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RESUMO

Introducdo: O benzo(a)pireno (BaP) é uma substancia formada pela combustéo
incompleta de compostos organicos e esta difundido no ambiente de forma ubiqua. Além
disso, € uma substancia com potencial de desregulacdo enddcrina que pode alterar a
geracgdo que foi diretamente exposta a injaria (FO), assim como a geracao seguinte (F1).
A exposicdo humana ao BaP € dada através de varias vias e, utilizando um modelo
experimental de roedores, avaliamos o BaP em baixa dose, com énfase no sistema
reprodutor, durante o periodo juvenil e a peripuberdade (janela critica de
desenvolvimento dependente de horménios). Desse modo, esse estudo avaliou as
consequéncias da exposicdo paterna (geragdo FO) ao BaP, desde o periodo juvenil a
peripuberdade, nas geracdes FO, F1 e F2 em parametros reprodutivos em ratos. Ademais,
visamos contribuir com novos achados para o paradigma das origens paternas da salde e
da doenca (POHaD), um campo pouco explorado e altamente relevante para a toxicologia
da reproducéo. Material e métodos: Ratos machos Wistar (Dia pés-natal (DPN) 23)
foram distribuidos em dois grupos (n=16 animais/grupo): grupo controle (6leo de milho
+ DMSO - veiculo) e grupo exposto ao BaP (veiculo + 0,1 ug/kg/dia de BaP). O
tratamento ocorreu durante 31 dias consecutivos, por via oral (gavage). No DPN 54,
metade dos animais foram mortos para a avaliagdo imediata em pardmetros toxicologicos
e reprodutivos (n=8/grupo). No DPN 120, os ratos foram acasalados (geracdo FO —
n=8/grupo) com fémeas néo tratadas para obtencdo da geragédo F1 (machos e fémeas). Na
vida adulta da geracdo F1, os machos foram acasalados com fémeas ndo tratadas para
obtengdo da geracdo F2 da linhagem paterna (PF2) e as fémeas da geracdo F1 foram
acasaladas com machos ndo tratados para obtencdo da geracao F2 de linhagem materna
(MF2); em ambas as linhagens, PF2 e MF2, avaliamos pontos chaves para a avaliagéo da
toxicologia reprodutiva. Na vida adulta (DPN 120) dos machos das gera¢des FO, F1 e F2,
avaliamos os niveis hormonais, enzimas esteroidogénicas testiculares, estresse oxidativo
no testiculo e marcadores de proliferacao e apoptose nos tibulos seminiferos. Resultados:
No DPN 54, os animais apresentaram diminuicdo do peso relativo do rim, do figado e
diminuicdo de leucdécitos. Além disso, houve uma reducdo no diametro, altura dos tubulos
seminiferos e testosterona sérica (Ts), alterando a dindmica espermatogénica, bem como
ocorreu uma atrofia das células de Leydig (CL) e um aumento nos niveis de FSH. Todas
as enzimas esteroidogénicas e proteinas transportadoras avaliadas foram reduzidas,
exceto a proteina StAR no testiculo. A expressdo da gstpl e ckit foram diminuidas. Os
niveis de antioxidantes (GSH, SOD e selk) foram aumentados, enquanto o MDA foi
diminuido no testiculo do grupo BaP. Em relacdo a geracdo PF2, os machos do grupo
BaP mostraram uma diminuigdo na distancia anogenital no DPN 1, assim como uma
reducdo do potencial de fertilidade, dos espermatozoides do tipo A e do nimero de CL.
As fémeas do grupo BaP da geracdo PF2 apresentaram puberdade precoce, diminuicdo
no score de lordose na fertilidade, além de alteracGes morfol6gicas do ovario/utero. Ja
em relacdo a geracdo MF2, os filhotes apresentaram um aumento do peso corporal em
DPN 1 em ambos os sexos. Os machos da MF2 apresentaram um atraso na puberdade,
alteracéo do peso dos filhotes no teste de fertilidade, reducéo dos niveis de FSH e aumento
da testosterona intratesticular (Ti), aléem da diminui¢do do espermatozoide do tipo A,
perturbagdes histologicas no epididimo, reducdo da 5 a-redutase, aumento da proliferacéo
testicular e aumento das enzimas antioxidantes testiculares no grupo BaP. As fémeas da
geracdo MF2 mostraram aumento da espessura uterina, diminuicdo da atividade sexual e
diminuicdo da progesterona. Em relacdo as avaliacOes realizadas na vida adulta dos
machos (DPN 120) das trés geracdes (FO, F1 e PF2) obtivemos os seguintes resultados: o
MDA foi aumentado em todas as geragdes do grupo BaP. FSH e LH diminuiram na FO e
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a Ts e Ti diminuiram nas geracfes FO e F2. As enzimas esteroidogénicas e as proteinas
transportadoras nao foram alteradas na FO. No grupo BaP da F1, apenas a enzima 17f3-
HSD foi diminuida. Na geracdo PF2, todas as enzimas e proteinas avaliadas foram
diminuidas, exceto a cypl7al. NaF1 e PF2, os marcadores de proliferacéo celular (PCNA
e ckit) foram diminuidos nos tibulos seminiferos. A expressdo de Bax foi aumentada na
F1 e F2, enquanto Bcl-2 foi aumentada apenas na geracdo FO do grupo BaP. Conclusdes:
O BaP provocou varias alteracdes reprodutivas na geracao FO, F1, PF2 e MF2 que foram
prejudiciais em niveis diferentes para a fertilidade destes animais. Além disso, reforgamos
a necessidade de ampliacdo nos estudos sobre o paradigma de POHaD e a relevancia
paterna na saude da prole.

Palavras-chave: heranca transgeracional, POHaD, esteroidogénese, contaminante
ambiental, puberdade, toxicologia da reproducao.



ABSTRACT

Introduction: Benzo(a)pyrene (BaP) is a substance formed by the incomplete combustion
of organic compounds and is ubiquitously spread in the environment. Moreover, it is a
substance with endocrine-disrupting potential that can alter the generation that was
directly exposed to the injury (FO) as well as the next generation (F1). Human exposure
to BaP is given through several pathways, and using an experimental rodent model, we
evaluated low dose BaP with emphasis on the reproductive system during the juvenile
and peripubertal period (development critical window of hormone dependent). Thus, this
study evaluated the consequences of paternal (FO generation) exposure to BaP, from
juvenile to peripuberty, in FO, F1 and F2 generations on reproductive parameters in rats.
Furthermore, we aimed to contribute new findings to the paradigm of the paternal origins
of health and disease (POHaD), an under-explored field highly relevant to reproductive
toxicology. Materials and methods: Male Wistar rats (Postnatal Day (PND) 23) were
distributed into two groups (n=16 animals/group): control group (corn oil + DMSO -
vehicle) and BaP-exposed group (vehicle + 0.1 pg/kg/day BaP). Treatment occurred for
31 consecutive days, orally (gavage). On PND 54, half of the animals were killed for
immediate evaluation in toxicological and reproductive parameters (n=8/group). On PND
120, the rats were mated (FO generation - n=8/group) with untreated females to obtain the
F1 generation (males and females). In the adult life of the F1 generation, males were
mated with untreated females to obtain the paternal lineage F2 generation (PF2) and
females of the F1 generation were mated with untreated males to obtain the maternal
lineage F2 generation (MF2); in both lineages, PF2 and MF2, we evaluated key points
for the evaluation of reproductive toxicology. At adulthood (PND 120) of males of the
FO, F1 and F2 generations, we evaluated hormone levels, testicular steroidogenic
enzymes, oxidative stress in the testis and markers of proliferation and apoptosis in the
seminiferous tubules. Results: On PND 54, the animals showed a decrease in the relative
weight of the kidney and liver and a decrease in leukocytes. In addition, there was a
reduction in diameter, height of the seminiferous tubules and serum testosterone (sT),
altering spermatogenic dynamics, as well as Leydig cell (LC) atrophy and an increase in
FSH levels. All steroidogenic enzymes and transporter proteins evaluated were reduced,
except for StAR protein in the testis. Expression of gstpl and ckit were decreased. The
levels of antioxidants (GSH, SOD and selk) were increased, while MDA was decreased
in the testis of the BaP group. Regarding to the PF2 generation, males in the BaP group
showed a decrease in anogenital distance on PND 1, as well as a reduction in fertility
potential, type A sperm and CL number. The females of the BaP group of the PF2
generation showed precocious puberty, decreased lordosis score in fertility, and
morphological alterations of the ovary/uterus. As for the MF2 generation, the pups
showed an increase in body weight on PND 1 in both sexes. The MF2 males showed a
delay in puberty, altered weight of the pups in the fertility test, reduced FSH levels and
increased intratesticular testosterone (iT), in addition to decreased type A sperm,
histological disturbances in the epididymis, reduced 5 a-reductase, increased testicular
proliferation, and increased testicular antioxidant enzymes in the BaP group. MF2
generation females showed increased uterine thickness, decreased sexual activity and
decreased progesterone. Regarding the evaluations performed in the adult life of males
(PND 120) of the three generations (FO, F1 and PF2) we obtained the following results:
MDA was increased in all generations of the BaP group. FSH and LH decreased in FO
and sTs and iT decreased in FO and F2 generations. Steroidogenic enzymes and
transporter proteins were not altered at FO. In the BaP group of F1, only the 17B-HSD
enzyme was decreased. In the PF2 generation, all enzymes and proteins evaluated were
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decreased except cypl7al. In F1 and PF2, cell proliferation markers (PCNA and cKkit)
were decreased in the seminiferous tubules. Bax expression was increased in F1 and F2,
while Bcl-2 was increased only in the FO generation of the BaP group. Conclusions: BaP
caused several reproductive changes in the FO, F1, PF2 and MF2 generation that were
detrimental at different levels to the fertility of these animals. Furthermore, we reinforce
the need for expansion in studies on the POHaD paradigm and paternal relevance to
offspring health.

Keywords: transgenerational inheritance, paternal origin of health and disease,
steroidogenesis, environmental pollution, puberty, reproductive toxicology.
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INTRODUCAO

Os ciclos reprodutivos masculino e feminino envolvem processos complexos e
sensiveis, 0s quais sao controlados pelo sistema enddcrino. Estes processos fisiologicos podem
ser perturbados apds exposicdo a compostos tdxicos exdgenos em diferentes estagios do ciclo
e por diversos modos de agdo (Moore et al., 2016), acarretando em alteragOes estruturais e/ou
funcionais. Estas alteracGes podem ser identificadas imediatamente ap0s a injuria ocorrer ou s6
na vida adulta/ senescéncia e, se esta injuria for capaz de atingir as células germinativas, pode

alterar as geracdes futuras em diferentes graus de intensidade.

Os mecanismos pelos quais as substancias toxicas exdgenos gera toxicidade reprodutiva
no organismo e qual serd a magnitude do dano dependem do estagio do desenvolvimento em
gue a exposicdo ocorre, seja na vida intrauterina, na infancia, na puberdade ou na vida adulta
(Mantovani e Fucic, 2014; Perobelli, 2014). As alteragOes reprodutivas mais frequentes incluem
criptorquidia, hipospadia, anomalias dos canais excretores e de glandulas acessorias, tumores
testiculares/ovarianos, espermatogénese alterada e alteracdo do ciclo reprodutivo (Sousa et al.,
2017).

Para se identificar as alteracOes causadas por agentes externos, é necessario que se
conheca a formacéo e o funcionamento normal dos 6rgéos de interesse no modelo experimental
escolhido e, assim, pode-se identificar e quantificar as possiveis alteracdes desencadeadas por
substancias tdxicas neste grupo de individuos. Neste estudo, utilizamos o modelo de roedores

(ratos) para esta avaliacao.

1. Desenvolvimento ontogenético do sistema genital

A determinacdo sexual de um individuo refere-se a um processo complexo que abrange
a fertilizacdo, diferenciacdo gonadal e a diferenciacdo sexual no cérebro. Nos mamiferos, o
sexo genético é determinado por complementos cromossémicos na fertilizagdo (XX para
fémeas ou XY para machos) (She e Yang, 2016). Tanto os ovarios quanto os testiculos derivam
de uma estrutura denominada gbnada bipotente, e 0 seu desenvolvimento em direcdo a um
destes 6rgaos da-se através do arranjo entre a ativacdo ou repressdo de vias de sinalizagdo na
linhagem celular de suporte (células de Sertoli — XY ou células da granulosa - XX) (Svingen e
Koopman, 2013).
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Nos mamiferos, o sistema genital surge a partir do mesoderme intermediario. Logo apos
a formacdo dos ductos mesonéfricos, inicia-se a formacdo adjacente dos ductos
paramesonéfricos (Arrotia et al., 2012). Nos machos, a diferenciacdo sexual gonadal se
caracteriza através da regressdo dos ductos paramesonéfricos e o desenvolvimento dos ductos
mesonéfricos em 6rgdos reprodutivos caracteristicos do sexo masculino, como o epididimo, o0s
ductos deferentes e as glandulas seminais. Ja nas fémeas, os ductos mesonéfricos regridem e o0s
ductos paramesonéfricos diferenciam-se para formar o Utero, as tubas uterinas e a parte

proximal da vagina (Hannema e Hughes, 2007).

1.1.Desenvolvimento pre-natal do testiculo em ratos

Os mamiferos apresentam uma mesma sequéncia de eventos para o desenvolvimento
testicular, diferindo-se somente no espaco de tempo. A sequéncia basica de maturacdo dos
testiculos é: (1) formacdo pré-natal de corddes testiculares contendo gondcitos e células de
Sertoli (CS - células de sustentagdo do testiculo); (Il) transformacdo de gondcitos em
espermatogonias (células germinativas masculinas); (111) proliferacdo das espermatogoénias e
das CS; (IV) maturacdo das CS e formacdo da barreira das CS; (V) desenvolvimento dos
espermatdcitos, marcando o inicio da meiose; e (V1) a espermiogénese (citodiferenciacdo das
espermatides redondas para as alongadas - espermatozoides) (Picut, Ziejewski, Stanislaus,
2018).

Apos a fertilizacdo, o individuo XY possui 0 gene SRY (gene determinante de testiculo
localizado no cromossomo Y) que € capaz de induzir a diferenciacdo da linhagem das células
de suporte em CS e, consequentemente, a transformacdo da gdnada bipotencial em testiculo
(Gubbay et al., 1990). Em roedores, do dia gestacional (DG) 10,5 ao 12,5, o0 gene SRY inicia a
inducdo da expressdo do gene SOX9 (Sekido et al., 2008), no qual promove a organogénese do
testiculo através da ativacdo de genes pro-testiculo e repressdo dos genes pro-ovario. A
expressao de sox9 também desencadeia a cascata de genes essenciais a diferenciacdo das CS,
atuando sinergicamente com fator de transcrigéo 1 (SF1) para interagir com o promotor do gene
amh para iniciar a expressdao do hormoénio antimulleriano (AMH) (Arango, Lovell-badge,
Behringer, 1999). Esta expressdo € mantida ao longo do desenvolvimento dos testiculos por
meio de varios loopings de feedback positivo, estimulando assim a via da determinacdo

masculina gonadal (She e Yang, 2016).

Em conjunto, o sox9 € essencial para o inicio da expressdo de AMH nas CS e 0 sox8

reforca a fungdo do sox9 na regulacédo positiva dos transcritos do Amh (Lovell-badge, Canning,
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Sekido, 2002). A expressdo de sox9 entdo orquestra a proliferacdo de CS, a expanséo das células
somaticas, a migracdo e diferenciagdo necessarias para o desenvolvimento, a regressao dos
primordios femininos (AMH) e a virilizagdo somatica (secrecao de testosterona pelas células
de Leydig - CL).

Outros fatores importantes, o fgf9 e wnt4, sdo inicialmente expressos em células de
suporte sexualmente indiferenciadas em ambas as gonadas XX e XY, e entdo sua expressao
dimorfica (com alta Fgf9/baixa Wnt4 na gonada XY e baixa Fgf9/alta Wnt4 na gdnada XX)
torna-se aparente na génada ap6s DG 12,5 (Hiramatsu et al., 2009). Assim, o papel crucial da
sinalizacdo de fgf9 é suprimir a expressao de wnt4 e outros genes especificos de fémeas e, assim,
inibir a via feminina (Jameson, Lin, Capel, 2012). O dmrtl antagoniza FoxI2 (gene especifico
de fémea) para manter o desenvolvimento do testiculo pés-natal e o FoxI2 também
reciprocamente suprime o Dmrtl para garantir o desenvolvimento do ovario adulto feminino
(Uhlenhaut et al., 2009).

Imediatamente apds este inicio da expressdo do sry, o hormonio luteinizante (LH) ja
pode ser detectado no cérebro fetal (Aubert et al., 1985), e o primeiro aspecto morfoldgico do
testiculo € identificado no DG 13,5 (Jobling et al., 2011). O testiculo fetal torna-se sensivel a
testosterona entre o0 DG 14,5 ao 15,5, periodo em que as células de Leydig fetais produzem
testosterona (T) (Habert e Picon, 1984; Scott et al., 2009). Os niveis de testosterona aumentam
rapidamente no feto, com um pico no DG 18 a 19 e declina-se imediatamente apds o nascimento
(Habert e Picon, 1984; Baum et al., 1991, Scott et al., 2009).

Morfologicamente, o testiculo fetal € composto de corddes seminiferos, formados no
DG 13,5 no rato, inseridos no estroma mesenquimal. Dentro destes corddes, temos duas
populacbes celulares: os gondcitos (células germinativas primordiais) e as células de Sertoli,
com caracteristicas proliferativas. Dentro do estroma mesenquimal, existe uma populacao
proeminente de células de Leydig fetais, sendo responsaveis por produzir testosterona,
necessaria para virilizar fenotipicamente o embrido em um macho, e mais especificamente, para
virilizar o ducto mesonéfrico em epididimo, ducto deferente e glandula seminal (Huhtaniemi e
Pelliniemi, 1992).

1.2.Desenvolvimento pos-natal do testiculo em ratos
Em roedores, horas ap6s o nascimento (cerca de 2 horas), ocorre outro pico de

testosterona nos filhotes machos, e foi denomidado por Picut e colaboradores (2017) como
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minipuberdade. O desenvolvimento sexual pos-natal de ratos ocorre em quatro estagios de
desenvolvimento (Tabela 1) (Ojeda et al., 1980; Picut et al., 2015; Picut e Remick, 2017):

Tabela 1 - Comparacao cronoldgica dos estagios de desenvolvimento dos testiculos em ratos e

humanos.
Periodo rato/humano Ratos Humanos
Neonatal/Recém-nascido DPNO-7 0 — 28 dias
Infantil/Bebé DPN 8 - 20 28 dias — 2 anos
Juvenil/Infancia DPN 21 - 32 2 —11 anos
Peripubere/ Adolescente DPN 33-60 11 — 14 anos

DPN: dia p6s-natal. Adaptada de Picut e Remick, 2017.

Periodo neonatal: é caracterizado morfologicamente por pequenos tubulos seminiferos
contendo gondcitos que estdo se diferenciando em espermatogonias, células de Sertoli em
proliferacdo, assim como células de Leydig fetais sofrendo répida regressdo no estroma
testicular (Picut et al., 2015).

Periodo infantil: é caracterizado por uma rapida proliferacdo das espermatogonias e das
células de Sertoli e continuacdo da proliferacdo e maturacéo de células de Leydig definitivas.
O final deste periodo é caracterizado pela formacao da barreira das células de Sertoli e do Iitmen
tubular (Picut et al., 2015).

Periodo juvenil: é caracterizado pelo inicio da espermatogénese com o desenvolvimento
dos espermatdcitos e a diferenciacdo das células das linhagens germinativas dos tabulos
seminiferos e o inicio da espermiogénese. A producdo de testosterona aumenta rapidamente
apo6s o DPN 28, relacionando-se com a maturacdo das células de Leydig adultas (Picut et al.,
2015).

Periodo peripubere: ha um aumento rapido e continuo de testosterona, acompanhado
de um aumento acentuado do didmetro dos tabulos seminiferos e o fim da diferenciacdo das

células germinativas, formando os espermatozoides (Picut et al., 2015) (Figura 1).

Apols a puberdade, os ratos machos adquirem entdo a capacidade de produzir
espermatozoides. O ciclo espermatogénico dos ratos € complexo e envolve varias fases, como

a proliferagdo das espermatogonias e a espermiogénese, que ocorre nos tabulos seminiferos.
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Figura 1 - Representacdo esquematica do ciclo espermatogénico dos ratos. A Figura 1, nos mostra as etapas (I-XIV) do ciclo e sdo representadas
pelas colunas das células germinativas associadas. O inicio se da pela espermatogonia do tipo Al (al) no estagio IX, passando por todo o seu
desenvolvimento até a etapa de maturidade (espermatide 19) no estagio VI, ocorrendo entdo a espermiacdo. Nesta representacdo, as letras a, i, e
b denotam as espermatog6nias do tipo A, do tipo intermediario, e do tipo B, respectivamente; os asteriscos indicam a divisdo mitética; e pl, I, z, p,
d, m, e 2 denotam o pré-leptoteno, leptoteno, zigoteno, paquiteno, dipléteno, e espermatdcitos secundarios, respectivamente; m: divisdo meidtica.

Os numerais arabicos denotam etapas de maturagédo das espermatide, redonda (1-7) e alongada (8-19). BCS - barreira de células de Sertoli. Fonte:

Whitney e Suttie, 2018
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1.3.Desenvolvimento pré-natal do sistema genital feminino em ratas.

Por muito tempo, acreditava-se que para as goOnadas bipotenciais se
desenvolverem em ovarios, seria necessdrio apenas a auséncia do gene SRY.
Recentemente, foi demonstrado que o processo de desenvolvimento ovariano depende da
ativacdo de genes pro-ovario e repressdo de genes pro-testiculo, similarmente como
ocorre no desenvolvimento testicular (Nicol et al., 2015). O chamado gene Z,
correspondente do sexo feminino ao gene SRY, inibe vias determinantes para testiculo
enguanto promove a diferenciacdo ovariana (Nicol e Yao, 2014). O gene Z ativa outros
genes, como 0 WNT4 (Biason-Lauber et al., 2004), RSPO1 (Chassot et al., 2008) e FOXL2
(Pailhoux et al., 2002).

Ambos os genes Wnt4 e Rspol produzem proteinas que sdo expressas na génada
bipotencial e a sua expressao torna-se ovario-especifica no DG 11,5 (Parma et al., 2006).
Modelos de ratos knockout revelam que os genes WNT4 e RSPOL1 séo partes de uma via
de sinalizagdo comum que atua através da P-catenina (Tomizuka et al., 2008). Alvos
adicionais da via Wnt4/Rspo 1/f-catenina foram identificados, incluindo a folistatina (Fst)
e Bmp2 (Manuylov et al., 2008), sendo que o papel do gene FST € prevenir a formacéo
de vasculatura especifica de testiculo por meio da inibicdo da activina B, e do gene
FOXL2 é inibir a expressdao do gene SOX9 e a ativacdo de genes pré-ovarianos (Yao,
Aardema, Holthusen, 2006).

Morfologicamente, hd uma intensa proliferacdo das células germinativas
primordiais ap0s a migracdo para as gonadas. A gametogénese feminina inicia-se na vida
pré-natal, sendo que as células de suporte feminina (células da granulosa) se arranjam em
torno dos ovacitos, formando os foliculos primordiais (Tingen, Kim, Woodruff, 2009).
Os ovécitos avancam através da profase | e sdo mantidos no dipléteno, onde permanecem
quiescentes aguardando a inducdo da maturacdo dependente de gonadotrofina na

puberdade, quando se transformaram em ovocitos primarios (Jones, 2008).

1.4.Desenvolvimento pos-natal do sistema genital feminino em ratas.

Nas fémeas, ha cinco periodos do desenvolvimento identificveis, com alteragdes
microscopicas. Esses estagios incluem os periodos neonatal (DPN 0-7), infantil (DPN 8-
20), juvenil (DPN 21-32), peripubere (DPN 33-37) e pubere (DPN 38-46) (Tabela 2)
(Ojeda, Advis, Andrews, 1980; Ojeda e Skinner, 2006).
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Estes estagios de desenvolvimento dependem principalmente de alteragdes
fisiologicas do desenvolvimento e ndo séo definidos apenas por alteragdes reprodutivas,
exceto nos periodos peripubere e pubere. O periodo peripubere é definido como os 3 a5
dias anteriores a primeira ovocitacdo, quando o hormoénio luteinizante (LH) exibe
diferencas nos surtos matinal e vespertino e quando o liquido intrauterino aparece pela
primeira vez; a puberdade € marcada pela abertura vaginal e a primeira ovocitagdo nas
ratas (Picut e Remick, 2017).

Tabela 2 - Comparacao cronolégica dos estagios de desenvolvimento dos ovarios em

ratas e humanos.

Periodo rata/humano Ratas Humanos
Neonatal/Recém-nascido DPNO-7 0 — 28 dias
Infantil/Bebé DPN 8 - 20 28 dias — 2 anos
Juvenil/Infancia DPN 21 - 32 2—12 anos
Peripuberdade DPN 33 -37 ND
Pubere/Adolescente DPN 38 — 46 12 — 16 anos

ND — Nao identificavel. Adaptado de Picut e Remick (2017).

Periodo neonatal: é marcado pelo desenvolvimento de foliculos primordiais e
secundarios estritamente controlado por fatores de crescimento (como FGF-2, BMP-4 e
FGF-7) paracrinos e autocrinos produzidos pelo ovécito (Skinner, 2008), pelas células da
granulosa, ou por células estromais. As células da granulosa dos foliculos primarios
comegam a expressar 0s receptores LH e FSH ap6s o DPN 5 (Ojeda e Skinner, 2006).
Alguns foliculos priméarios imaturos comecam a se diferenciar e se encaminham para a

medula ovariana.

Periodo infantil: no DPN 10, o desenvolvimento antral precoce ocorre, € a
formacdo do antro é a caracteristica morfoldgica marcante que marca a mudanca do
ovario da independéncia hipofisaria (periodo neonatal) para a dependéncia pituitaria
(periodo infantil) (Skinner, 2008). Durante o periodo infantil, h4& um aumento nos niveis
séricos de LH e FSH, atingindo um méaximo no DPN 12 a 14 (Ojeda e Skinner, 2006).
Apos este periodo, inicia a produgdo de estrogeno e ocorre assim um feedback negativo,
acarretando uma queda subita de LH e FSH (Ojeda e Skinner, 2006).

Periodo juvenil: a caracteristica mais proeminente do periodo juvenil é a apoptose

das células da granulosa e a atresia dos foliculos. Os niveis séricos de FSH estdo
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continuamente diminuindo, atingindo seu nivel minimo no DPN 30 (Ojeda e Skinner,
2006). Os niveis de LH diminuem durante a primeira metade do periodo juvenil, mas ao
contrario dos niveis de FSH, comeca a ser produzido em um padréo pulsatil e bimodal,
com um pequeno surto de manha e tarde. A maturacdo do padréo de producdo de LH
pulsatil e bimodal é devida ao inicio da retroalimentacdo positiva do estrégeno na
producdo de LH por volta do DPN 24 (Davis, Travlos, McShane, 2001). Os foliculos
corticais selecionados continuam a desenvolver-se devido, em parte, ao fato de os
receptores FSH/LH atingirem um nivel maximo de adultos no DPN 30, resultando em
maior sensibilidade de certos foliculos a niveis relativamente baixos de FSH sérica (Nicol
e Yao 2015).

Periodo peripubere: se da a partir do aparecimento do foliculo Graff (0,9 a 1,0
mm de didmetro) no cértex externo (Picut, 2017). Esse periodo dura de 3 a 5 dias e é
definido como o momento em que h& a secrecdo de LH em surtos, facilitando o
desenvolvimento de foliculos Graff. Os niveis de FSH aumentam somente apds o DPN
35 (Ojeda e Skinner, 2006).

Periodo pabere: é marcado como a primeira ovocitacdo de foliculos de Graff (0,9
a 1,0 mm de didmetro), formando os corpos Iuteos. Ocorre um mini surto nos niveis de
LH, sendo dependente da maturacdo do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (HHG), tendo
assim niveis suficientes de estradiol sérico (Picut, 2017). O estradiol atua de maneira
positiva tanto no hipotalamo quanto na liberacdo do horménio liberador do hormonio
luteinizante (LHRH) e na hipofise anterior, sensibilizando as células secretoras de LH ao
efeito estimulatorio da LHRH (Davis, Travlos e McShane, 2001). Durante esse estagio
tardio do desenvolvimento folicular, os ovdcitos primarios (apds a obtencdo dos
cromossomos 4N) entram em sua primeira divisdo meidtica e expelem um corpusculo
polar. Portanto, na ovocitacdo, um ovocito secundario diploide é lancado para o oviduto.

O processo de ovogénese esta resumido na Tabela 3.
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Tabela 3 - Aspectos estruturais e morfoldgicos da ovogénese.

Foliculo Foliculo primério Foliculo Foliculo de Graff/
primordial secundario/ antral
crescimento

Estrutura folicular
A CG prolifera e
produzem o fluido
OP cercado pela OP rodeado por ovariano, formando o
. e antro. As CGs que
OP cercados por uma zona pelucida multiplas camadas de .
S circundam o agora
Unica camada (secretada pelas CG) GC com formato 0S se diferenciam
achatada de e uma camada de GC cuboide, mais as di
CG com o formato camadas internase | ° coroara lata & o
' . cumulus oophorus
cuboide. externas de CT.

mantém a ligacdo
entre o o6cito e 0

foliculo.
Aspectos funcionais
Estagio dependente Funcionalmente
de gonadotrofina: preparado para a
expressao aumentada ovulagéo e

Estagio independente
de gonadotrofina:
deslocamento

dos receptores de transformagéo do OP

Formado na vida pré- FSH e de estrogénio | para OS parados em

natal e 0 OP esta cuboide nas CG. CT interna metafase II. A
parado na meiose . por estimulos intra- ds[nteuza corona radiata e
: andrégenos que
ovarianos. g g qu oophorus cumulus
podem ser entao s&0 expelidos junto
aromatizados por | a0 oécito durante a
CG. oocitacéo.

Adaptado de Nicol e Yao (2015). OP: odcitos primarios; OS: odcitos secundarios; CG: células da
granulosa; CT: células da teca

Como todos os processos de formacdo dos 6érgdos reprodutores sdo altamente
dependentes de horménios e de uma complexa rede de ativacdo/repressao génica que
necessita ocorrer no intervalo de tempo correto, qualquer interferéncia neste processo
pode gerar alteracOes significativas na fertilidade destes animais na vida adulta (Picut,
Ziejewski, Stanislaus, 2018). Estes periodos sensiveis a modificacdes permanentes nos
Orgdos sao chamados de janelas criticas do desenvolvimento, e sdo de grande importancia
para os estudos toxicologicos (Mantovani e Fucic, 2014). No entanto, apesar da
importancia destas fases, ha uma escassez na literatura sobre os impactos de substancias
toxicas durante o periodo juvenil até a peripuberdade, tornando-se relevantes estudos
nesta area (Perobelli, 2014).
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CAPITULO | — “Exposure to environmentally relevant dose of benzo(a)pyrene in
juvenile male rats generated reproductive deleterious effects by impairment of
steroidogenic machinery and testicular oxidative imbalance”. Serd submetido ao

periddico “Environmental Pollution” — Fator de impacto: 9,988
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados mostraram que o BaP na dose de 0,1 ug/kg causa baixa
toxicidade sisttmica em ratos machos na puberdade. Em relacdo a toxicidade reprodutiva,
esta dose ambientalmente relevante de BaP bloqueia a agéo das enzimas esteroidogénicas
em ratos puberes logo ap6s o término da exposicdo, sem alterar a StAR e diminuindo a
expressao da tspo. O BaP também promove uma diminui¢do nas enzimas antioxidantes,
altera a morfologia dos tbulos seminiferos, desregula o eixo HHG e prejudica de forma
direta as células de suporte testiculares na idade avaliada (DPN 54). Além disso, os efeitos
deletérios sobre as células de suporte, tubulos seminiferos e alteracdo no eixo HHG foram
causados imediatamente apds a exposicdo ao BaP e permaneceram na vida adulta (DPN

120), assim como o aumento do marcador oxidativo.

Em relacdo a avaliacdo em escala transgeracional, obtivemos resultados
importantes. Primeiramente, podemos afirmar que o BaP em baixa dose foi capaz de
programar as células germinativas, a estrutura morfoldgica e vias moleculares do testiculo
destes machos. Demonstramos também que a janela critica do desenvolvimento abordada
no presente estudo, a puberdade, é crucial para o sistema reprodutivo e é negligenciada
nos estudos toxicoldgicos. Ademais, o BaP é um desregulador enddcrino capaz de gerar

heranca transgeracional.

Com relacdo a geracdo PF2, a exposi¢do ao BaP em ratos machos na puberdade
(FO) causou uma diminuicao da fertilidade em sua descendéncia da geracdo PF2, tanto a
prole feminina quanto a masculina. Na vida adulta da geracdo PF2, a produgdo hormonal
de testosterona e estradiol diminuiram, sem alterar as concentraces de gonadotrofinas.
Os machos PF2 apresentaram mais modificacdes reprodutivas do que a geracdo F1
masculina e as fémeas PF2 mantiveram as mudancas reprodutivas da geracdo F1

feminina.

Com relagéo a geracdo MF2, a exposi¢céo ao BaP em ratos machos na puberdade
(FO) provocou menos efeitos deletérios do que a PF2. Apesar disto, a diminuigdo da
progesterona nas fémeas de MF2 levou a hipertrofia uterina e reduziu o comportamento
sexual destas ratas e nos machos da MF2, a diminuicdo da enzima 5 a-redutase

desencadeou disfunc¢des no epididimo destes ratos.

Assim, o BaP causou toxicidade reprodutiva e programacdo das células

germinativas dos ratos durante a puberdade e algumas destas alteracdes reprodutivas
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permaneceram durante a vida adulta e nas geracdes seguintes. Os machos da geracéo F1
foram a geracdo menos afetada pela exposicao ao BaP indireta, porém, a PF2 (advinda da
geracdo F1 masculina) foi a mais prejudicada das trés geracOes avaliadas. As fémeas da

geracdo F1 e PF2 foram afetadas de forma semelhante.

As lacunas de informagdes sobre efeitos reprodutivos do paradigma de POHaD,
utilizando o BaP como um DE e uma dose ambientalmente relevante, foram preenchidas
com os resultados e conclusdes obtidas no presente estudo. Reforgar que o status da satde

paterna é tdo importante quanto a materna eram um dos nossos principais objetivos.

Ressaltamos ainda que o gerenciamento e avaliacdo de risco deste poluente
ambiental seja revisto e, em dUltima instancia, seja tratado como uma substancia
extremamente nociva para a reproducdo. Além disso, os efeitos nocivos de baixas doses
desta substancia podem ser igualmente prejudiciais a satde ou até mais grave do que altas

doses, considerando o periodo e a duracdo da exposicao.

Os mecanismos claros e diretos de como o BaP em dose ambientalmente relevante
gera heranga transgeracional via espermatozoide e quais informagdes ele transmite néo
sdo totalmente compreendidas e sdo necessarios estudos focados em métodos

epigenéticos.

219





