por células do estroma
ovariano, formando a teca (Quagio-Grassiotto et al., 2013). Durante esse processo 0S
ovocitos secretam uma matriz extracelular em sua superficie, chamada zona radiata, que
posteriormente formam o cérion do embrido (Le Menn et al., 2007; Selman et al., 1993).
Apesar disso o contato com as células da granulosa é mantido pois 0 ovocito emite projecoes
até a membrana plasmatica destas células formando poros-canais na zona radiata (Le Menn
et al., 2007; Selman et al., 1993). Os ovdcitos perinucleolares entdo se desenvolvem e dédo
origem aos ovdcitos com alvéolos corticais, quando organelas, RNAs e moléculas
importantes na reacdo cortical e bloqueio a poliespermia sdo sintetizadas (Lubzens et al.,
2010). Com a endocitose de lipideos e vitelogenina, moléculas que irdo constituir a reserva
de energia do embrido, os ovdcitos passam para a fase vitelogénica, sendo esse crescimento
secundario dependente de gonadotrofinas (Lubzens et al., 2010). Em seguida, observa-se a
reducao da endocitose, formacdo de uma camada espessa constituida pelos alvéolos corticais
logo abaixo da membrana plasmatica do ovocito e a migracdo da vesicula germinativa em
direcdo ao polo animal do ovdcito, onde se encontra a micrépila, finalizando com a quebra
da vesicula germinativa, retomada da meiose e progressdo até a metafase 1l (Grier, 2012,
Lubzens et al., 2010; Grier 2000).

O fim da primeira divisdo meiotica origina duas células, a primeira, de tamanho
reduzido contem o primeiro corpusculo polar que se degenera, e a segunda célula de maior
volume, € o préprio ovdcito, que no final do processo de maturacéo é ovulado (Grier, 2012).
Ap0s isso, 0 ovocito avanca para a segunda divisdo meiotica, e como resultado dessa fase, é
observada a liberacdo do segundo corpusculo polar (Abascal & Medina 2005). Durante o
processo de ovulacdo, essa célula haploide, é liberada do foliculo ovariano para a cavidade

celomatica dos peixes (salmonideos), ou diretamente para 0 ambiente, onde pode ser
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fertilizada (Kagawa, 2013). Apo6s ovulacgéo, o foliculo pos-ovulatério é formado, constituido
pelas células pos-ovulatorias da granulosa e da teca separadas por uma membrana basal
envolvendo uma cavidade, o lumen folicular (Grier et al., 2017).

Semelhante ao observado nos machos, tanto a proliferacdo de ovogbnias como a
progressdo da ovogénese/foliculogénese é regulada pelas gonadotrofinas, o horménio
foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH), que sdo sintetizadas mediante
estimulagdo do GnRH hipolatimico (Jalabert, 2005). O aumento dos niveis de 17p-estradiol
e de 17a, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP) induzidos pelo FSH estimulam a
proliferacdo de ovogodnias, diferenciacdo em ovacitos e a sua entrada na primeira divisdo
meidtica, respectivamente (Lubzens et al., 2010). Esses efeitos sdo mediados diretamente ou
indiretamente, pela acdo de outros fatores como os IGFs e 0 GSDF (gonadal soma-derived
growth factor) (Sawatari et al., 2007; Lubzens et al., 2010). A retomada da meiose e
progressdo da maturagdo final ovocitaria estdo diretamente correlacionadas com o aumento
dos niveis plasmaticos de LH (Kagawa, 2013). O LH estimula a produgdo de esterdides
derivados da progesterona como o DHP que se ligam a receptores na membrana dos ovacitos

e ativam o fator promotor de maturacdo (MPF) que reinicia a meiose (Lubzens et al., 2010).
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Figura 5: Morfologia dos foliculos ovarianos do peixe Danio rerio. Coloracdo com hematoxilina-
eosina. Abreviagdes: Oo, ovogonias; PN, ovocitos perinucleolares; AC, ovdcitos com alvéolos
corticais; V, ovdcitos vitelogénicos; FPO, foliculos pds-ovulatérios; FA, foliculos atrésicos. Escala:
100um. Fonte: autoria prépria.

Durante o processo de ovulacdo, varios genes relacionados com a inflamagdo séo
expressos como cxcll4 e o fgf2 (Bobe et al., 2006). Entretanto, alguns ovécitos tanto em
condicdes naturais como experimentais, ndo conseguem prosseguir na maturacédo e ovulacao
e degeneram (Lubzens et al., 2010). Esse processo chamado de atresia folicular é
caracterizado morfologicamente pela desintegracdo de organelas e do nucleo do ovdcito,
fragmentacdo da zona radiata e pela hipertrofia das células foliculares (Miranda et al., 1999).
Na atresia, as células foliculares fagocitam o vitelo e outros componentes dos ovdcitos e junto
a isso, granuldcitos eosinofilicos e macréfagos invadem essa estrutura e liberam seus
granulos contendo enzimas (Miranda et al., 1999; Besseau & Falliex, 1994). Esse processo
termina com a morte das células foliculares e imunes, seguida da proliferacdo do tecido
conjuntivo nessa regido (Lubzens et al., 2010). A atresia folicular é importante para a
manutencdo da homeostase ovariana durante o ciclo reprodutivo, todavia a exposi¢do a
contaminantes ambientais é responsavel pelo aumento de sua ocorréncia (Weber et al., 2017;
Silva et al., 2012; Douxfils et al., 2007).

1.4 Fatores de crescimento semelhantes & insulina

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina 1 e 2 (IGF1 e IGF2) juntamente
com a insulina, sdo peptideos anabolicos que promovem a sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacdo de células, sendo descritos inicialmente na década de 50 do século passado
(van den Brande, 1999). Esses fatores sdo produzidos por praticamente todos tecidos dos
vertebrados em resposta ao estimulo da somatotrofina também conhecida como horménio do
crescimento (GH) (Neirijnck et al., 2019). O IGF1 sintetizado pelo figado dos mamiferos
desencadeia os efeitos de crescimento produzidos pelo GH ap6s o nascimento, e o IGF2 é

responsavel por esses efeitos durante o desenvolvimento fetal (Adamek & Kasprzak, 2018).

Semelhante ao observado com os esterdides sexuais, os IGFs ligados a
transportadores presentes no plasma, as proteinas de ligagdo aos fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGFBPs), ndo séo capazes de se ligar a seus receptores que estéo

presentes na superficie das celulas-alvo (Allard & Duan, 2018). Os IGFs 1 e 2 executam seus
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efeitos a partir do receptor do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1R) e em
menor proporcao a partir do receptor de insulina (INSR) e receptores hibridos (IGF1R-IR)
(Adamek & Kasprzak, 2018; Werner et al., 1994). Apesar de serem produzidos
principalmente no figado, tanto o IGF 1 como 0 2 sdo expressos em diversos tecidos e 0s
niveis de IGF circulantes nao representam diretamente sua producéo pelos diversos tecidos
(Liu et al., 2016). Além de desempenharem efeitos enddcrinos via circulagdo, esses fatores
desempenham também um importante papel na reproducdo, devido a sua agdo
paracrina/autocrina nos ovarios e testiculos (Neirijnck et al., 2019), e a sua producéo local,
em alguns casos, independente do GH (No6brega et al., 2015). Em machos de peixes, os IGFs
sdo expressos nas células de Sertoli, Leydig e germinativas, e estimulam a diferenciacdo
espermatogonial (Reineke, 2010). Nas fémeas os IGFs sdo expressos nas células da
granulosa, da teca e nos ovdcitos (Reineke, 2010). Tanto o IGF1 como o0 2 podem induzir a
retomada da meiose e a quebra da vesicula germinativa dos ovdcitos, bem como responder
ao DHP (Reineke, 2010). O IGF1 também estimula a producao de aromatase em foliculos
ovarianos da truta (Nakamura et al., 2003) e a proliferacdo espermatogonial no salméo
(Campbell et al., 2003). Esses fatores estdo relacionados com o metabolismo energético
destes tecidos, a expressdo de enzimas esteroidogénicas e proliferacdo e morte celular
(Lubzens et al., 2010; Schulz et al., 2010).

1.5 Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa que age como mediador extra e
intracelular e esta envolvido na manutencdo da homeostase tecidual, neurotransmisséo,
citotoxicidade, inflamacéo e defesa a patdgenos (Choudhury & Saha, 2016). O NO é gerado
nas células a partir da oxidacdo da L-arginina em L-citrulina, por uma das trés isoformas da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS) (Forstermann & Sessa, 2012). Expressas
constitutivamente, a oxido nitrico-sintase endotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS) séo
necessarias para a manutencao da vasodilatacdo e controle da pressdo sanguinea, e para a
sinalizagdo nervosa, respectivamente (Cinelli et al., 2019; Alderton et al., 2001). As
isoformas constitutivas de NOS sdo responsaveis por gerar NO dependente de calcio durante
periodos de tempo menores que minutos e em concentracbes nanomolares (Cinelli et al.,
2019; Kone et al., 2003; Abu-Soud et al., 1997). A dxido nitrico-sintase induzida (iNOS)

somente € expressa nas células quando estas sdo estimuladas, geralmente por sinais
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proinflamatorios, e resultam na producdo de NO em concentragdes micromolares (Cinelli et
al., 2019). Vérias condi¢Oes patoldgicas estdo relacionadas com uma alta producéao de 6xido
nitrico via iINOS dentre as quais podemos citar diabetes, neoplasias e cardiopatias (Sharma
et al., 2007). Um importante composto derivado do NO é o peroxinitrito (ONOO")
(Forstermann & Sessa, 2012), um potente oxidante conhecido por causar danos ao DNA,

nitratacdo e S-nitrosilacdo de proteinas (Mikkelsen & Wardman, 2003).

Devido a expressdo das isoformas de NOS nas gonadas, o NO est4 diretamente
envolvido com processos ligados a reproducéo nos vertebrados (Li et al., 2020). A sindrome
do ovario policistico em mulheres (Kirshna et al., 2017), o desenvolvimento folicular e a
esteroidogénese ovariana em ratos (Delsouc et al., 2018; Zheng et al., 2015), a regresséo
luteal em ovelhas (Grazul-Bilska et al., 2003), a foliculogénese e producdo de esterdides

sexuais em peixes (Singh & Lal, 2017), sdo todos afetados pelas concentracGes de NO.

1.6 Proliferacéo e morte celular

Durante a gametogénese, a proliferacdo e morte celular garantem a homeostase
tecidual do epitélio germinativo ao manter a propor¢do normal de células somaticas e
germinativas, regular a producdo de espermatozdides e ovocitos e prevenir a formacéo de
gametas aberrantes (Meroni et al., 2019; Zupa et al., 2013; Shaha et al., 2010; Takle and
Andersen, 2007; Vaskivuo & Tapanainen, 2003; Robker & Richards, 1998). Trés
biomarcadores sdo usualmente utilizados para avaliacdo da proliferacdo celular: antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA), Ki-67, e proteina 7 da manutencdo de
minicromossomos (MCM7) (Jurikova et al., 2016). Dentre essas moléculas, 0 PCNA, é uma
proteina extremamente conservada entre os seres vivos, sendo cofator da DNA polimerase
delta, um complexo enziméatico necessario para sintese DNA (Strzalka & Ziemienowicz,
2011). Além disso o PCNA esta associado a processos como a remodelacdo da cromatina,
reparo do DNA e controle do ciclo celular (Maga & Hubscher, 2003). Desta forma, esta
proteina € um relevante marcador de celulas em proliferacédo, sendo utilizada em diversos

estudos envolvendo biologia da reproducéo.

Além da proliferacéo celular, a morte celular € um processo fisioldgico que exerce
papel vital no desenvolvimento normal das células germinativas para manter o adequado

namero de células nos tecidos gonadais ao eliminar gametas aberrantes (Meroni et al., 2019;
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Takle and Andersen, 2007; Vaskivuo & Tapanainen, 2003). A morte celular pode ser
classificada morfologicamente como apoptose, morte celular dependente de autofagia e
necrose (Chen et al., 2020). Dentre esses tipos de morte celular, a apoptose é o processo que
ocorre de maneira mais rapida (Chen et al., 2020). Também conhecida como morte celular
programada, a apoptose apresenta como caracteristicas a perda de adesdo célula-célula e
célula-matriz extracelular, condensacdo da cromatina associada ao envoltério nuclear e a
fragmentacdo da célula afetada em corpos apoptdticos envoltos por membrana que sao

fagocitados por células vizinhas (Kerr et al., 1972).

As vias responsaveis por desencadear o processo apoptotico sdo a via intrinseca e a
extrinseca (Baum et al., 2005). A via intrinseca é controlada por proteinas da familia Bcl-2
que possui membros pré-apoptoticos (Bim, Bid, Bmf, Bax e Bak) e anti-apoptéticos (Bcl-2,
Bcl-xL, Mc11 e Bcl-B) (Nagata, 2018). Em condi¢fes normais, as proteinas da via anti-
apoptética previnem a expressao de proteinas da via pré-apoptdtica em células saudaveis
(Elmore, 2007). Entretanto, como resposta a um estimulo apoptético (ex.: diminuicdo na
producdo de fatores de sobrevivéncia), as proteinas pro-apoptoticas sao expressas em maior
quantidade e estimulam a liberacdo do citocromo ¢ que esta contido dentro das mitocéndrias
(Elmore, 2007). O citocromo ¢ se complexa com a proteina Apaf-1 e juntos recrutam
caspases iniciadoras (2, 8, 9 e 10) que resultam na clivagem e ativagéo das caspases efetoras
(3, 6 e 7). Essas caspases ativam endonucleases que clivam o DNA em fragmentos multiplos
de 180-200 pares de bases nucleotidicas (Nagata, 2018). Por sua vez, a via extrinseca da
apoptose é ativada quando citocinas da familia do fator de necrose tumoral (TNF) se ligam a
receptores presentes da membrana das células e ativam proteinas adaptadoras, o que também
culminara na acdo das caspases (Shaha et al., 2010). A deteccdo da apoptose pela marcacéo
de fragmentos de DNA pela enzima deoxynucleotidyl transferase (TUNEL) e a expressao de
proteinas efetoras da via apoptética como a caspase 3 sdo frequentemente utilizados para
avaliar a apoptose em diferentes tecidos de mamiferos e peixes (Kaur et al., 2018; Wu et al.,
2017; Qi etal., 2014).
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2.1 Justificativa

Os estrogenos séo facilmente absorvidos pelos tecidos devido a sua alta lipofilicidade
(Pal et al., 2010). Devido a isto, e ao fato de serem capazes de ativar 0s receptores de
estrogeno (Nelson & Habibi, 2013), o aumento dos niveis desses compostos de origem
exogena no organismo dos vertebrados pode comprometer varios processos mediados por

essa classe de horménios, entre eles os ligados a reproducéo (Adeel et al., 2017).

Assim como em outros vertebrados, os peixes tém a reproducdo comprometida apos
a exposicdo a estrogenos naturais e sintéticos (Pinto et al., 2014). A exposi¢do a esses
compostos € responsavel por afetar o fitness reprodutivo (Rose et al., 2013), atrasar a
espermatogénese e estimular a producdo de vitelogenina em machos (Kidd et al., 2007),
reduzir a fecundidade e fertilidade (Jackson e Klerks, 2019), alterar a producdo de esterdides
sexuais (Rutherford et al., 2020) e a diferenciacdo sexual (Larsen et al., 2009). Os peixes
desempenham relevante papel ecoldgico e sdo importante fonte de alimento para os humanos
(Lynch etal., 2016). Entretanto, em consequéncia dos efeitos deletérios de diversos poluentes
dentre eles os estrdgenos, sobre sua fisiologia, a disponibilidade destes organismos como
alimento estd ameagada (FAO, 2020; Adeel et al., 2017). A elucidacdo dos efeitos da
exposicdo aos estrogenos na reproducdo dos peixes e outros vertebrados se torna ainda mais
relevante se considerarmos que existe uma grande liberacdo destes produtos no meio
ambiente, destacadamente a estrona, o 17p-estradiol e o etinilestradiol (Petrie et al., 2015;
Adeel et al., 2017; Weber et al., 2017; Wilkinson et al., 2017; Kolpin et al., 2002). Apesar
dos riscos a satide dos organismos, varias destas substancias nao tém seus niveis monitorados
nas aguas superficiais de paises como o Brasil e os Estados Unidos (Lopes et al., 2016
CONAMA, 2005; USEPA, 2002).

Aspectos basicos relevantes dos efeitos dos estrdgenos ambientais sobre endpoints da
reproducdo dos peixes como a alteragdo da proporcéo de células somaticas e germinativas
gonadais, alteracdes nos niveis dos esteroides sexuais, morte e proliferagéo celular, qualidade
de sémen e fertilidade foram pouco investigados, e mesmo ndo descritos para alguns

estrégenos como a estrona (E1).

A estrona é um contaminante ambiental extremamente importante principalmente em

paises que tem a pecudria como atividade econdmica relevante (Ray et al., 2013). Esse
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horménio polui o solo e 0s corpos d’agua superficiais a partir de sua lixiviacdo das excretas
de aves, suinos, bovinos e equinos (Andaluri et al., 2012). A estrona encontra-se presente nos
efluentes de criagdes de suinos em concentrac6es que variam de 5200-5400 ng/L por exemplo
(Adeel et al., 2017), e as fémeas gravidas podem liberar até 17000 pg/dia de estrona por
animal (Lafrance & Caron, 2013). Os efluentes das estacGes de tratamento de esgoto também
séo fonte de estrona, que se origina na sua excrec¢ao pelos humanos (Adeel et al., 2017). De
forma geral, excrecdo média de estrona por pessoa € de 19 pg/dia (Laurenson et al., 2014).
As mulheres em menopausa fazendo uso da terapia de reposi¢do hormonal, todavia podem
excretar até 31.50 pg/dia, enquanto no caso de mulheres gravidas esse valor pode chegar até
787 png/dia (Kostich et al., 2013). Isso resulta em concentragdes ambientalmente relevantes
da estrona nas aguas superficiais que variam de 1,81 a 28,8 ng/L na China e até 256,66 ng/L
no Brasil (Weber et al., 2017; Wang et al., 2015). De forma inadvertida, as legislacdes que
regulam as substancias e poluentes presentes nas aguas tanto para consumo humano como
animal ainda ndo estabeleceram niveis maximos para os estrogenos ambientais em paises
como o Brasil e os Estados Unidos (CONAMA, 2005; USEPA, 2002).

O modelo experimental utilizado no presente trabalho é o peixe Danio rerio,
conhecido popularmente como zebrafish ou paulistinha. Essa espécie é nativa do
subcontinente indiano onde habita pequenos cursos d’agua e lagos (Engeszer et al., 2007). O
zebrafish é utilizado em estudos bioldgicos desde 1930 por possuir caracteristicas
importantes como baixo custo de manutencao, pequeno tamanho, facil manejo e reproducéo

continua e prolifica (Lieschke & Currie, 2007).
2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos da exposicdo a estrona em concentracbes ambientalmente

relevantes na gametogénese e reproducdo do zebrafish (Danio rerio).
2.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os indicadores biométricos, morfofisiolégicos e reprodutivos em machos e
fémeas: comprimento total (CT), peso corporal (PC), peso gonadal (PG), indice
gonadossomatico (IGS) e fator de condigéo de Fulton (K);
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Quantificar a proporcdo de células germinativas, somaticas e os biomarcadores de
proliferacdo e morte celular nas gbnadas;

Quantificar os niveis gonadais de 11-ketotestosterona e 17p-estradiol;

Avaliar a expressdo gonadal de IGF1, IGF2, IGF1R, iNOS e a producdo de NO;

Avaliar os efeitos da estrona sobre a producéao de ovos, qualidade do sémen e fertilidade.
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3. Resultados

Os resultados do presente trabalho encontram se sumarizados nos itens abaixo:

3.1. Artigo 1: Chronic estrone exposure affects spermatogenesis and sperm quality in
zebrafish (Danio rerio) - (Submetido para publicacdo na Environmental Toxicology and
Pharmacology — em fase de reviséo)

3.2. Artigo 2: Efeitos da exposic¢do cronica a estrona na ovogénese e desova do zebrafish

(Danio rerio) - (A ser submetido para publicacéo)



3.1. Artigo 1
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Abstract

Estrone (E1) is a common environmental contaminant found in rivers and streams due to the
farming of animals, such as swine and cattle. Our study evaluated the effects of chronic E1
exposure at environmentally relevant concentrations on spermatogenesis and the semen quality of
zebrafish (Danio rerio). We exposed the fish to E1 at concentrations of 20, 200, and 2000 ng/L
diluted in 0.001% ethanol (v/v) for 49 days. There were two control groups: one was exposed to
water only and the other to ethanol at the same concentration used in the E1 groups. Following
exposure, we analyzed the proportion of testicular cell types and other components (%), rate of
cell proliferation and death, and sex steroid concentrations. Furthermore, we analyzed the
expression of insulin-like growth factor 1 (IGF1), IGF2, IGF1 receptor (IGF1R), and inducible
nitric oxide synthase and assessed the semen quality. E1 exposure increased spermatogonia,
spermatids, Sertoli cells, Leydig cells, and the proportion of inflammatory infiltrate but decreased
the spermatozoa amount. These changes were reflected by reductions in the gonadosomatic index
and levels of 11-ketotestosterone in the testes. On the other hand, E1 exposure increased testicular
estradiol, IGF1R expression, and nitric oxide production. After an evaluation using a computer-
assisted sperm analysis (CASA) system, we observed reduced progressive motility, curvilinear
velocity, and beat cross frequency of 20 and 2000 ng/L E1 groups. Our findings support that E1
causes deleterious effects on the testicular function and semen quality of D. rerio even at
environmental concentrations. Thus, E1 concentrations should be monitored in surface waters for

the purposes of fish conservation.

Keywords: Environmental estrogens; Reproductive toxicology; Sex steroids; Oxidative stress;

Germ cell, Cell proliferation



O©CO~NOOOTA~AWNPE

61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

Funding Sources

The research was funded by the following Brazilian institutions: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq 310283/2020-5 and 407778/2016-0),
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES, financial code 001) and
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG)

Ethics Committee of the Federal University of Minas Gerais approval (CEUA protocol
115/2020)



O©CO~NOOOTA~AWNPE

92

93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

1. Introduction

Environmental estrogens, including estrone (E1), 17p-estradiol (E2), and estriol (E3), are
endocrine-disrupting chemicals that affect cellular pathways involved with the production,
metabolism, and excretion of several hormones (La Merrill et al., 2020; Kabir et al., 2015). The
exposure to these estrogens impairs reproductive activity, leading to changes in gonadal gene
expression, alterations in sex steroid levels, and a reduction in the number of offspring (Murata &
Kang, 2018; Nadal et al., 2018; Adeel et al., 2017). Nevertheless, the environmental laws of some
countries, including Brazil, do not stipulate the maximum allowable level of estrogens in surface
waters (Comunidade Européia, 2008; CONAMA, 2005; USEPA, 2002), disregarding the effects
of the environmental estrogens on aquatic animals. The high lipophilicity of estrogens means that
they are easily absorbed by tissue, where they activate alpha, beta or G protein-coupled estrogen
receptors estrogen receptors (Pillerova et al., 2021; Vo et al., 2019). The exposure of fish to natural
and synthetic estrogens impairs reproduction, including delays in spermatogenesis, activation of
vitellogenin in males (Kidd et al., 2007), reduction of fecundity and fertility (Jackson & Klerks,
2019), and alterations in sex differentiation (Larsen et al., 2009) and sex steroid production
(Rutherford et al., 2020).

Spermatogenesis comprises three phases: the spermatogonial or mitotic phase, in which
spermatogonia begin differentiating into spermatocytes; the meiotic phase, in which primary
spermatocytes give rise to secondary spermatocytes that later divide to give rise to haploid
spermatids; and the spermiogenic phase, in which the spermatids undergo to several modifications
to give rise to spermatozoa (Schulz et al., 2010; Uribe et al., 2014). Spermatogenesis is controlled
by gonadotrophins, produced by the pituitary gland, and sex steroids (Chu et al., 2015). Besides
these hormones, several other molecules can influence gametogenesis and reproduction in fish,
such as insulin-like growth factors (IGFs) and nitric oxide (NO) (Breves et al., 2018; Prado et al.,
2014; Reinecke, 2010; Shved, 2008).

IGFs are synthetized in several tissues in response to growth hormone (Neirijnck et al., 2019).
IGF1 and IGF2 act through both IGF receptor 1 (IGF1R), insulin receptor (IR) and hybrid receptors
(IGFR-IR) (Adamek & Kasprzak, 2018; Werner et al., 1994). These molecules function in a
paracrine/autocrine manner in fish gonads (Neirijnck et al., 2019) and are expressed in Sertoli
cells, Leydig cells, and germ cells, stimulating spermatogonial differentiation (Reineke, 2010).

Both IGF1 and IGF2 play important roles in testicular cell proliferation, and downregulation of
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these proteins increases apoptosis in spermatogenic cells (Moreira et al., 2020). Along with IGFs,
NO plays a vital role in vertebrate reproductive processes, such as folliculogenesis, sex steroid
production (Singh & Lal, 2017), ovarian steroidogenesis (Delsouc et al., 2018), and luteal
regression (Grazul-Bilska et al., 2006). NO is a molecule generated by the enzyme nitric oxide
synthase (NOS), and its production is related to estrogenic action in tissues (Choudhury & Saha,
2016; Nevzati et al., 2015; Xia & Krukoff, 2004). Despite its relevance to reproduction, an increase
in NO derivates, including peroxynitrite (ONOQ"), is related to DNA damage, protein nitration,
and S-nitrosylation (Forstermann & Sessa, 2012; Mikkelsen & Wardman, 2003).

E1 is one of the most abundant environmental estrogens in surface waters, particularly in
countries such as Brazil, where animal farming is the main economic activity (Ray et al., 2013).
An important route of contamination of surface waters by E1 is through the leaching of cattle and
swine excreta (Andaluri et al., 2012). For example, E1 was detected at concentrations of up to
5400 ng/L in effluents from swine farms (Adeel et al., 2017), and pregnant swine were reported to
release up to 17,000 ug of E1 per day (Lafrance & Caron, 2013). Effluents from human excrement
at sewage treatment plants are also a source of E1 pollution (Adeel et al., 2017). Furthermore,
environmentally relevant concentrations of E1 have been detected in surface waters in China
(1.81-28.8 ng/L) and Brazil (up to 256.66 ng/L) (Weber et al., 2017; Wang et al., 2015).

Despite having lower biological potency than E2, 17a-ethinylestradiol, and bisphenol A (BPA),
evidence suggests that E1 can be converted to E2 by the enzyme 17p-hydroxysteroid
dehydrogenase (17p-HSD) (Ankley et al., 2017). The persistent detection of E1 in surface waters
across different studies led us to hypothesize that this E1 can cause deleterious effects on the
reproductive system of male fish. Considering that few studies have analyzed the effects of E1
exposure on spermatogenesis and semen quality in fish, we exposed zebrafish (Danio rerio) to
different environmentally relevant concentrations of E1 to investigate this further.

2. Materials and methods
2.1.  Fish collection and exposure to E1

Eighteen-week-old adult wild-type zebrafish (D. rerio) were obtained from a local provider.
They were handled according to the Animal Experimentation Guidelines of the Brazilian College
of Animal Experimentation. Our study was approved by the Ethics Committee and the Animal
Handling Committee of the Federal University of Minas Gerais (CEUA protocol 115/2020).
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Before the experiments, the fish were acclimatized for 15 days in two 120-L tanks at a
temperature of 26-28°C under a photoperiod of 12L:12D. The tanks contained a biological filter
and aerators. During acclimatization, biological filters were removed, and 80% of the aquarium
water was changed every 2 days to maintain normal levels of ammonium, pH, and dissolved
oxygen suitable for fish.

After acclimatization, the fish were sexed according to external morphological characteristics
and transferred to 25-L aquariums (n = 10 per aquarium) at a 1:1 female/male sex ratio to form
five groups. Three groups were exposed to E1 (Sigma-Aldrich, USA) dissolved in absolute ethanol
(0.001% v/v) at concentrations of 20, 200, and 2000 ng/L (v/v). The 20 and 200 ng/L groups are
environmentally relevant concentrations that have been detected in surface waters (Weber et al.,
2017; Wang et al., 2015). The remaining two groups were negative controls: one was only exposed
to water (control) and the other was exposed to ethanol (EtOH) at the same concentration used to
dilute the E1 in the exposure groups. Considering that the half-life of E1 is 3-4 days in water, 80%
of the water in the aquariums was changed every 2 days, and the relevant E1 concentrations were
added at every water change. All exposure experiments were performed in duplicate (two
aquariums per treatment). After 7 weeks (49 days), we recorded the total length (TL), body weight
(BW), and gonadal weight (GW) for each fish. These data were used to calculate the
gonadosomatic index (GSI = [GW/BW] x 100) and Fulton condition factor (K = [BW/TL?] x 100)
of each fish.

The water quality parameters, including temperature, dissolved oxygen, pH, and ammonium,
were monitored weekly using a thermometer and commercial Kits (LabconTest, Brazil) (Table 1).
Water samples were collected in the first and third weeks of exposure and used for E1
quantification by high-performance liquid chromatography on an HPLC SPD-20A Prominence
UV-Vis Detector (Shimadzu, Japan) with a C18 column (250 x 4.6 mm, 2 pm; Kromasil) as
previously described (Weber et al., 2017). The identity of the analyte were confirmed by mass
spectrometry on an Autoflex Il Maldi-TOF/TOF System (Bruker, USA). Quality control was
performed using blank HPLC runs and by injections of E1 standard (Sigma-Aldrich). All samples
were analyzed in duplicate. The quantification and detection limits were 2.34 and 1.71 ng/L,

respectively (Table 1).
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Table 1. Water physicochemical parameters and concentrations of estrone (E1) during the

exposure.
Temperature Oxygen Ammonia El
Group . pH
(°C) (mg/L) (mg/L) (ng/L)
Control 28.18+0.22 6.53+0.08 6.50+0.14 0.006+0.001 nd
EtOH 28.46+0.28 6.80+0.13 6.71+£0.16 0.007 +0.001 nd

E1 20 ng/L 2793+039 6.36+0.06 6.29+055 0.007+0.001 19.78+1.63
E1 200 ng/L 28.18+0.26 6.53+0.10 7.07+0.20 0.006+0.001 229.10+7.31

E12000ng/L  28.36+0.13 6.50+0.08 6.79+0.21 0.006+0.001 1941.92+2.81

The values represent mean + standard error, nd = not detected.

2.2.  Morphometry

Testis samples (n = 6 per treatment) were fixed in Bouin fluid for 8 h, embedded in paraffin,
sectioned at 5 um thickness, and stained with hematoxylin-eosin for spermatogenesis analysis. The
proportion of testicular components was quantified using five longitudinal testis sections chosen
at random from six males in each treatment group. We used AxioVision SE64 software (Zeiss,
Germany) coupled with a light microscope to obtain images at a magnification of 400x. A total of
30 images per group were analyzed by ImageJ software (ImageJ, U. S. National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA) using 540 intersection points. The following germ cells and
testicular somatic components were quantified according to morphological characteristics:
undifferentiated type A spermatogonia (Aund), differentiated type A spermatogonia (Auditf), type B
spermatogonia (B), primary and secondary spermatocytes (C1 and C2, respectively), spermatids,
spermatozoa, Sertoli cells, peritubular myoid cells, Leydig cells, connective tissue, blood vessels,

inflammatory infiltrate, and tubular lumen.

2.3.  Immunohistochemistry

We evaluated cell proliferation in testis samples (n = 6 per group) that were fixed in 4%
paraformaldehyde, embedded in paraffin, and then processed as previously described (Ribeiro et
al., 2021). Endogenous peroxidase was blocked for 30 min at room temperature with 3% H.O>
diluted in phosphate-buffered saline. The antigens were retrieved using 10 mM citrate buffer (pH

6.0) for 20 min at 95 °C and blocked with 2% bovine serum albumin at room temperature for 45
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min. Then, the sections were incubated overnight with primary monoclonal anti-proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) antibody at 1:100 dilution in a humidity chamber at 4 °C. After that, they
were then subjected to the secondary linking system with horseradish peroxidase (HRP) (Dako
EnVision + Dual Link System-HRP, kit K4063 Dako, USA), visualized with 3,3'-
Diaminobenzidine (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), rinsed in PBS for 10 min, and
counterstained with hematoxylin. Finally, the sections were counterstained with hematoxylin. One
section was not treated with the primary antibody and was used as the negative control. PCNA-
positive reactions were quantified at a magnification of 400x in five longitudinal sections chosen
from six random males in each treatment group (n = 30 fields per treatment). Aund, Aditf, B, Sertoli,
and Leydig cells were examined for proliferation (PCNA-positive). The percentage of PCNA-
positive cells were calculated considering the ratio of the positive and non-positive cells for each
type.

We determined the levels of IGF1, IGF2, IGF1R, and inducible NOS (iNOS) protein expression
in testis samples (n = 6 per group) using primary antibodies (Table 2) as previously described for
PCNA. Posteriorly, five images (400x magnification) chosen at random from six males in each
treatment group (n = 30 per group) were analyzed using the Fiji/lmage J software
(https://imagej.net/Fiji/Downloads) to determine the optical density of the DAB staining (Color
Deconvolution 1.7 plugin, vector H DAB). The optical density (OD) was calculated for each image

using the formula OD = log (max intensity/mean intensity).

Table 2. Primary antibodies and dilution used in immunohistochemistry

Primary antibody Origin Number Dilution
Monoclonal anti-PCNA  Sigma-Aldrich P8825 1:100
Policlonal anti-IGF1 Santa Cruz Biotechnology Sc-9013 1:100
Policlonal Anti-IGF2 Santa Cruz Biotechnology Sc-5622 1:100
Policlonal Anti-IGF1R Santa Cruz Biotechnology Sc-713 1:100
Policlonal Anti-INOS Sigma-Aldrich SAB4502012 1:150

(PCNA) proliferating cell nuclear antigen, (IGF) insulin-like growth factor (iNOS) inducible nitric oxide

synthase
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2.4.  Insitu terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling assay

We determined the percentage of cell death in testis samples (n = 6 per group) using a
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) in situ kit (TdT-FragEL DNA Fragmentation Kit,
Calbiochem, USA) according to the manufacturer’s instructions. First, the slides were
deparaffinized in xylene and washed in running water for 10 min. Then, the samples were
incubated for 20 min with 20 pg/mL proteinase K for antigen retrieval and 3% H20- for to inhibit
endogenous peroxidase. Next, the sections were incubated with terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) enzyme for 1 h at 37 °C, followed by incubation with anti-digoxigenin
conjugated with peroxidase for 30 min. The peroxidase reaction was revealed using DAB, and the
slides were counterstained with hematoxylin. One slide was not treated with TdT and was used as
a negative control. We quantified the TUNEL-positive cells in five longitudinal images (400x
magnification) chosen at random from six males in each treatment group (n = 30 per group). The
percentage of cell death was determined from the percentage of TUNEL-positive cells according

to the total number of cells for each type.

2.5. ELISA assay

Fish testis samples were used to determine the testicular concentration of 11-ketotestosterone
(11-KT) and E2 (n = 6 per group). Briefly, the samples were collected and frozen at —80 °C prior
to homogenization in extraction buffer (50 mM Tris-HCI [pH 8.0] with 0.002% aprotinin and 1
mM phenylmethylsulfonyl fluoride). Then, the extracts were centrifuged at 15,000 xg for 60 min
at 4 °C. The supernatants were collected for use with commercial ELISA kits (Cayman Chemical,
Ann Arbor). The detection limit for 11-KT and E2 were 1.3 and 6.6 pg/mL, respectively. The
absorbance was measured at 405 nm using a microplate reader (BioTek Instruments, USA). All

samples were analyzed in duplicate, according to the manufacturer’s instructions.

2.6.  Quantification of nitric oxide

We determined the concentration of NO indirectly by measuring nitrite (NO2) production
following the Griess reaction. The samples were collected and prepared in the same manner as for
the ELISA assay. Then, we mixed 100 uL of supernatant with Griess reagent (1% sulfanilamide,
0.1% N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride, and 5% phosphoric acid) and incubated the

mixture in the dark at room temperature for 10 min. The absorbance was measured at 540 nm in
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duplicate using a microplate reader and the NO2 concentrations of the samples were determined

using a standard curve of sodium nitrite (NaNO).

2.7.  Computer-assisted sperm analysis

Semen samples (n = 5 per group) were obtained after mild massage of dissected testis and kept
in Hanks balanced salt solution at a ratio of 1:50 w/v. After 10 min, samples were activated with
distilled water in a Makler chamber and analyzed in duplicate at 20, 30, 40, 50, and 60 s using the
computer-assisted sperm analysis system (CASA), with a contrast microscope coupled with Sperm
Class Analyzer v4.0 software (Microptic S.L., Spain). The following parameters of semen quality
were analyzed: sperm total motility (%), progressive motility (%), nonprogressive motility (%),

curvilinear velocity (VCL, pum/s), and the beat-cross frequency (BCF, Hz).

2.8.  Statistical analysis

We used GraphPad Prism 6.0 software for all statistical analyses and graphs. Shapiro-Wilk test
was used to verify the normality of the data. Non-parametric data, including morphometry,
biological indices, steroid concentrations, cell proliferation, cell death, protein expressions, and
semen quality parameters, were analyzed by the Kruskal-Wallis test followed by Dunn test.
Parametric data such as testicular morphometry and NO2 concentrations, were analyzed by one-
way ANOVA followed by Tukey test. The groups exposed to E1 were compared with the Control
groups, and data were expressed as mean + standard error. P values < 0.05 were considered
statistically significant. There was no significative difference between the control and EtOH

groups.

3. Results
3.1.  Morphometric data, biological indices, and sex steroid levels

The TL, BW, and K values ranged from 3-4 cm, 0.5-0.7 g, and 0.8-1.2, respectively, with no
statistical differences among the groups (p > 0.05). GSI values were statistically lower in fish at
E1 concentrations of 200 ng/L and 2000 ng/L when compared with the control group (p < 0.05)
(Fig. 1A). The testicular concentrations of 11-KT were dramatically reduced in all groups exposed
to E1 (p < 0.05) (Fig. 1B). On the other hand, the testicular concentrations of E2 were significantly
increased in all groups exposed to E1 (p < 0.01) (Fig. 1C).
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Fig. 1. Gonadosomatic index and testicular concentrations of sex steroids in Danio rerio after

exposure to estrone (E1) for 49 days. Values represent mean = SEM, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p

< 0.001.

3.2.  Morphometry of the testicular cells

We observed an increase in Aung proportion in all groups exposed to E1 when compared with
the control group in cells in the spermatogonial phase (p < 0.01) (Fig. 2A). The proportion of Agitf
was significantly increased in the 200 and 2000 ng/L E1 groups (p < 0.001) and in B spermatogonia
in the 2000 ng/L E1 group only (p < 0.001) (Fig. 2A). In the meiotic phase, the proportion of C1
was higher in the 20 ng/L and lower in the 200 ng/L E1 groups (p < 0.01), while the proportion of
C2 was statistically higher in the 200 ng/L E1 group only (p < 0.05) (Fig. 2A). In the spermiogenic
phase, we observed an increase in the proportion of spermatids in the 20 ng/L E1 group only (p <
0.001) and a dramatic reduction in the proportion of spermatozoa in all groups exposed to E1 (p <
0.001) (Fig. 2A). Sertoli cells were statistically increased in all E1 groups (p < 0.001), and Leydig
cells showed higher proportions in the 20 ng/L and 200 ng/L E1 groups (p < 0.05) (Fig. 2A). The
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proportion of connective tissue was statistically higher all groups exposed to E1 (p < 0.001) (Fig.
2A). There was no difference in the proportion of peritubular myoid cells among groups (p > 0.05),
but the proportions of blood vessels and inflammatory infiltrate were statistically higher in the 200
and 2000 ng/L E1 groups when compared with the control group (p < 0.05) (Fig. 2A). The
proportion of tubular lumen was statistically decreased all groups exposed to E1 (p < 0.01) (Fig.
2A). A

na (%)
Aaitr (%)
H
B (%)

Ay

(%)

Leydig (%)

Peritubular myoid
cells
°
9

o
—
I

Z(%)
o 3
H
H
Sertoli (%)

Fig. 2. Effects of exposure to estrone (E1) for 49 days during spermatogenesis in Danio rerio.
(A) Proportion of testicular components and (B) histological sections of the germinative
epithelium: Type A undifferentiated spermatogonia (Aund), type A differentiated spermatogonia
(Adiff), type B spermatogonia (B), primary spermatocytes (C1), secondary spermatocytes (C2),
spermatids (T), spermatozoa (Z), Sertoli (arrowhead), Leydig (L) and peritubular myoid cells
(arrow), connective tissue, blood vessels (BV), inflammatory infiltrate (IF) and tubular lumen.
Values represent mean = SEM, *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001. Scale bar: 50 pm.
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3.3.  Cell proliferation, apoptosis, and immunohistochemistry for IGF

There were no PCNA-positive Sertoli cells in any of the treated groups, and only a small number
on the control and EtOH groups (Fig. S1). We observed a significant increase in PCNA-positive
Auife spermatogonia in the proliferative phase in all E1-exposure groups (p < 0.001) but no
statistical difference among groups for Auwd and B spermatogonia (p > 0.05) (Fig 3A). TUNEL-
positive reactions were found in the Sertoli cells, Aung, Adit, C1 and T, with few significant

variations among groups (Fig. 3B, and S1).

150 Sertoli Aung Agin B

1004 Akdk Rk kk R

PCNA-positive cells (%)
2

8- Sertoli Ayng Agin c1 T

TUNEL-positive cells (%)

Fig. 3. Testicular cell proliferation (PCNA immunoreaction) and apoptosis (TUNEL reaction) in
Danio rerio. Values represent mean £ SEM, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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IGF1, IGF2 and IGF1R immunostaining was observed in Sertoli cells, Leydig cells, and in all
germ cells, except for spermatozoa (Fig S2). Immunohistochemistry quantification of IGF1 and
IGF2 by optical density showed no statistical differences among groups (p > 0.05); however,
IGF1R was statistically higher in all groups exposed to E1 (p < 0.05) (Fig. 4).

1.20 IGF1 s IGF2 1.20- IGF1R
% 1.15 1.154 1.15
& T
2 1.10 T 1.10 ek
S T T 2E 1.10 T e T
2 L ok I = = T
O 105 1.054 1054 _ -
& \db og\v o‘g\’ ¢‘$V o @‘b og\\‘ o&v o‘g\’ & \db o‘s\’ o&’ <~°>V
& TN e ISR 2 SN & ¢ o e
NGRS o R o R
APNI o PAMINLGR o AN
< “ “ e

Fig. 4. Testicular expression of IGF1, IGF2 and IGF1R in Danio rerio. Values represent mean +
SEM, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

3.4.  Immunohistochemistry for iNOS and nitrite concentrations

Except for spermatozoa, iNOS immunostaining in all groups was observed in all germ cells
(Fig. 5). Leydig cells and inflammatory infiltrate showed an immunoreaction for iNOS in all
groups exposed to E1, but inflammatory infiltrate had no iNOS reaction in the control groups (Fig.
5). There were no iINOS immunoreaction of Sertoli cells in any of the groups (Fig. 5). The INOS
immunohistochemistry reaction quantification by optical density was statistically higher in the
2000 ng/L E1 group (p < 0.05) and showed an increasing trend in the 20 and 200 ng/L E1 groups
(Fig. 5). The nitrite concentration was statistically higher in the 200 and 2000 ng/L exposure
groups when compared with the control groups (p < 0.01) (Fig. 5).
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Fig. 5. Oxidative stress in Danio rerio testis after exposure to estrone (E1). Immunohistochemical
reactions, optical density of iNOS, and nitrite concentrations: Type A undifferentiated
spermatogonia (Aund), type A differentiated spermatogonia (Adiff), type B spermatogonia (B),
primary spermatocytes (C1), secondary spermatocytes (C2), spermatids (T), spermatozoa (Z) and
Sertoli cells (arrowhead). Values represent mean + SEM, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Scale bar: 50 um.
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3.5.  Sperm parameters

Spermatozoa total motility was statistically lower in the 20 ng/L exposure group at 50 and 60 s
after activation (p < 0.05) (Fig. 6A). The progressive motility was statistically lower in the 20 and
2000 ng/L E1 group at 50 and 60 s (p < 0.05) (Fig. 6B), while nonprogressive motility increased
in the 2000 ng/L E1 group 40 s after spermatozoa activation (p < 0.001) (Fig. 6C). VCL had a
statistical reduction in the 20 ng/L E1 group at 60 s and the 2000 ng/L E1 group at 40, 50, and 60
s after spermatozoa activation (p < 0.05) (Fig. 6D). The BCF was statistically decreased in the 20
ng/L E1 group at 60 s after spermatozoa activation and in the 2000 ng/L E1 group at 50 and 60 s
after activation (p < 0.05) (Fig. 6E).
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Fig. 6. Sperm quality in Danio rerio after exposure to estrone (E1). Total (A), progressive (B) and
non-progressive (C) motility, curvilinear velocity (VCL, D) and beat-cross frequency (BCF, E).
Values represent mean + SEM, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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4. Discussion

The exposure of fish to pollutants that contaminate aquatic environments compromises fish
populations, an important source of protein in the human diet (Chan et al., 2019). This concern is
most relevant in developing countries due to uncontrolled populational expansion and weak
environmental legislation (FAO, 2020). Data on the effects of environmental estrogens,
particularly E1, are scarce. In this study, we investigated the effects of different E1 concentrations
on spermatogenesis and semen quality in zebrafish. This environmental estrogen is most frequently
detected in countries with a strong presence of livestock farming (Weber et al., 2017; Adeel et al.,
2017; Wang et al., 2015), and is also is the major postmenopausal estrogen.

Our study revealed that exposure to E1 in the 200 and 2000 ng/L groups reduced GSI, an
important parameter that evaluates the progression of gonadal maturation under normal
physiological conditions. Although several studies have reported that EDCs and other pollutants
tend to increase the K index in fish (Weber et al., 2017; Paschoalini et al., 2021), in our study, the
K index, which reflects the ratio between BW and TL, did not show statistical differences among
groups, probably because of the short-term exposure.

The increase in E2 testicular concentrations after E1 exposure was observed in all groups in our
study and showed similar results to those observed for fathead minnow (Pimephales promelas)
exposed to E1 (Ankley et al., 2017). The increase in E2 concentration is probably related to the
conversion of exogenous E1 to E2 by the enzyme 173-HSD (Ankley et al., 2017). In our study,
the reduction of testicular concentrations of 11-KT may be related to the increase in aromatase
(Cypl9al), an enzyme that converts testosterone into E2, or a decrease in Cypl7al expression,
leading to a reduction in the levels of androstenedione, a precursor of testosterone and 11-KT.
Interestingly, it has been reported that the exposure of zebrafish to nonylphenol, benzopyrene, and
ethinylestradiol stimulates aromatase activity, but exposure to E2 led to the reduction of Cypl7al
expression (Kazeto et al., 2004; Hinfray et al., 2013).

In addition to sex steroids, we found that E1 exposure led to changes in germ and somatic cells
in zebrafish testis. It has been reported that exposure to environmental estrogens alters the
proportion of spermatogenic cells (Weber et al., 2019; Prado et al., 2014). In our study, the increase
in E2 levels in all E1 groups was followed by an increase in spermatogonia and cell proliferation
(PCNA-positive reactions) in Agifr. In fact, studies have shown that estradiol leads to cell

proliferation in the testis and inhibits apoptosis in the spermatogonial phase (Schulster et al., 2016;
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Schulz et al., 2010). Although no proliferating Sertoli cells were observed in the treated groups in
our study, E1 exposure led to an increase in Sertoli cells in these groups. This could be explained
because Sertoli cell proliferation precedes the expansion of germ cell clones (Franca et al., 2015),
what led us to the hypothesis that E1 exposure stimulated the proliferation of these cells
somewhere during the experiment, to support the increased numbers of spermatogonia. In contrast,
11-KT mainly acts in the meiotic phase of spermatogenesis and spermiation induction (Schulz et
al., 2010). Thus, the reduction of 11-KT caused by E1 exposure leads to the accumulation of Adis
spermatogonia in all E1-exposed groups and can be related to alterations in spermatocytes and
spermatids in the 20 and 200 ng/L groups. It has been demonstrated that estrogenic compounds
can break spermatocyte DNA and delay the progression of the meiotic phase of spermatogenesis,
leading to an increase in spermatogonia and spermatocytes in testis (Giari et al., 2016; Liu et al.,
2013). An increase in TUNEL-positive spermatocytes was only observed in the 200 ng/L E1
group, indicating cell death by apoptosis. Furthermore, changes in sex steroids compromises
spermatogenesis progression as they regulate gene expression (Schulz et al., 2010), and the balance
between proliferation and cell death in the seminiferous epithelium (Ribeiro et al., 2021;
Paschoalini et al., 2021; Weber et al., 2019). Collectively, the alterations in germ cell proportions
caused by E1 lead to a decreased proportion of spermatozoa. Considering that spermatozoa are
responsible, in part, for testis weight (Stockley et al., 1997), the reduction in sperm production in
all E1 groups have contributed to decrease the GSI.

IGFs play an important role in spermatogenesis, including cell proliferation and
spermatogenesis progression (Moreira et al., 2020; Reinecke et al., 2010). It was reported that
IGFs are targets of endocrine disruptors, mainly environmental estrogens (Prado et al., 2014;
Reinecke et al., 2010). In our study, the protein expression of IGF1 and IGF2 remained unchanged
following exposure to E1, but IGF1R increased. The significant increase of IGF1R expression may
have been an additional stimulus for the proliferation of spermatogonia in the testicular epithelium.
This may be related to the increased efficiency of the proliferation mediated by IGFs, since there
is a greater number of receptors they can bind and activate. In fact, the proliferative and anti-
apoptotic effects of IGF1R had already been observed in fish (Schlueter et al., 2007). Although it
was not the objective of our study, another member of IGF family, IGF3, could be a target of E1
exposure, since this molecule plays a key role in fish testis (Nébrega et al., 2015), and has been

reported as correlated with spermatogonial proliferation and differentiation (Li et al., 2020).
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The effects of E1 exposure on spermatogenesis in the 200 and 2000 ng/L E1 groups may be
related to the increase in NO in zebrafish testis. Although the increase in testicular INOS was only
statistically significant in the 2000 ng/L E1 group, a rising trend was observed in all E1 groups
according to the concentration. It has already been reported that increases in NO lead to the
inhibition of testosterone in Leydig cells in fish (Lal & Dubey, 2013). Along with the effects
caused by the increase of E1 and E2, this could be another pathway to the testicular endocrine
disruption after the E1 exposure, since Leydig cells are a major source of sex steroids.
Additionally, oxidative stress caused by NO is responsible for disturbance and oxidative in testis
(Turner & Lysiak, 2008; Sabeti et al., 2016).

Exposure to environmental estrogens and xenobiotics affects semen quality (Bautista et al.,
2018; Chen et al., 2017). In our study, E1 exposure affected several semen parameters in the 20
and 2000 ng/L E1 groups. Although the quality of the semen is mainly affected by heavy metals
and pesticides, exposure to estrogens also leads to deleterious effects on spermatozoa (Gallego &
Asturiano, 2019). Spermatozoa motility was significantly reduced after BPA exposure in goldfish
(Carassius auratus) and estrogen exposure in pejerrey (Odontesthes bonariensis) (Hatef et al.,
2012; Garriz et al., 2015). In our study, the deleterious effects of E1 exposure over testicular
epithelium and the decrease of 11-KT may have affected energetic metabolism and structure of
spermatozoa, contributing to the reduction of total and progressive motility, VCL and BCF.
Although not evaluated in our study, intracellular ATP consumption and plasma membrane
damage caused by environmental contaminants are known to affect spermatozoa (Hatef et al.,
2013). Our results indicate that E1 exposure negatively affects spermatozoa function and
assessments using the CASA system are an important tool for studying the effects of xenobiotics

over fish sperm.

5. Conclusion

Our results show that E1 causes deleterious effects on testicular function in zebrafish. Changes
in sex steroids are followed by alterations in proliferation, cell death, and the proportion of
testicular cells. E1 exposure also modifies signaling pathways of IGFs and NO, contributing
negatively to spermatogenesis progression, which is reflected in the reduction and quality of
spermatozoa. Considering that the effects were observed at environmentally relevant

concentrations, our results indicate that E1 must be classified as an emerging contaminant capable
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of affecting the reproductive physiology of males and consequently the sustainability of fish

populations, and its concentrations should be monitored in water bodies.

Author contributions

YMR: conceptualization, methodology, data curation, formal analysis, writing, review &
editing, DPM, AAW and TGRM: methodology, data curation; ER: conceptualization, supervision,
funding acquisition, writing, review & editing. All authors performed data interpretation.

Declaration of competing interest
The authors declare that there is no conflict of interest that could have influenced the work

reported in this paper.

Acknowledgements

The authors would like to thank Enago (www.enago.com) for the English language review.

References

Adamek, A., Kasprzak, A., 2018. Insulin-Like Growth Factor (IGF) System in Liver Diseases.
IJMS 19, 1308. https://doi.org/10.3390/ijms19051308

Adeel, M., Song, X., Wang, Y., Francis, D., Yang, Y., 2017. Environmental impact of estrogens
on human, animal and plant life: A critical review. Environment International 99, 107-1109.
https://doi.org/10.1016/j.envint.2016.12.010

Andaluri, G., Suri, R.P.S., Kumar, K., 2012. Occurrence of estrogen hormones in biosolids, animal
manure and mushroom compost. Environ Monit Assess 184, 1197-1205.
https://doi.org/10.1007/s10661-011-2032-8

Ankley, G.T., Feifarek, D., Blackwell, B., Cavallin, J.E., Jensen, K.M., Kahl, M.D., Poole, S.,
Randolph, E., Saari, T., Villeneuve, D.L., 2017. Re-evaluating the Significance of Estrone as
an  Environmental  Estrogen.  Environ.  Sci.  Technol. 51, 4705-4713.
https://doi.org/10.1021/acs.est.7b00606

Bautista, F.E.A., Varela Junior, A.S., Corcini, C.D., Acosta, I.B., Caldas, S.S., Primel, E.G.,
Zanette, J., 2018. The herbicide atrazine affects sperm quality and the expression of
antioxidant and spermatogenesis genes in zebrafish testes. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology = 206-207, 17-22.
https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2018.02.003

Breves, J.P., Duffy, T.A., Einarsdottir, I.E., Bjornsson, B.T., McCormick, S.D., 2018. In vivo
effects of 17a-ethinylestradiol, 17B-estradiol and 4-nonylphenol on insulin-like growth-factor
binding proteins (igfbps) in Atlantic salmon. Aquatic Toxicology 203, 28-39.
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2018.07.018



O©CO~NOOOTA~AWNPE

600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644

21

Chan, C.Y., Tran, N., Pethiyagoda, S., Crissman, C.C., Sulser, T.B., Phillips, M.J., 2019. Prospects
and challenges of fish for food security in Africa. Global Food Security 20, 17-25.
https://doi.org/10.1016/j.gfs.2018.12.002

Chen, J., Saili, K.S,, Liu, Y., Li, L., Zhao, Y., Jia, Y., Bai, C., Tanguay, R.L., Dong, Q., Huang,
C., 2017. Developmental bisphenol A exposure impairs sperm function and reproduction in
zebrafish. Chemosphere 169, 262—-270. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.11.089

Choudhury, M.G., Saha, N., 2016. Induction of Inducible Nitric Oxide Synthase by
Lipopolysaccharide and the Influences of Cell Volume Changes, Stress Hormones and
Oxidative Stress on Nitric Oxide Efflux from the Perfused Liver of Air-Breathing Catfish,
Heteropneustes fossilis. PLoS ONE 11, e0150469.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0150469

Chu, L., Li, J., Liu, Y., Cheng, C.H.K., 2015. Gonadotropin Signaling in Zebrafish Ovary and
Testis Development: Insights From Gene Knockout Study. Molecular Endocrinology 29,
1743-1758. https://doi.org/10.1210/me.2015-1126

Comunidade Européia. Parlamento Europeu. Conselho da Unido Europeia. Directiva 2008/105/CE
de 16 de Dezembro de 2008, relativa a normas de qualidade ambiental no dominio da politica
da agua.

CONAMA 357, 2005. Classificacdo de aguas, doces, salobras e salinas do Territorio Nacional.

Delsouc, M.B., Della Vedova, M.C., Ramirez, D., Delgado, S.M., Casais, M., 2018. The
production of nitric oxide in the coeliac ganglion modulates the effect of cholinergic
neurotransmission on the rat ovary during the preovulatory period. Nitric Oxide 75, 85-94.
https://doi.org/10.1016/j.niox.2018.02.010

Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2020. The State of World Fisheries and
Aquaculture 2020. https://doi.org/10.4060/ca9229%n

Forstermann, U., Sessa, W.C., 2012. Nitric oxide synthases: regulation and function. European
Heart Journal 33, 829-837. https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehr304

Franca, L.R., Nobrega, R.H., Morais, R.D.V.S., De Castro Assis, L.H., Schulz, R.W., 2015. Sertoli
cell structure and function in anamniote vertebrates, in: Sertoli Cell Biology. Elsevier, pp.
385-407. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-417047-6.00013-2

Gallego, V., Asturiano, J.F., 2019. Fish sperm motility assessment as a tool for aquaculture
research: a historical approach. Rev Aquacult 11, 697-724. https://doi.org/10.1111/rag.12253

Garriz, A., Menéndez-Helman, R.J., Miranda, L.A., 2015. Effects of estradiol and ethinylestradiol
on sperm quality, fertilization, and embryo—larval survival of pejerrey fish (Odontesthes
bonariensis). Aquatic Toxicology 167, 191-199.
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2015.08.011

Giari, L., Vincenzi, F., Badini, S., Guerranti, C., Dezfuli, B.S., Fano, E.A., Castaldelli, G., 2016.
Common carp Cyprinus carpio responses to sub-chronic exposure to perfluorooctanoic acid.
Environ Sci Pollut Res 23, 15321-15330. https://doi.org/10.1007/s11356-016-6706-1

Grazul-Bilska, A.T., Navanukraw, C., Johnson, M.L., Arnold, D.A., Reynolds, L.P., Redmer,
D.A., 2006. Expression of endothelial nitric oxide synthase in the ovine ovary throughout the
estrous cycle. Reproduction 132, 579-587. https://doi.org/10.1530/REP-06-0009

Hatef, A., Alavi, S.M.H., Abdulfatah, A., Fontaine, P., Rodina, M., Linhart, O., 2012. Adverse
effects of bisphenol A on reproductive physiology in male goldfish at environmentally
relevant  concentrations. Ecotoxicology and Environmental Safety 76, 56-62.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2011.09.021



O©CO~NOOOTA~AWNPE

645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689

22

Hatef, A., Alavi, S.M.H., Golshan, M., Linhart, O., 2013. Toxicity of environmental contaminants
to fish spermatozoa function in vitro—A review. Aquatic Toxicology 140-141, 134-144.
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2013.05.016

Hinfray, N., N6brega, R.H., Caulier, M., Baudiffier, D., Maillot-Maréchal, E., Chadili, E., Palluel,
0., Porcher, J.-M., Schulz, R., Brion, F., 2013. Cypl17al and Cyp19al in the zebrafish testis
are differentially affected by oestradiol. Journal of Endocrinology 216, 375-388.
https://doi.org/10.1530/JOE-12-0509

Jackson, L.M., Klerks, P.L., 2019. Impact of Long-Term Exposure to 17a-Ethinylestradiol in the
Live-Bearing Fish Heterandria formosa. Arch Environ Contam Toxicol 77, 51-61.
https://doi.org/10.1007/s00244-019-00600-5

Kabir, E.R., Rahman, M.S., Rahman, I., 2015. A review on endocrine disruptors and their possible
impacts on human health. Environmental Toxicology and Pharmacology 40, 241-258.
https://doi.org/10.1016/j.etap.2015.06.009

Kazeto, Y., Place, A.R., Trant, J.M., 2004. Effects of endocrine disrupting chemicals on the
expression of CYP19 genes in zebrafish (Danio rerio) juveniles. Aquatic Toxicology 69, 25—
34. https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2004.04.008

Kidd, K.A., Blanchfield, P.J., Mills, K.H., Palace, V.P., Evans, R.E., Lazorchak, J.M., Flick, R.W.,
2007. Collapse of a fish population after exposure to a synthetic estrogen. Proceedings of the
National Academy of Sciences 104, 8897-8901. https://doi.org/10.1073/pnas.0609568104

La Merrill, M.A., Vandenberg, L.N., Smith, M.T., Goodson, W., Browne, P., Patisaul, H.B.,
Guyton, K.Z., Kortenkamp, A., Cogliano, V.J., Woodruff, T.J., Rieswijk, L., Sone, H.,
Korach, K.S., Gore, A.C., Zeise, L., Zoeller, R.T., 2020. Consensus on the key characteristics
of endocrine-disrupting chemicals as a basis for hazard identification. Nat Rev Endocrinol 16,
45-57. https://doi.org/10.1038/s41574-019-0273-8

Lafrance, P., Caron, E., 2013. Impact of recent manure applications on natural estrogen
concentrations in streams near agricultural fields. Environmental Research 126, 208-210.
https://doi.org/10.1016/j.envres.2013.05.008

Lal, B., Dubey, N., 2013. Existence of a nitric oxide synthase/nitric oxide system in fish testis and
its role in modulation of androgenesis. Fish Physiol Biochem 39, 65-69.
https://doi.org/10.1007/s10695-012-9648-7

Larsen, M.G., Bilberg, K., Baatrup, E., 2009. Reversibility of estrogenic sex changes in zebrafish
(Danio rerio). Environ Toxicol Chem 28, 1783. https://doi.org/10.1897/08-563.1

Li, M., Liu, X,, Dai, S., Xiao, H., Qi, S., Li, Y., Zheng, Q., Jie, M., Cheng, C.H.K., Wang, D.,
2020. Regulation of spermatogenesis and reproductive capacity by Igf3 in tilapia. Cell. Mol.
Life Sci. 77, 4921-4938. https://doi.org/10.1007/s00018-019-03439-0

Liu, C., Duan, W, Li, R., Xu, S., Zhang, L., Chen, C., He, M., Lu, Y., Wu, H., Pi, H., Luo, X,
Zhang, Y., Zhong, M., Yu, Z., Zhou, Z., 2013. Exposure to bisphenol A disrupts meiotic
progression during spermatogenesis in adult rats through estrogen-like activity. Cell Death
Dis 4, e676—€676. https://doi.org/10.1038/cddis.2013.203

Mikkelsen, R.B., Wardman, P., 2003. Biological chemistry of reactive oxygen and nitrogen and
radiation-induced signal transduction mechanisms. Oncogene 22, 5734-5754.
https://doi.org/10.1038/sj.0nc.1206663

Moreira, D.P., Melo, R.M.C., Weber, A.A., Rizzo, E., 2020. Insulin-like growth factors 1 and 2
are associated with testicular germ cell proliferation and apoptosis during fish reproduction.
Reprod. Fertil. Dev. 32, 988. https://doi.org/10.1071/RD20128



O©CO~NOOOTA~AWNPE

690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734

23

Murata, M., Kang, J.-H., 2018. Bisphenol A (BPA) and cell signaling pathways. Biotechnology
Advances 36, 311-327. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2017.12.002

Nadal, A., Fuentes, E., Ripoll, C., Villar-Pazos, S., Castellano-Mufioz, M., Soriano, S., Martinez-
Pinna, J., Quesada, I., Alonso-Magdalena, P., 2018. Extranuclear-initiated estrogenic actions
of endocrine disrupting chemicals: Is there toxicology beyond paracelsus? The Journal of
Steroid Biochemistry and Molecular Biology 176, 16-22.
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2017.01.014

Neirijnck, Papaioannou, Nef, 2019. The Insulin/IGF System in Mammalian Sexual Development
and Reproduction. IJMS 20, 4440. https://doi.org/10.3390/ijms20184440

Nevzati, E., Shafighi, M., Bakhtian, K.D., Treiber, H., Fandino, J., Fathi, A.R., 2015. Estrogen
Induces Nitric Oxide Production Via Nitric Oxide Synthase Activation in Endothelial Cells,
in: Fandino, J., Marbacher, S., Fathi, A.-R., Muroi, C., Keller, E. (Eds.), Neurovascular Events
After Subarachnoid Hemorrhage. Springer International Publishing, Cham, pp. 141-145.
https://doi.org/10.1007/978-3-319-04981-6_24

Nobrega, R.H., Morais, R.D.V. de S., Crespo, D., de Waal, P.P., de Franga, L.R., Schulz, R.W.,
Bogerd, J., 2015. Fsh Stimulates Spermatogonial Proliferation and Differentiation in
Zebrafish via 1gf3. Endocrinology 156, 3804—-3817. https://doi.org/10.1210/en.2015-1157

Paschoalini, A.L., Savassi, L.A., Weber, A.A., Moreira, D.P., Ribeiro, Y.M., Rizzo, E., Bazzoli,
N., 2021. Evaluation of the oestrogenic potential of oestrone and bisphenol-A on the
reproduction of Astyanax bimaculatus males after subacute exposure. Fish Physiol Biochem
47, 797-810. https://doi.org/10.1007/s10695-021-00938-5

Pillerova, M., Borbélyova, V., Hodosy, J., Riljak, V., Renczés, E., Frick, K.M., Tothova, L., 2021.
On the role of sex steroids in biological functions by classical and non-classical pathways. An
update. Frontiers in Neuroendocrinology 62, 100926.
https://doi.org/10.1016/j.yfrne.2021.100926

Prado, P.S., Pinheiro, A.P.B., Bazzoli, N., Rizzo, E., 2014. Reproductive biomarkers responses
induced by xenoestrogens in the characid fish Astyanax fasciatus inhabiting a South American
reservoir: An integrated field and laboratory approach. Environmental Research 131, 165—
173. https://doi.org/10.1016/j.envres.2014.03.002

Ray, P., Zhao, Z., Knowlton, K.F., 2013. Emerging contaminants in livestock manure: hormones,
antibiotics and antibiotic resistance genes., in: Kebreab, E. (Ed.), Sustainable Animal
Agriculture. CABI, Wallingford, pp. 268-283. https://doi.org/10.1079/9781780640426.0268

Reinecke, M., 2010. Insulin-like Growth Factors and Fish Reproduction. Biology of Reproduction
82, 656-661. https://doi.org/10.1095/biolreprod.109.080093

Ribeiro, Y.M., Weber, A.A., Paschoalini, A.L., Moreira, D.P., Sales, C.F., Almeida, T.V.P. de,
Neres, M.A., Bazzoli, N., Rizzo, E., 2021. Biomarker responses induced by bisphenol A on
spermatogenesis in a Neotropical teleost fish are temperature-dependent. Ecotoxicology and
Environmental Safety 224, 112670. https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2021.112670

Rutherford, R., Lister, A., Bosker, T., Blewett, T., Gillio Meina, E., Chehade, I., Kanagasabesan,
T., MacLatchy, D., 2020. Mummichog (Fundulus heteroclitus) are less sensitive to 17a-
ethinylestradiol (EE2) than other common model teleosts: A comparative review of
reproductive  effects. General and Comparative Endocrinology 289, 113378.
https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2019.113378

Sabeti, P., Pourmasumi, S., Rahiminia, T., Akyash, F., Talebi, A.R., 2016. Etiologies of sperm
oxidative stress. Int J Reprod Biomed 14, 231-240.



O©CO~NOOOTA~AWNPE

735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
777

24

Schlueter, P.J., Peng, G., Westerfield, M., Duan, C., 2007. Insulin-like growth factor signaling
regulates zebrafish embryonic growth and development by promoting cell survival and cell
cycle progression. Cell Death Differ 14, 1095-1105. https://doi.org/10.1038/sj.cdd.4402109

Schulster, M., Bernie, A., Ramasamy, R., 2016. The role of estradiol in male reproductive function.
Asian J Androl 18, 435. https://doi.org/10.4103/1008-682X.173932

Schulz, R.\W., de Franca, L.R., Lareyre, J.-J., LeGac, F., Chiarini-Garcia, H., Nobrega, R.H.,
Miura, T., 2010. Spermatogenesis in fish. General and Comparative Endocrinology 165, 390—
411. https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2009.02.013

Shved, N., Berishvili, G., Baroiller, J.-F., Segner, H., Reinecke, M., 2008. Environmentally
Relevant Concentrations of 17a-Ethinylestradiol (EE2) Interfere With the Growth Hormone
(GH)/Insulin-Like Growth Factor (IGF)-I System in Developing Bony Fish. Toxicological
Sciences 106, 93-102. https://doi.org/10.1093/toxsci/kfn150

Singh, V.K., Lal, B., 2017. Nitric oxide (NO) stimulates steroidogenesis and folliculogenesis in
fish. Reproduction 153, 133-146. https://doi.org/10.1530/REP-16-0482

Stockley, P., Gage, M.J.G., Parker, G.A., Mgller, A.P., 1997. Sperm Competition in Fishes: The
Evolution of Testis Size and Ejaculate Characteristics. The American Naturalist 149, 933—
954. https://doi.org/10.1086/286031

Turner, T.T., Lysiak, J.J., 2008. Oxidative Stress: A Common Factor in Testicular Dysfunction.
Journal of Andrology 29, 488-498. https://doi.org/10.2164/jandrol.108.005132

Uribe, M.C., Grier, H.J., Mejia-Roa, V., 2014. Comparative testicular structure and
spermatogenesis in bony fishes. Spermatogenesis 4, €983400.
https://doi.org/10.4161/21565562.2014.983400

USEPA, 2002. National Recommended Water Quality Criteria: 2002.

Vo, D.-K.H., Hartig, R., Weinert, S., Haybaeck, J., Nass, N., 2019. G-Protein-Coupled Estrogen
Receptor (GPER)-Specific Agonist G1 Induces ER Stress Leading to Cell Death in MCF-7
Cells. Biomolecules 9, 503. https://doi.org/10.3390/biom9090503

Wang, Y., Wang, Q., Hu, L., Lu, G, Li, Y., 2015. Occurrence of estrogens in water, sediment and
biota and their ecological risk in Northern Taihu Lake in China. Environ Geochem Health 37,
147-156. https://doi.org/10.1007/s10653-014-9637-0

Weber, A.A., Moreira, D.P., Melo, R.M.C., Ribeiro, Y.M., Bazzoli, N., Rizzo, E., 2019.
Environmental exposure to oestrogenic endocrine disruptors mixtures reflecting on gonadal
sex steroids and gametogenesis of the neotropical fish Astyanax rivularis. General and
Comparative Endocrinology 279, 99-108. https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2018.12.016

Weber, A.A., Moreira, D.P., Melo, R.M.C., Vieira, A.B.C., Prado, P.S., da Silva, M.A.N., Bazzoli,
N., Rizzo, E., 2017. Reproductive effects of oestrogenic endocrine disrupting chemicals in
Astyanax rivularis inhabiting headwaters of the Velhas River, Brazil. Science of The Total
Environment 592, 693-703. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2017.02.181

Werner, H., Adamo, M., Roberts, C.T., Eroith, D.L., 1994. Molecular and Cellular Aspects of
Insulin-like Growth Factor Action, in: Vitamins & Hormones. Elsevier, pp. 1-58.
https://doi.org/10.1016/S0083-6729(08)60495-1

Xia, Y., Krukoff, T.L., 2004. Estrogen Induces Nitric Oxide Production via Activation of
Constitutive Nitric Oxide Synthases in Human Neuroblastoma Cells. Endocrinology 145,
4550-4557. https://doi.org/10.1210/en.2004-0327



Graphical abstract Click here to access/download;Figure;Graphical Abstract.tif

E2 11-KT
IGF1R sperm production
INOS - nitrite and quality



https://www.editorialmanager.com/etap/download.aspx?id=515191&guid=d8596fe0-a021-445d-9f2d-b2da394bb064&scheme=1
https://www.editorialmanager.com/etap/download.aspx?id=515191&guid=d8596fe0-a021-445d-9f2d-b2da394bb064&scheme=1

ethics committee approval

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Efeito de desreguladores enddcrinos na reproducao de peixes de agua doce",
protocolo do CEUA: 115/2020 sob a responsabilidade de Elizete Rizzo que envolve a produgéo, manutencédo e/ou
utilizac&o de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA

Click here to access/download;Table;certificado_ CEUA 115

2020.pdf

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 03/08/2020.

Vigéncia da Autorizagéo

03/08/2020 a 02/08/2025

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem Ecofish aquarios e lagos EIRELI
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio

N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem Ecofish aquarios e lagos EIRELI
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio

N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem Ecofish aquarios e lagos EIRELI

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem Ecofish aquarios e lagos EIRELI
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio

N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem Ecofish aquarios e lagos EIRELI

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade

5g / 90(dias)

|14

1/4


https://www.editorialmanager.com/etap/download.aspx?id=515193&guid=4bfdb297-1162-49d8-8d89-f2edc9abc561&scheme=1
https://www.editorialmanager.com/etap/download.aspx?id=515193&guid=4bfdb297-1162-49d8-8d89-f2edc9abc561&scheme=1

Sexo indiferente

Origem Ecofish aquérios e lagos EIRELI
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio

N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem Ecofish aquarios e lagos EIRELI

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem Ecofish aquarios e lagos EIRELI
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio
N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem FO Controle
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio
N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem FO ACE
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio
N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem FO BPA
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio
N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem FO E1
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio
N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem FO Controle - Duplicata
*Espécie/linhagem Peixe / Danio rerio
N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem FO ACE - Duplicata

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais 16

Peso/ldade 5g / 90(dias)

Sexo indiferente

Origem FO BPA - Duplicata

2/4



*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade 5g / 90(dias)
Sexo indiferente
Origem FO E1 - Duplicata

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade 1g/ 1(dias)
Sexo indiferente
Origem F1 Controle

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade 1g/ 1(dias)
Sexo indiferente
Origem F1 ACE

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade 1g/ 1(dias)
Sexo indiferente
Origem F1 BPA

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade 1g/ 1(dias)
Sexo indiferente
Origem F1E1

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade 1g/ 1(dias)
Sexo indiferente
Origem F1 Controle - Duplicata

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade 1g/ 1(dias)
Sexo indiferente
Origem F1 ACE - Duplicata

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade 1g/ 1(dias)
Sexo indiferente
Origem F1 BPA - Duplicata

*Espécie/linhagem

Peixe / Danio rerio

N° de animais

16

Peso/ldade 1g/ 1(dias)
Sexo indiferente
Origem F1 E1 - Duplicata

Consideracdes posteriores:

3/4



Validade: 03/08/2020 & 02/08/2025.

03/08/2020 Aprovado na reunido “on line” do dia 03/08/2020.

Belo Horizonte, 17/09/2021.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmag.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br

4/4


https://www.ufmg.br/bioetica/ceua
http://www.tcpdf.org

Figure S1

E1 20 ng/L

E1 2000 ng/L

Fig. S1. Immunohistochemistry for PCNA and TUNEL reaction: Type A undifferentiated
spermatogonia (Aund), type A differentiated spermatogonia (Adiff), type B spermatogonia
(B), primary spermatocytes (C1), secondary spermatocytes (C2), spermatids (T), Sertoli
(arrowhead). Scale bar: 50 um.



Figure S2

E1 20 ng/L

E1 200 ng/L

E12000 ng/L

Fig. S2. Immunohistochemistry for IGF1, IGF2 and IGF1R in testis from Danio rerio.
Type A undifferentiated spermatogonia (Aund), type A differentiated spermatogonia
(Auiff), type B spermatogonia (B), primary spermatocytes (C1), secondary spermatocytes
(C2), spermatids (T), spermatozoa (Z) and Sertoli cells (arrowhead). Scale bar: 50 pm.
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Resumo

A estrona € um dos principais estrogenos que atua no sistema reprodutor de vertebrados.
Apesar disso esse hormoénio contamina os corpos d"agua a partir da lixiviacdo das excretas
de animais de criacdo. No presente trabalho, analisamos os efeitos da exposicao a estrona em
concentracdes ambientalmente relevantes na ovogénese do zebrafish (Danio rerio). Para isto,
apos a exposicdo a estrona nas concentragdes de 20, 200 e 2000 ng/L por 49 dias, a ovogénese
do zebrafish foi analisada por meio de analises morfométricas e moleculares. Foram
analisadas a proporcdo (%) de componentes teciduais, dosagem de 11-ketotestosterona e
estradiol, proliferacdo e morte celular, expressao de IGF1, IGF2, IGF1R e iNOS e avaliada
a producdo de 6xido nitrico nos ovarios. Os resultados mostraram que a exposi¢do a estrona
foi responsavel por alterar a proporcdo das células germinativas e componentes somaticos
nos ovarios. Esses efeitos foram causados por alteracfes na via de sinalizacdo dos IGFs,
desbalanco da producdo de 17B-estradiol e aumento da producdo de 6xido nitrico. Como
consequéncia, a producdo de ovos foi reduzida em todos 0s grupos expostos a estrona e a
taxa de fertilizag&o foi significativamente menor nos grupos de 200 e 2000 ng/L de estrona.
Os resultados do presente estudo indicam que a estrona exerce efeitos deletérios sobre 0s
ovérios, afetando a gametogénese e reproducdo dos peixes mesmo nas concentracdes
encontradas no ambiente aquatico, e suas concentragdes nas aguas superficiais devem ser

monitoradas visando a conservacgédo dos peixes.

Palavras-chave: Toxicologia reprodutiva. Desregulacdo enddcrina. Estrogenos ambientais.
IGF. Oxido nitrico.
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1. Introducéo

A exposicdo dos vertebrados aos estrogenos ambientais compromete a atividade
reprodutiva deste grupo de organismos ao causar alteragdes na expressao génica gonadal, na
producdo de esteroides sexuais e reducdo ou perda da capacidade de gerar descendentes
(Nadal et al., 2018; Adeel et al., 2017). Apos serem absorvidos, os estrégenos se ligam aos
receptores de estrogeno alfa e beta (ERa/B) ou aos receptores de estrogenos acoplados a
proteina G (GPER) (Pillerové et al., 2021; Vo et al., 2019), e afetam vias de sinalizagdo
celular ao alterar a producéo, metabolismo e excre¢édo de diversos hormonios (La Merrill et
al., 2020; Kabir et al., 2015), sendo deste modo considerados desreguladores enddcrinos.
Considerando que os receptores de estrogeno sao expressos em varios tecidos e érgdos dos
vertebrados (Frank et al., 2014; Sanchez-Criado et al., 2004; Hess, 2003), a absorcdo de
estrogenos pode comprometer diversos processos fisioldgicos, dentre os quais podemos
destacar o reprodutivo (Nelson & Habibi, 2013, Adeel et al., 2017). Estudos recentes
demonstraram que a gametogénese e reproducdo dos peixes € comprometida apés a
exposicdo a estrégenos naturais e sintéticos (Pinto et al., 2014). A exposicdo a esses
compostos é responsavel por reduzir a fecundidade e fertilidade (Jackson e Klerks, 2019),
alterar a diferenciacdo sexual (Larsen et al., 2009) e a producdo de esterdides sexuais nos
peixes (Rutherford et al., 2020).

Nas fémeas de peixes, o inicio de cada ciclo reprodutivo € marcado por varias divisdes
mitoticas das ovogodnias, células tronco bipotenciais do epitélio germinativo ovariano
(Quagio-Grassiotto et al., 2011). Apds essa fase proliferativa, as ovogdnias entram em
meiose e se diferenciam em ovdcitos (Quagio-Grassiotto et al., 2011). Durante a progressao
da meiose, na fase cromatina nucléolo, os ovécitos estacionam na fase dipléteno da profase
| e apos isso se individualizam e junto das células da granulosa constituem o foliculo ovariano
(Quagio-Grassiotto et al., 2013). Em seguida, ocorre a producdo hepética de vitelogenina e
coreogenina estimulada pelo estradiol, que sdo acumuladas nos ovocitos, sendo precursores
do vitelo e das proteinas da zona radiata, respectivamente (Lubzens et al., 2010). As
gonadotrofinas produzidas pela pituitaria e os esterdides sexuais controlam a ovogénese, 0

crescimento e a maturacao dos foliculos ovarianos (Borella et al., 2020; Chu et al., 2015).
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Além destes hormonios, diversas outras moléculas podem influenciar a gametogénese
e a desova das fémeas, dentre eles os fatores de crescimento relacionados a insulina (IGFs) e
0 oxido nitrico (NO) (Breves et al., 2018; Prado et al., 2014; Reinecke, 2010; Shved, 2008).
Os IGFs desempenham um importante papel na gametogénese e reproducdo dos vertebrados,
devido a sua acdo paracrina/autdcrina nos ovarios e testiculos (Neirijnck et al., 2019). Nas
fémeas de peixes os IGFs sdo expressos nas células da granulosa, da teca e nos ovdcitos
(Reineke, 2010). Tanto o IGF1 como o 2 podem induzir a retomada da meiose e a quebra da
vesicula germinativa dos ovocitos, bem como responder a 17,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona
(DHP) (Reineke, 2010). O NO esta envolvido com processos ligados gametogénese e
maturacdo ovariana em peixes, como a foliculogénese e producdo de esterdides sexuais
(Singh & Lal, 2017). O NO é um mediador molecular produzido pela agdo das 6xido nitrico
sintases (NOS) e pode ter sua producdo induzida devido a estimulagcdo estrogénica nos
tecidos (Choudhury & Saha, 2016; Nevzati et al., 2015). Apesar de seu papel fisiologico, a
elevacdo da producdo local de compostos derivados do NO pode impactar negativamente o
funcionamento de diversos tecidos ao causar danos ao DNA e oxidacdo de proteinas e
lipideos (Forstermann & Sessa, 2012; Mikkelsen & Wardman, 2003). Os efeitos negativos
do NO sdo mediados principalmente pelo peroxinitrito (ONOO-), composto altamente

oxidante, originado da reacdo do NO com o &nion superdxido (O2-) (Luo et al., 2021).

A contaminacdo dos rios e lagos por estrogenos ambientais como a estrona (E1), 1783-
estradiol (E2) e o estriol (E3) oriundos de atividades como a pecuéria e efluentes das estacdes
de tratamento de esgoto ameaca a reproducdo dos peixes e consequentemente a
sustentabilidade de suas populacdes no meio ambiente (Adeel et al., 2017; Andaluri et al.,
2012). Embora, a E1 seja menos potente em relacdo os efeitos estrogénicos quando
comparada com outros estrogenos ambientais, esse composto pode ser um importante
desregulador enddcrino, devido a capacidade de ser prontamente convertida pelos tecidos
dos vertebrados em E2 pela enzima 17B-hidroxisteroide desidrogenase (17p-HSD)
(Goldstone et al., 2016; Tokarz et al., 2015). Considerando em particular a E1, que €
encontrada nos ambientes aquaticos em concentragdes que podem variar de 0,1 até 256,66
ng/L nas Américas e Europa (Weber et al., 2017; Petrie et al., 2015; Kolpin et al., 2002),
poucos estudos avaliaram seus efeitos deste estrogeno ambiental na ovogénese e desova dos

peixes. Deste modo, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da exposi¢éo a E1
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em concentra¢fes ambientalmente relevantes na ovogénese e desova do zebrafish (Danio
rerio). Os limites maximos para a E1 e outros estrégenos ambientais como o E2 e E3 nos
ambientes aquéticos, ainda ndo foram definidos pelas leis ambientais na América do Norte e
Sul (CONAMA, 2005; USEPA, 2002).

2. Materiais e métodos
2.1. Delineamento experimental

Para realizacdo do estudo, foram utilizados 300 exemplares adultos do zebrafish
Danio rerio (wild-type), com 120 dias de vida, provenientes de um distribuidor local. Os
animais foram manuseados de acordo com o Guia para Experimentacdo Animal estabelecido
pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal (COBEA) e o projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica e Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo
CEUA 115/2020).

Os peixes foram aclimatados durante 15 dias em 2 tanques de 120 L em temperatura
entre 26 e 28°C, fotoperiodo 12L:12E, filtro biologico, aeradores e foram alimentados duas
vezes por dia com dieta comercial (Tetramin flakes, Germany). Em seguida, os peixes foram
sexados com base em caracteristicas morfoldgicas externas e transferidos para 10 aquarios
de 25 L na proporcdo macho/fémea de 1:1. Durante a exposicdo, os filtros biol6gicos foram
removidos e foram realizadas trocas de 80% da agua dos aquarios a cada 2 dias, para manter
a amdnia, o pH e o oxigénio dissolvido em condicbes aceitaveis para 0s animais. Ao final da
aclimatagdo, os animais foram expostos durante 7 semanas (49 dias) a estrona (E1, Sigma-
Aldrich, USA) solubilizada em etanol absoluto 0.001% (v/v). Os peixes foram divididos em
5 tratamentos e a exposicao foi realizada em duplicata (2 aquérios/tratamento). Os grupos
tratados com estrona foram: E1 20 ng/L, E1 200 ng/L e E1 2000 ng/L. As concentracdes de
20 e 200 ng/L sdao ambientalmente relevantes e foram detectadas nas aguas superficiais
(Weber et al., 2017; Wang et al., 2015), e a concentracdo de 2000 ng/L é artificialmente alta.
Somente agua foi utilizada no grupo controle. No grupo EtOH foi adicionado etanol absoluto
na mesma concentracgéo utilizada nos grupos expostos a estrona (0.001% v/v). Considerando
a meia vida da estrona na agua de 3 a 4 dias (Adeel et al., 2017), e para manter as
concentracdes de amdnia controladas, foi realizada renovacao de 80% da &4gua dos aquarios

a cada 2 dias junto da reaplicacdo da estrona nos grupos tratados. As trocas de 4gua também
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foram realizadas nos grupos controle e o etanol absoluto reaplicado no grupo EtOH. De cada
fémea, os dados biométricos foram obtidos comprimento total (CT), peso corporal (PC) e
peso gonadal (PG), e os indices gonadossomatico (IGS=100 PG/PC) e fator de condicéo de
Fulton (K=100 PC/CT?) foram calculados.

Os parametros de qualidade da dgua foram monitorados semanalmente utilizando
termdmetro e Kits comerciais (LabconTest, Brasil) (Tabela 1). Ap0s a primeira e a terceira
semana de exposicdo, amostras de agua foram coletadas para quantificacdo das
concentragdes de estrona por cromatografia liquida de alta performance e espectrometria de
massas (HPLC/MS) conforme previamente padronizado (Weber et al., 2017) (Tabela 1). Para
isto, foram utilizados um cromatografo liquido Shimadzu HPLC 20A Prominence uv-vis,
com coluna C1g (250 mm, 4.6 mm, 2 mm — Kromasil) e um espectrometro de massa Maldi-
TOF/TOF Bruker Autoflex I1l. As amostras foram analisadas em duplicata e os limites de

deteccdo e quantificacdo foram 1,71 ng/L e 2,34 ng/L respectivamente.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos e concentracdes de estrona (E1) na agua.

Grupo Temperatura pH Oxigénio Amonia El
(°C) (mg/l) (mg/l) (ng/L)

Controle 28,18+0,22 6,53+0,08 6,50+0,14 0,006 +0,001 nd

EtOH 28,46+0,28 6,80+0,13 6,71+0,16 0,007 0,001 nd

E1 20 ng/L 2793+0,39 6,36+0,06 6,29+055 0,007+0,001 19,78+1,63
E1 200 ng/L 28,18+0,26  653+0,10 7,0/7+0,20 0,006+0,001 229,10+7,31

E12000ng/L 28,36 +0,13 6,50+0,08 6,79+0,21 0,006+0,001 1941,92+2,81

Valores expressam média + erro padrdo, nd = ndo detectado.

2.2. Morfometria

Para analise da gametogénese e maturacdo gonadal, amostras de ovarios dos
exemplares (n = 6/grupo) foram fixadas em liquido de Bouin durante 8 h, incluidas em
parafina, seccionadas com 5 pm de espessura e coradas com hematoxilina-eosina. Para
determinacdo da proporgcdo (%) dos componentes ovarianos, 5 seccOes transversais
escolhidas aleatoriamente de 6 fémeas de cada tratamento (30 campos/tratamento), foram
digitalizadas com ampliagdo de 200X usando o software Axio Vision E64 da Zeiss acoplado
a um microscoépio de luz. As imagens foram analisadas no software ImageJ utilizando uma

graticula de 540 pontos. De acordo com caracteristicas morfologicas (Quagio-Grassiotto et
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al., 2013; Bazzoli & Rizzo, 1990), as seguintes células germinativas e componentes
somaticos ovarianos foram quantificados: ovogénia (Oo), ovécito perinucleolar (PN),
ovacitos com alvéolos corticais (AC), ovdcitos vitelogénicos (V), foliculos pos-ovulatorios
(FPO), foliculos atrésicos (FA), tecido conjuntivo (componentes extracelulares), vasos
sanguineos, infiltrado (IF). As ovogonias (O1) e células foliculares foram quantificadas no
aumento de 400X em 5 seccdes transversais escolhidas aleatoriamente de 6 fémeas de cada

tratamento.

2.3. Imunohistoquimica para PCNA, IGF1, IGF2, IGF1R e iNOS

Amostras de ovarios (n =6/grupo) foram fixadas em paraformaldeido a 4%, incluidas
em parafina e seccionadas com 5 um de espessura. Para o bloqueio da peroxidase endogena,
as seccOes foram incubadas com H202 3% em tampéo fosfato-salina (PBS) por 30 min a
temperatura ambiente. Os cortes foram submetidos a reativacdo antigénica com tampéo
citrato 10mM pH 6 por 20 min a 95 °C. O bloqueio de ligacdes inespecificas foi feito com
albumina bovina a 2% em tamp&o PBS por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, 0s
cortes foram incubados com o anticorpo primario, em camara Uumida a 4 °C overnight
(Tabela 2). Para a revelacdo os cortes foram submetidos ao kit da Dakocytomation LSAB
(anticorpo secundario de cabra conjugado com biotina e estreptavidina conjugada com
peroxidase), corados com diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, USA) e contra-corados
com hematoxilina. Para o controle negativo, um dos cortes ndo recebeu o anticorpo primario.
A quantificacdo da imunomarcacdo por PCNA foi realizada em 5 seccdes transversais
escolhidas aleatoriamente de 6 machos de cada tratamento (30 campos/grupo) digitalizadas
com ampliacdo de 400X. Nos ovarios foram consideradas as seguintes celulas para
determinacdo do indice: células foliculares e ovogonias. A proliferacdo celular foi
determinada considerando-se a porcentagem de células PCNA-positivas em relacdo ao total

de células de cada tipo na secgdo.

Para avaliacdo da expressdo proteica de IGF1, IGF2, IGF1R e iNOS, 5 secgdes
transversais escolhidas aleatoriamente de 6 fémeas de cada tratamento (30 campos/grupo)
foram digitalizadas na ampliagdo de 400X. A partir do software Fiji/lmage J software
(https://imagej.net/Fiji/Downloads) a densitometria Optica das marcagdes de DAB foi

determinada (plugin Color Deconvolution 1.7, vetor H DAB). A densidade Optica foi
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calculada para cada imagem utilizando a seguinte formula DO = log (intensidade

maxima/intensidade media).

Tabela 2. Anticorpos primarios e dilui¢des utilizadas na imunohistoquimica

Anticorpo primario Fabricante Cadigo Diluicao
Monoclonal anti-PCNA Sigma-Aldrich P8825 1:100
Policlonal Anti-IGF1 Santa Cruz Biotechnology  Sc-9013 1:100
Policlonal Anti-IGF2 Santa Cruz Biotechnology  Sc-5622 1:100
Policlonal Anti-IGF1R Santa Cruz Biotechnology  Sc-713 1:100
Policlonal Anti-iNOS Sigma-Aldrich SAB4502012 1:150

2.4. Ensaio TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling assay)

Para avaliacdo da morte celular, amostras de ovarios (n =6/grupo) foram fixadas em
paraformaldeido a 4%, incluidas em parafina e seccionadas com 5 um de espessura e
submetidas a técnica de TUNEL in situ utilizando o kit QIA33 (TdT-FragEL DNA
fragmentation, Calbiochem, USA), seguindo o protocolo do fabricante e padronizacéo previa
(Ribeiro et al., 2021). As amostras foram desparafinizadas em xilol e lavadas em agua
corrente por 10 min para remogéo do fixador. Posteriormente, as amostras foram tratadas
com 20 pg/ml de proteinase K em tampéo fosfato salino (PBS) por 20 min e com agua
oxigenada 3% em PBS para inativacdo da peroxidase endogena. As sec¢bes foram entdo
incubadas com a enzima terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) por 1 h a 37 °C e
posteriormente, com anti-digoxigenina conjugado com peroxidase por 30 min. A reacdo da
peroxidase foi revelada com DAB e as secc¢des foram contra-coradas com hematoxilina. Para
controle negativo, uma das laminas ndo recebeu o tratamento com a enzima TdT. A
quantificacdo das células TUNEL-positivas foi realizada em 5 seccles transversais
escolhidas aleatoriamente de 6 fémeas de cada tratamento (30 campos/grupo) digitalizadas
com ampliacdo de 400X. A morte celular foi determinada a partir da porcentagem de células

TUNEL-positivas em relagdo ao nimero total de células em cada fase de desenvolvimento.
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2.5. Esteroides sexuais

Para a determinacdo das concentracOes de 11-ketotestosterona (11-KT) e 17pB-
estradiol (E2), amostras de ovarios (n=6/grupo) foram coletadas e congeladas a -80°C,
seguindo protocolo previamente estabelecido (Ribeiro et al., 2021). Posteriormente, as
amostras foram homogeneizadas em tampao de extracdo (50 mM Tris-HCI pH 8.0 0,002%
de aprotinina e 1 mM phenylmethylsulfonyl), os extratos foram vortexados e centrifugados
a 15000 g por 60 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados e submetidos a técnica de
ELISA utilizando kits comerciais (Cayman Chemical Company, Michigan, USA). O limite
de deteccdo dos testes para 11-KT e E2 foi de 1,3 e 6,6 pg/ml respectivamente. A absorbancia
foi medida em 405 nm usando um leitor de microplacas (BioTek Instruments, USA) e as

amostras foram dosadas em duplicata de acordo com instrucgdes do fabricante.

2.6 Quantificacéo de oxido nitrico

As concentracgdes de 6xido nitrico (NO) foram determinadas indiretamente a partir da
medida de nitrito (NO2) ap6s a reacdo de Griess (Zheng et al., 2015; Griess 1879). Amostras
de ovarios (n=6/grupo) foram coletadas e congeladas a -80°C. Posteriormente, essas amostras
foram homogeneizadas em tampdo de extracdo (50 mM Tris-HCI pH 8.0 0,002% de
aprotinina e 1 mM phenylmethylsulfonyl) e os extratos vortexados e centrifugados a 15000
g por 60 min a 4 °C. Em seguida, 100 uL de sobrenadante foi misturado com 100 pL do
reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0.1% dicloridrato de n-(1-naftil)etilenodiamina, 5%
acido fosforico) e a mistura foi incubada no escuro a temperatura ambiente por 10 min. A
absorbéancia foi medida usando um leitor de microplacas (BioTek Instruments, USA) em 540
nm. A partir das leituras da absorbancia das amostras e da curva padrdo de nitrito de sodio

(NaNO,), as concentracdes de nitrito foram determinadas.

2.7 Desova e taxa de fertilizacao

Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a desova e fertilizacdo dos ovos, em cada
aquario, foi colocada uma caixa coletora de ovos a cada 7 dias, que era recolhida no dia
seguinte pela manhd. Com o auxilio de um microscépio estereoscépio, 0 nimero de ovos
liberados foi contado, e a taxa de fertilizacdo (%) foi determinada a partir da propor¢éo dos
embrides no estagio de blastula (2-5h pos-fertilizacdo, Kimmel et al., 1995) em relacéo ao

ndmero total de ovos liberados.
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2.8. Andlises estatisticas

As analises estatisticas realizadas e os graficos obtidos no software GraphPad Prism
v.6. A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada utilizando-se o teste de Shapiro-
Wilk. Os dados biométricos e indices biolégicos, a morfometria dos ovarios, concentracfes
de esterodides sexuais, proliferacdo celular, morte celular, expressdo de IGF1, IGF2, IGF1R
e INOS, néo passaram no teste de normalidade e foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis seguido do pos-teste de Dunn. As concentraces de nitrito foram analisadas pela
Anova One-way seguido do pos-teste de Tukey. Os resultados dos grupos tratados foram
comparados com o grupo controle, e expressos como média + erro padrdo (EP) e a diferenca
entre as médias foi considerada significativa com p < 0,05. Ndo foram detectadas diferencas
significativas em nenhuma das variaveis analisadas quando comparados o grupo controle e

0 grupo etanol (EtOH).

3. Resultados

3.1. Parametros de qualidade da agua, parédmetros biométricos dos peixes e fator de
condigéo de Fulton (K)

Os parametros fisico-quimicos da dgua permaneceram nos limites adequados para o
cultivo da espécie, com temperatura da &gua variando entre 27 a 28,5 °C, pH de 6 a 7,
oxigénio dissolvido de 6 a 7,2 mg/L e ambnia menor do que de 0,01 mg/L. N&o foi detectada
estrona nos grupos controle e EtOH. As concentraces reais de estrona nos grupos tratados
E1 20, 200 e 2000 ng/L foram 19,78 ng/L, 229,10 ng/L e 1941,92 ng/L, respectivamente.
Em relagdo aos dados biométricos e fator de condi¢éo das fémeas do zebrafish, ndo foram
observadas diferencas significativas para os valores de CT (4,26 a 4,43 cm), PC (0,92 a1,08
g) e K (1,12 a 1,30) entre o grupo controle e os grupos tratados, p > 0,05.

3.2. Indice gonadossomatico e esterdides sexuais

Os valores de IGS do grupo E1 20 ng/L foram significativamente menores que 0
grupo controle (p < 0.05) (Fig. 1). As concentracdes de E2 apresentaram aumento
significativo nos grupos E1 20 ng/L e E1 200 ng/L (p <0.01 e p < 0.001). As concentragdes
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ovarianas de 11-KT ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos, embora uma

ligeira tendencia de aumento de 11-KT tenha sido observada nos grupos tratados (Fig. 1).
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Fig. 1 Indice gonadossomatico (IGS) e concentragdes de 17p-estradiol e 11-ketotestosterona em
ovarios de Danio rerio expostos a diferentes concentragdes de estrona durante 49 dias. Os dados
representam média * erro padrdo, n = 6 (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

3.3. Morfometria da gametogénese

Analises histoldgicas evidenciaram que todas as fémeas dos grupos controle e
expostos a estrona apresentavam ovarios em maturacdo com foliculos em diferentes fases de
desenvolvimento (Fig. 2A). Anélises morfométricas mostraram que a proporgao de foliculos
perinucleolares (PN), com vesiculas corticais (CV), vitelogénicos (V), foliculos pds-
ovulatérios (POF), tecido conjuntivo e vasos sanguineos nao apresentaram diferencas
significativas entre os grupos tratados e o controle (Fig. 2B). A proporcdo de células
foliculares foi significativamente menor nos grupos E1 20 ng/L e E1 200 ng/L se comparada
com o grupo controle (p < 0.05). A proporcéo de foliculos vitelogénicos atresicos (AF) dos
grupos expostos a E1 e a proporcao de infiltrado inflamatério (IF) foram significativamente
maiores nos grupos E1 200 ng/L e E1 2000 ng/L se comparadas com o controle (p < 0.01)
(Fig 2B).
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Fig. 2. A. Seccdes histolégicas de ovarios de Danio rerio expostos a estrona durante 49 dias.
Coloragdo com hematoxilina e eosina. Ovogonias (00), ovécitos perinucleolares (PN), ovocitos com
alvéolos corticais (AC), ovdcitos vitelogénicos (V), células foliculares (cabega de seta branca),
foliculos po6s-ovulatérios (FPO), foliculos atrésicos (FA) e infiltrado inflamatério (IF). Barra = 50
pum. B. Proporgdo de foliculos e componentes somaticos nos ovarios de Danio rerio nos grupos
controle, etanol, e expostos a estrona: E1 20, 200 e 2000 ng/L. Os dados representam média + erro
padrdo, n =6 (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

3.4. Proliferacéo e morte celular

O indice de proliferacédo celular (reacdo PCNA positiva) foi significativamente maior
nas ovogonias (p < 0.01) e significativamente menor nas células foliculares (p < 0.001) dos

grupos expostos a E1 comparado ao controle (Fig. 3). A morte celular (reagdo TUNEL-
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positiva) foi significativamente maior para as células foliculares do grupo E1 200 ng/L se

comparado com o grupo controle (p < 0.05) (Fig. 3).
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Fig. 3. A) Reagdo Imunohistoquimica para PCNA e reacdo de TUNEL em ovarios de Danio rerio
expostos a estrona durante 49 dias. Contra coloracdo com hematoxilina. Ovogonias (Oo), ovdcitos
perinucleolares (PN), ovocitos com alvéolos corticais (AC), ovdcitos vitelogénicos (V), células
foliculares (cabeca de seta branca). Barra = 50 um. B) Quantificacdo da marcacdo para PCNA e para
TUNEL nos ovarios do zebrafish. Os dados representam média + erro padrdo, n = 6 (*p < 0.05, **p
< 0.01, ***p < 0.001).

3.5. Imunohistoquimica para IGF1, IGF2 e IGF1R

As marcagdes para IGF1 e IGF2 foram observadas no citoplasma de ovocitos em
todas as fases de desenvolvimento, foliculos pds-ovulatérios, foliculos atrésicos e células
foliculares (Fig. 4). A marcacao para IGF1R foi observada no citoplasma de ovdcitos AC, V,
células foliculares, foliculos p6s-ovulatérios e foliculos atrésicos (Fig. 4). A quantificacdo da

marcacdo imunohistoquimica para IGF1 foi significativamente maior nos grupos E1 20 ng/L
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e E2 200 ng/L em relacdo ao controle (p < 0.01) e ndo houve diferenca significativa para
IGF2 e IGFIR (p > 0,05) (Fig.4).
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Fig. 4. A) Reagdo imuno-histoquimica para IGF1, IGF2 e IGF1R em ovérios de Danio rerio expostos
a estrona durante 49 dias. Ovogdnias (Oo0), ovdcitos perinucleolares (PN), ovocitos com alvéolos
corticais (AC), ovacitos vitelogénicos (V), células foliculares (cabeca de seta branca), foliculos p6s-
ovulatérios (FPO), foliculos atrésicos (FA) e infiltrado inflamatério (IF), barra = 50 pm. B)
quantificagdo das rea¢fes nos ovarios. Os dados representam média + erro padréo, n = 6 (*p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001).

3.6. Imunohistoquinica para iNOS e producéo de Nitrito

A reacdo imunohistoquimica para iINOS foi observada em todas as células
germinativas, nos foliculos pos-ovulatorios e atrésicos em todos os grupos (Fig. 5). A
marcacdo em células foliculares foi observada com maior intensidade nos grupos expostos a
estrona, enquanto a marcagéo no infiltrado foi observada somente nos grupos expostos a E1.
A densidade dptica da marcacdo para INOS nos ovarios ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos, embora uma tendencia de aumento nos grupos expostos a E1
possa ser observada em relacdo ao controle (Fig. 5). A producdo de nitrito foi

significativamente maior nos grupos E1 200 ng/L e E1 2000 ng/L (p < 0.05) (Fig 5).
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Fig. 5. A) Reacdo imunohistoguimica para iNOS em ovarios de Danio rerio expostos a estrona
durante 49 dias. Contra coloracdo com hematoxilina. Ovogonias (Oo), ovécitos perinucleolares (PN),
ovacitos com alveolos corticais (AC), ovocitos vitelogénicos (V), células foliculares (cabeca de seta
branca), foliculos pés-ovulatérios (FPO), foliculos atrésicos (FA) e infiltrado inflamatério (IF). B)
Quantificacdo da reacdo imunohistoquimica para iNOS e producéo de nitrito nos ovarios do zebrafish.
Os dados representam média + erro padrdo, n = 6 (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). Barra = 50
pm.

3.7. Producéo de ovos e taxa de fertilizacao
A producdo de ovos (numero de ovos desovados) foi significativamente menor nos

grupos E1 20 ng/L e E1 2000 ng/L (p < 0.05) e a taxa de fertilizacéo (% de ovos fertilizados)
apresentou reducdo significativa nos grupos E1 200 ng/L e E1 2000 ng/L (p < 0.05) (Fig. 6).
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Fig. 6. Producéo de ovos (A) e taxa de fertilizacdo (B) em zebrafish Danio rerio nos grupos: controle,
etanol (EtOH) e expostos a diferentes concentrac6es de estrona: E1 20, 200 e 2000 ng/L por 49 dias.
Os dados representam média + erro padrdo (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

4. Discussao

A estrona (E1) é um dos estrogenos ambientais mais frequentemente detectado nas
aguas superficiais (Weber et al., 2017; Adeel et al., 2017; Wang et al., 2015). Apesar disso,
as legislagbes ambientais ainda néo estabeleceram niveis maximos para a estrona nas aguas
continentais (CONAMA, 2005; USEPA, 2002). No presente estudo, demonstramos que a
exposicao a E1 é responsavel por alteracfes na producgéo de esterodides sexuais, proliferacéo

e morte celular, alteracdes na expresséo de IGF1 e producdo de NO nos ovarios do zebrafish.



85

Esses efeitos impactaram negativamente o epitélio germinativo das fémeas, com consequente
alteracdo da proporgdo de células sométicas ovarianas, reducdo da desova e taxa de
fertilizac&o.

Devido ao aumento do IGS refletir a progressdo da maturagdo gonadal em condicdes
normais, analises de suas variacfes sdo frequentemente consideradas em estudos de biologia
reprodutiva de peixes. No presente estudo, o IGS ndo mostrou variacGes, entretanto, houve
reducdo do nimero de ovos desovados, especialmente no grupo E1 2000 ng/L. Essa
observacao indica que, isoladamente, esse indice nem sempre reflete a maturacdo gonadal e
alteracOes na gametogénese, como também reportado por outros autores (Ribeiro et al., 2021;
Madureira et al., 2011). A exposi¢do a E1 ndo causou variagdes no fator de condicéo de
Fulton, o que indica que a condi¢do nutricional dos peixes ndo foi afetada durante o

experimento.

Apdbs a exposicdo a compostos estrogénicos, a alteracdo da proporcdo de células
germinativas e somaticas nas gonadas ¢ um dos efeitos mais observados nos peixes (Weber
et al., 2019; Prado et al., 2014). Esse efeito € em parte uma consequéncia da alteracdo das
concentragfes dos estrégenos e andrdgenos que se refletem na proliferacdo, morte e
sobrevivéncia dessas células (Ribeiro et al., 2021; Paschoalini et al., 2021; Weber et al.,
2019). A elevacdo das concentracbes gonadais de estradiol apos a exposicdo a E1 foi
observada nas fémeas dos grupos E1 20 e 200 ng/L. O aumento das concentracfes de E2
nestes grupos pode estar relacionado com a conversdo da estrona, pela enzima 17p-HSD em
E2, visto que essa enzima junto da aromatase, atuam na etapa final de biossintese de
estrégenos em peixes (Tokarz et al., 2015). Apesar de expressao aumentada de aromatase e
consequente conversdo de testosterona em estradiol ser observada em peixes expostos a
estrogenos (Kazeto el at., 2004; Hinfray et al., 2013), no presente estudo, a auséncia de
reducdo das concentragdes de 11-ketotestosterona (11-KT), sugere que esta via pode nao ser
a principal responsavel pelo aumento das concentragdes de estradiol nos ovéarios do zebrafish
expostos a estrona. Todavia, 0 aumento do E1 ndo foi observado nas fémeas do grupo E1
2000 ng/L, caracterizando uma curva de dose-resposta ndo monotdnica para as concentragoes
de E2 nos animais expostos a E1. Esse fato pode sugerir que neste grupo os efeitos da

exposicdo a E1 sobre os mecanismos de feedback do eixo hipotalamo-pituitario-gonadal
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possam ter comprometido a expressdo de enzimas como a 173-HSD e aromatase no grupo
E1 2000 ng/L, inibindo as vias que estimularam o aumento das concentraces de E2 nos
outros grupos. Curvas de dose resposta ndo-monoténicas para diversos parametros teciduais
e moleculares sdo normalmente observadas apds a exposicdo a desreguladores enddcrinos
(Lagarde et al., 2015).

Tanto a 11-KT como o E2 estdo envolvidos na maturacdo ovariana (Wang et al.,
2020; Lubzens et al., 2010), com 11-KT sendo importante no crescimento previtelogénico e
acumulacdo de lipidios nos ovocitos (Wang et al., 2020). Enquanto a alteracdo das
concentracdes de 11-KT nos peixes expostos a E1 ndo tenha sido significativa, a exposicao
a E1 aumentou significativamente os niveis de E2 o que pode ter estimulado a producéo de
vitelogenina no figado e sua incorporacdo pelos ovdcitos. Nos grupos E1 20 e 200 e 2000
ng/L, o aumento dos niveis de E2 pode estar relacionado ao aumento da proliferacdo das
ovogonias. De fato, a estimulacdo da proliferacdo de ovogdnias é um efeito do E2 nas fémeas
de peixes (Lubzens et al., 2010; Higashino et al., 2002). Além disso, tanto o IGF1 como o
IGF2 também exercem efeitos proliferativos e estimulam a progressdo da ovogénese nos
peixes (Moreira et al; 2020; Reinecke et al., 2010). Considerando que nos tltimos anos foi
observada que a expressao hepatica e gonadal desses peptideos nos peixes sdo alvos de
desreguladores enddcrinos, principalmente os estrégenos (Prado et al., 2014; Reinecke et al.,
2010), a andlise da expressao dos IGFs no contexto da maturacdo gonadal, é de grande
relevancia. No presente estudo, foi observado que a expressdo de IGF1 aumentou nas fémeas
expostas a estrona. Considerando os efeitos mitoticos exercidos pelo IGF1 (Reinecke et al.,
2010), o aumento da proliferacdo de ovogobnias pode ter sido também estimulado por esse
peptideo. Outras vias ndo investigadas no presente trabalho podem também estar envolvidas
com os efeitos proliferativos do E2. Por exemplo, em culturas de células humanas o E2
estimula a proliferagdao celular através dos receptores de estrégeno a € GPER junto do
aumento de expressao de f-catenina (Sanchez et al., 2019), e em mamiferos o aumento do
namero de foliculos primordiais é estimulado pelo E2 através da proteina dssea
morfogenética 2 (BMP-2) e seus efeitos sobre as células da granulosa (Chakraborty & Roy,
2017).
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Nossos resultados também demonstram que além de os efeitos sobre a proliferacao
de ovogonias, a exposicdo de fémeas a E1 pode ter comprometido a maturacdo final
ovocitaria, visto que houve um aumento na proporcao de foliculos vitelogénicos atrésicos, o
que pode estar correlacionado com a via de sinalizacdo do LH nos ovaérios, que controla a
retomada da meiose nos ovocitos vitelogenicos (Nagahama & Yamashita, 2008). Como
observado no presente estudo, 0 aumento da atresia folicular foi relatada em peixes expostos
ao etinilestradiol, nonilfenol, bisfenol a e dietilhexilftalato, contaminantes estrogénicos,
relacionada com a alteracdo da producéo de gonadotrofinas e esterdides sexuais (Ye et al.,
2014; Kaptaner & Unal, 2011; Mandich et al., 2007). Parte dos efeitos deletérios sobre os
ovarios também podem ter sido mediados por efeitos nas células foliculares, que tiveram sua
proporcéo reduzida como consequéncia da reducdo de sua proliferacdo em todos 0s grupos
expostos a estrona, e aumento da morte celular no grupo E1 200 ng/L. Considerando que a
producdo de esteroides sexuais nos ovarios envolve células especiais da teca e as células
foliculares, especialmente E2, que controla o desenvolvimento dos foliculos e a vitelogenese,
este trabalho sugere a reducdo do nimero de células foliculares pode estar relacionada com
efeitos deletérios da exposicdo a estrona sobre a maturacdo ovocitaria. De fato, a exposicdo
a contaminantes ambientais que afetam o ndmero e a funcionalidade de células foliculares,
impacta negativamente o desenvolvimento e a maturacdo folicular (Corriero et al., 2021),
além de poder também afetar o processo de ovulacdo (Lubzens et al., 2010). Como
consequéncia dos efeitos sobre as células foliculares e 0 aumento da atresia nos grupos

expostos a estrona, foi observada a reducdo do nimero de ovos desovados pelas fémeas.

Devido ao aumento de sua producdo nos ovarios, alguns dos efeitos sobre a
gametogénese exercidos nos grupos E1 200 e 2000 ng/L, podem ter sido mediados pelo 6xido
nitrico. Entretanto, a elevacdo do Oxido nitrico nas fémeas ndo foi acompanhada pelo
aumento da expressdo de iINOS. Esse resultado sugere que, outras isoformas responsaveis
pela producéo de 6xido nitrico como a eNOS e nNOS (Singh & Lal, 2015) possam ter sido
afetadas pelo estimulo estrogénico. A elevacdo do oxido nitrico nos grupos E1 200 e 2000
ng/L foi acompanhada pelo aumento dos foliculos atrésicos. Efeito semelhante foi observado
no peixe Heteropneustes fossilis, onde o aumento da producgdo de oxido nitrico afetou a
quebra da vesicula germinativa dos ovocitos e a progressdo da meiose (Tripathi & Krishna,

2008). Além dos efeitos sobre a meiose ovocitaria, nossos resultados sugerem gue o estresse
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oxidativo causado pelo éxido nitrico possa ter afetado a proliferacdo das células foliculares,
o que refletiu na reducédo de sua proporcéo. Apesar de determinadas concentragdes de 6xido
nitrico serem capazes de estimular a proliferagdo celular, o que pode ter sido um de seus
efeitos sobre as ovogonias dos grupos expostos ao E1, o éxido nitrico também € capaz de

inibir o crescimento e a proliferacao celular em diversos tecidos (Napoli et al., 2013).

Em conjunto, nossos indicam que a estrona compromete o desenvolvimento e
maturacao dos ovocitos de zebrafish, levando a reducédo da quantidade de ovos desovados e
das taxas de fertilizacdo nos grupos E1 200 e 2000 ng/L. Efeitos similares foram observados
em medaka exposto a E2 e em zebrafish exposto ao etinilestradiol (Imai et al., 2005; Porseryd
etal., 2018).

5. Concluséao

Os resultados do presente estudo demostram que a estrona exerce efeitos deletérios
no desenvolvimento ovariano, compromentendo a maturacdo ovocitaria, desova e
fertilizacdo no zebrafish. O desbalango da producdo de esterdides sexuais, acompanhados
por efeitos sobre a via de sinalizacdo dos IGFs e a producdo de oxido nitrico, contribuem
negativamente para a progressdo da ovogénese, desova e a qualidade dos ovdcitos dos
animais expostos a estrona. Baseado nos efeitos observados, nossos resultados indicam que
a estrona compromete negativamente a fisiologia reprodutiva de fémeas de zebrafish.
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Os estrogenos ambientais sdo um grupo de compostos produzidos pelas gbnadas dos
vertebrados ou sintetizados industrialmente, capazes de ativar os receptores de estrogeno e
que comprometem a reproducdo, sistema imune, desenvolvimento e a satde dos vertebrados
(Chighizola & Meroni, 2011 ;Maleky & Sarafpur, 2001). Apesar de estrégenos ambientais
como a estrona (E1), etinilestradiol (EE2), bisfenol A (BPA) e o préprio 17p-estradiol (E2)
serem frequentemente encontrados nos rios e lagos, oriundos de atividades humanas como a
pecuaria e a contaminagdo pelos efluentes das estagdes de tratamento de esgoto (Petrie et al.,
2015; Adeel et al., 2017; Weber et al., 2017; Wilkinson et al., 2017; Kolpin et al., 2002),
varias destas substancias ndo tém seus niveis monitorados nas aguas superficiais (Lopes et
al., 2016). Considerando a existéncia de alguns estudos sobre os efeitos dos estrogenos
ambientais sobre a fisiologia dos vertebrados, é necessério a realizacdo de mais estudos

visando a elucidacdo dos mecanismos pelos quais estes compostos agem.

Dentro dos vertebrados, os peixes sdo organismos que desempenham relevante papel
ecoldgico e sdo importante fonte de alimento para os humanos. Entretanto, em consequéncia
dos efeitos deletérios de diversos poluentes, dentre eles os estrogenos, sobre seus tecidos e
Orgdos, a sobrevivéncia destes organismos no meio ambiente esta ameacada (FAO, 2020;
Adeel et al., 2017). Apesar da existéncia de alguns estudos caracterizando os efeitos de
poluentes sobre a fisiologia destes organismos (Moreira et al., 2022; Ribeiro et a., 2021;
Weber et al. 2017), poucos investigaram detalhadamente os efeitos da exposicao a estrégenos
ambientais na reproducdo dos peixes. Aspectos basicos da fisiologia reprodutiva como a
proporcdo de células germinativas e somaticas gonadais, niveis de esteroides sexuais,
proliferacdo e morte celular, qualidade de sémen e quantidade de ovos produzidos e taxas de
fertilizacdo sdo importantes parametros para compreender as alteracdes causadas nas gbnadas
pelos desreguladores enddcrinos. Embora o E1 seja considerado um dos principais
estrégenos ambientais (Adeel et al., 2017), nenhum estudo avaliou os efeitos deste hormonio
sobre a reproducdo de peixes. Deste modo, o presente estudo descreve detalhadamente os
efeitos da exposicdo crbénica a estrona na espermatogénese, ovogénese e reprodugdo do
zebrafish, a partir de multiplos biomarcadores teciduais € moleculares. Os resultados do
presente estudo demonstram que a exposicdo a estrona é responsavel por causar efeitos na
gametogénese, bem como alteracdes na producdo de esteroides sexuais e na expressdo de

IGF1/IGF1R, e 0 aumento do estresse oxidativo.
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Um dos efeitos marcantes da exposicdo a E1 foi 0 aumento das concentracdes de E2
enddgeno tanto nos testiculos como nos ovérios do zebrafish. Curiosamente, os resultados
do presente trabalho sugerem que as vias que levaram o aumento das concentragdes de E2
parecem ser distintas ao compararmos machos e fémeas. Nos testiculos, a elevacdo das
concentracdes testiculares de E2 foi observada em todos os grupos expostos a EL.
Considerando a reducdo das concentragdes testiculares de 11-KT observadas no presente
estudo, 0 aumento das concentraces de E2 nos machos podem ter origem em uma maior
producdo e atividade da aromatase que converte a testosterona, precursora da 11-KT em E2.
Nesse contexto, em zebrafish expostos ao nonilfenol, benzopireno e EE2, a expressao da
enzima aromatase foi estimulada (Kazeto et al., 2004). Como nos ovarios 0 aumento das
concentragdes de E2 ndo foi acompanhada da reducdo de 11-KT, a elevacdo das
concentragdes de E2 pode ter como origem a a¢do das enzimas da familia 17p3-HSD sobre a
E1 absorvida. A conversdo de E1 em E2 via 17B-HSD também pode ter acontecido nos
testiculos em menor proporc¢éo, apesar de essas vias ndo terem sido investigadas no presente
estudo. Fato semelhante também foi relatado por Ankley et al. (2017) no peixe Pimephales

promelas exposto a estrona.

Considerando que os esterdides sexuais sdo efetores da acdo das gonadotrofinas
sobre gbnadas, os efeitos marcantes exercidos por eles na espermatogénese e ovogénese
como a proliferacdo de espermatogdnias e ovogobnias, a progressdo meidtica da
gametogénese, bem como a maturacdo final espermatica e a incorporacdo de vitelo nos
ovocitos (Jalabert, 2005; Lubzens et al., 2010; Schulz et al., 2010); a alteracdo das
concentracdes de E2 e 11-KT nas gbnadas do zebrafish levaram a alteracdes da propor¢éao
das células germinativas e na qualidade dos gametas. Nos machos expostos a E1, foi
observado aumento da proporcdo de espermatogdnias e reducdo da proporcdo de
espermatozoides, enquanto nas fémeas, o aumento da proporcdo de foliculos atresicos e
reducdo da desova foram notados. Esses resultados demonstram o efeito deletério da
exposicao a E1 sobre o epitélio germinativo de machos e fémeas de zebrafish. Observacoes
semelhantes feitas em outras espécies de peixes expostos a contaminantes estrogénicos estao
ligadas a efeitos sobre a proliferacdo, morte celular e atraso na progressao da gametogénese
(Giari et al., 2016; Ye et al., 2014; Liu et al., 2013; Kaptaner & Unal, 2011; Mandich et al.,
2007).
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Considerando que os IGFs e seus receptores sdo expressos nas células germinativas
e somaéticas das gbnadas de peixes (Reineke, 2010), e que esses fatores estdo relacionados
com o metabolismo energético destes tecidos, a expressdo de enzimas esteroidogénicas e
proliferacdo e morte celular (Lubzens et al., 2010; Schulz et al., 2010); a alteracdo de sua
expressao nas gonadas do zebrafish apds a exposicdo a E1 pode ter contribuido para os efeitos
negativos observados na progressdo da gametogénese, como observado em outros peixes
expostos a desreguladores enddcrinos (Prado et al., 2014; Reinecke et al., 2010).

Apesar de efeitos moleculares sobre as células que proveem suporte para a
gametogénese ndo terem sido investigados no presente estudo, 0 aumento da proporcao de
células de Sertoli nos testiculos e a reducdo da proporcdo e da proliferacdo de células
foliculares nos ovarios, junto das consequéncias observadas da exposicdo a E1 no epitélio
germinativo de machos e fémeas, sugerem que esse estrégeno possa afetar a funcionalidade
desse grupo de células que sdo responsaveis pela progressdo das fases mitética, meiotica,
espermiacdo e ovulacdo. Embora as consequéncias da exposicdo a estrégenos em relacdo a
estas células serem pouco investigadas, recentemente foi demonstrado que o bisfenol A, um
desregulador enddcrino estrogénico, € capaz de causar alteragdes na cromatina e degeneracéao
das células de Sertoli do peixe Astyanax bimaculatus (Ribeiro et al., 2021), afetando

negativamente sua espermatogénese.

Finalmente, junto dos efeitos sobre as concentracdes de esterdides sexuais e a
expressdo de IGF/IGFR1R, o aumento das concentracfes de 6xido nitrico (NO) nos testiculos
e ovarios podem ter contribuido para a reducdo da qualidade do sémen e ovos, o que refletiu
na queda de fertilidade do zebrafish. Esses efeitos podem estar ligados ao potencial oxidante
do NO e de seus derivados como o peroxinitrito, que sdo capazes de causar danos a estrutura
do DNA e proteinas (Forstermann & Sessa, 2012; Mikkelsen & Wardman, 2003). De fato,
impacto negativo dos contaminantes ambientais sobre a qualidade dos gametas dos peixes ja
foi descrito por alguns autores, e esta ligado a alteragdo do consumo intracelular de ATP e
danos a membrana plasmatica dos espermatozoides, e alteracdo da expressdo de genes
relativos a maturacdo nos ovocitos (Porseryd et al., 2018; Hatef et al., 2013; Imai et al., 2005).
Tendo em consideracdo que a expressao de 0xido nitrico sintase induzida (iNOS) foi pouco

afetada nas gdnadas apds a exposicéo a E1, outras isoformas responsaveis pela producédo de
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oxido nitrico como a eNOS e nNOS (Singh & Lal, 2015), podem ter tido sua expressdo

aumentada pelo estimulo estrogénico.

Os dados obtidos no presente estudo contribuem para a compreensao dos mecanismos
moleculares e teciduais relativos aos efeitos dos desreguladores enddcrinos estrogénicos na
gametogénese e reproducgdo dos peixes teledsteos. Além de demonstrar os potenciais efeitos
negativos sobre o desenvolvimento das células germinativas, considerando que a
gametogénese e reproducao sdo eventos relativamente conservados dentre os diversos grupos
de vertebrados e essenciais para a conservacao e sustentabilidade suas populacdes, nosso
estudo chama a atencdo para os possiveis danos da exposi¢do ao E1 em outros grupos de

animais.
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A estrona exerce efeitos deletérios na gametogénese e reproducdo do
zebrafish;

Os desbalanco da producdo de esterdides sexuais causados pela estrona é
sexo-especifico;

A via de sinalizagdo dos IGFs e do 6xido nitrico gonadais sdo afetadas pela
exposi¢do a estrona;

A estrona compromete a progressao da gametogénese;

A redugdo da qualidade dos gametas e fertilidade é observada apds a

eXposicao a estrona.
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