RESSALVA

Atendendo solicitagdao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertagcdo sera disponibilizado
somente a partir de 18/02/2022.



AVA
® Ay UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp JULIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu
Instituto de d

Biociéncias PG-BGA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

EFEITOS REPRODUTIVOS DA EXPOSICAO DE RATAS WISTAR AO
DIMETANOSSULFONATO DE ETANO ASSOCIADO OU NAO AO
DIEPOXIDO DE 4-VINILCICLOHEXENO: UMA NOVA ABORDAGEM
PARA O CONTROLE POPULACIONAL DE ROEDORES

KAROLINA DA SILVA TONON

Dissertagdo apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obtencéo do titulo de
Mestre no Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Geral
e Aplicada, Area de concentragdo Biologia Celular
Estrutural e Funcional

Orientadora: Prof. Dra. Wilma De Grava Kempinas

BOTUCATU -SP
2022



KAROLINA DA SILVA TONON

EFEITOS REPRODUTIVOS DA EXPOSICAO DE RATAS WISTAR AO
DIMETANOSSULFONATO DE ETANO ASSOCIADO OU NAO AO DIEPOXIDO
DE 4-VINILCICLOHEXENO: UMA NOVA ABORDAGEM PARA O CONTROLE

POPULACIONAL DE ROEDORES

REPRODUCTIVE EFFECTS OF THE EXPOSURE OF FEMALE WISTAR RATS
TO ETHANE DIMETHANESULPHONATE ASSOCIATED OR NOT TO 4-
VINYLCYCLOHEXENE DIEPOXIDE: A NEW APPROACH TO RODENTS
POPULATION CONTROL

Dissertagdo apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obtencéo do titulo
de Mestre no Programa de Pés-Graduacgéo em Biologia
Geral e Aplicada, Area de concentracio Biologia
Celular Estrutural e Funcional

Dissertation presented to the Biosciences Institute,
Campus Botucatu, S&o Paulo State University
(UNESP), to obtain the degree of Master in the General
and Applied Biology Post-Graduate Program, in the
Avrea of Structural and Functional Cellular Biology

Orientadora: Prof. Dra. Wilma De Grava Kempinas

BOTUCATU - SP
2022



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Tonon, Karolina da Silva.

Efeitos reprodutivos da exposigdo de ratas Wistar ao
dimetanossulfonato de etano associado ou nédo ao diepdxido de
4-vinilciclohexeno : uma nova abordagem para o controle
populacional de roedores / Karolina da Silva Tonon. -
Botucatu, 2022

Dissertacgdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Jalio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de
Botucatu

Orientador: Wilma De Grava Kempinas

Capes: 21007004

1. Ratos Wistar. 2. Reproducgédo. 3. Controle da populacéo.
4, Animais - Populacéo.

Palavras-chave: Controle populacional de ratos; Diepdxido de
4-vinilciclohexeno; Dimetanossulfonato de etano; Ratas
Wistar; Reproducgdo feminina.




Botucatu, 18 de fevereiro de 2022

Comissdo Examinadora:

Prof. Dra. Wilma De Grava Kempinas

Prof. Dr. André Luis Filadelpho

Dra. Josiane de Lima Rosa

Os membros da Comissao Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa, que se encontra
no processo de vida académica da aluna.

A Ata de Defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se na Sec¢éo Técnica
de Pds-Graduagdo do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu.



Dedico este trabalho a minha familia: Meus pais, Reinaldo José Tonon e Kéatia Simone da
Silva Tonon, minha irmd, Karen da Silva Tonon, e minha avé Maria Eliza Paschoalinotto
Tonon, que sdo meus maiores incentivadores e a razdo maior de tudo o que consegui
conquistar até aqui. Sem seu apoio, que me foi concedido de maneira incondicional e
ilimitada, nada teria sido possivel.

Amo voceés!!!

“I am not afraid of storms, for I am learning how to sail my ship.”

Louisa May Alcott
(Little Women)



A Deus, que me guiou até aqui. Pela protecdo e por tudo que sou e tenho, pelo amparo
encontrado em momentos de soliddo, tristeza e fraqueza. Por me levantar e ndo me deixar

desistir. Por tudo.

A minha familia: Meus pais, Reinaldo José Tonon e Kéatia Simone da Silva Tonon, e minha
irma, Karen da Silva Tonon, que sdo minha maior riqueza. Por todo incentivo e apoio em
todas as horas, boas ou dificeis, confusas ou claras. Todo meu amor a vocés, meu refugio e
fortaleza. A minha avo, Maria Eliza Paschoalinotto Tonon, minha incentivadora de todas
as horas, minha avé Irene da Silva (in memoriam), guerreira invencivel e altruista, meu avo
Cicero da Silva (in memoriam), que se foi muito cedo e deixou sua diligéncia como ligdo, e
meu avé Valter Tonon (in memoriam), homem de negdcios, visdo, inteligéncia e coracéo.
Cada um dos meus avés é ou foi um(a) batalhador(a). Um(a) méagico(a), que transforma palha
em ouro. Cada um dos meus avos é uma das minhas raizes, de onde vim. Levo comigo para

sempre no coragao.

A minha orientadora, Profa. Dra. Wilma De Grava Kempinas, por ser modelo e referéncia
de profissional, professora e pesquisadora. Por todas as oportunidades criadas para o
laboratdrio e por todos os esfor¢os para trazer o melhor para seus alunos. Pela orientacdo, dada
de bom grado e atenta as nossas necessidades, sempre realizada de forma excepcional. Por
acreditar no meu trabalho e em mim. A senhora € minha inspiracdo. Te admiro muito e tenho,

e sempre terei, muito orgulho de ser orientada pela senhora!

Ao Jorge Willian Franco de Barros, meu amigo e essa pessoa incrivel, que sempre esta
disposto a ajudar a todos, muitas vezes deixando a si mesmo para depois. Muito obrigada por
todos esses anos de amizade, de parceria no laboratorio, de risadas e sessdes karaoké. VVocé é
um arraso! Tenho certeza que vocé vai ser um pesquisador/professor incrivel! Sempre que

precisar, conta comigo! E you better work (tongue pop)!

A Mayara Silva Moura, por ser essa amiga incrivel, dedicada, atenciosa, disposta a ajudar,
gentil, engracada, parceira de festa, parceira de laboratdrio... S&o muitos adjetivos, amigal

Vocé é incrivel mesmo! Nunca deixe ninguém falar o contrario. Conte comigo sempre!



A Mariane Aparecida Pereira Silva, minha amiga de todas as horas, parceira de carona,
com quem eu divido mais de seis anos de historias de estrada e mais de vinte e trés anos de
amizade. Inteligentissima, rainha da biologia molecular, engragadissima, meio doida e aérea,
mas dona de um coracao imenso, que sO pensa em ajudar todo mundo. Vocé é maravilhosa,
amiga! Tenho orgulho de ser sua amiga! E eu estava certa no primeiro dia de aula, meu
caminho nos levaria até a biblioteca. O seu caminho nos levou até os cavalos da veterinaria
hahaha

A Ana Flavia Quiarato Lozano, minha amiga professora, pesquisadora e divulgadora
cientifica, que arrasa em tudo o que faz e faz os dias durarem 30 horas para poder fazer mais
coisas. Vocé é incrivel, amiga! Eu ndo conseguiria fazer metade do que vocé faz, ainda mais
com tanta competéncia. Muito obrigada pela sua amizade, pelas ajudas, pelos momentos
engracados, sessdes sobrenaturais (somos as netas das bruxas que VOCcés ndo conseguiram
queimar!!! hahaha), debates sobre pets/gatos e de karaoké Dancing Queen ABBA hits. Tenho

muito orgulho de ser sua amiga!

A Lethicia Valencise, minha amiga artista, que arrasa nos desenhos e nos trabalhos, rainha
das tecnologias e novidades virtuais, irma-gémea de gosto musical, parceira de karaoké
ABBA, rainhas do pop e rock antigo (I see a little silhouetto of a man...Scaramouche,
Scaramouche, Will you do the fandango?) e de debates sobre pets/gatos também. Vocé é

incrivel, amiga!!

A Patricia Vilella e Silva, pela disposi¢cdo em ajudar e ensinar e pelos momentos felizes e de

amizade. Muito obrigada por tudo, Pati! Tenho certeza que vocé serd uma professora incrivel!

A Thamiris Moreira Figueiredo, pelas conversas engracadas e pelas profundas também.

Vocé é maravilhosa! N&o deixe ninguém duvidar disso!

Ao Gustavo Aurélio Chavari, por toda a disposicdo em aprender e ajudar. Tenho muito
orgulho do seu crescimento e sei que vocé cada vez chegara mais longe. A Tais Raquel
Batissoco Dinhani e a Raquel Guedes de Oliveira Brito, pela ajuda e parceria no

laborat6rio. VVocés sdo incriveis!



Ao José Eduardo Bozano, técnico de laboratdério do Departamento de Biologia Estrutural e

Funcional, por toda a assisténcia, apoio e momentos descontraidos.

A Profa. Dra. Janete Aparecida Anselmo-Franci, pelo estoque de VCD cedido, sem o qual

a realizacao deste estudo teria sido impossivel. Muito obrigada.

A Universidade Estadual Paulista (UNESP), ao Instituto de Biociéncias de Botucatu
(IBB) e ao Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, pela infraestrutura e recursos

que permitiram a realizagédo deste trabalho.

A Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) e a Unidade de Pesquisa Experimental da
FMB (UNIPEX), pela disposi¢cdo em ajudar, cedendo infraestrutura para confec¢do das
racOes usadas neste estudo, e ao Dr. Dijon Henrique Salomé de Campos, pela disposicao e
colaboracédo na confecgéo das racgdes.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pelo
financiamento deste trabalho.

Aos meus gatos, Soraya e Rony Weasley, meus filhos adotivos que amo muito. Sem o
conforto de ter vocés sempre perto, ronronando, sendo amorosos e combatendo ansiedade,

tudo teria sido mil vezes mais dificil.

Aos animais de experimentacdo, que contribuiram com a realizacdo deste e tantos outros
estudos, sem 0s quais nao teria sido impossivel obter o conhecimento, de ndés mesmos e do

mundo que nos cerca, que temos hoje.

A Todos, que de alguma forma contribuiram para o desenvolvimento deste trabalho e da
minha formacéo profissional e pessoal, deixo aqui meus mais profundos agradecimentos.
Muito Obrigada!!!

“Anything is possible when you have the right people there to support you”

Misty Copeland



@?mea

Anualmente, mais de um milh&o de casos de leptospirose sdo confirmados no mundo. Esta
doenca endémica, que se torna epidémica em épocas de chuva, é apenas uma de muitas
zoonoses transmitidas por roedores. A profilaxia mais indicada para prevencao deste tipo de
zoonose é o controle populacional desses animais. Tendo em vista que 0s métodos atuais
utilizados neste controle, raticidas anticoagulantes, podem trazer desequilibrios ecolégicos,
contribuir para a criacdo de ambientes propicios para a transmissdo de outras doencas (geracdo
de carcacas) e séo, ainda, causadores de sofrimento animal (métodos ndo humanizados), existe
a necessidade da aplicacdo de métodos alternativos para este fim. A castracdo cirdrgica é um
método eficaz para o controle populacional de animais domésticos e muito usado na pecuaria,
para melhorar a qualidade e a maciez da carne, porém impraticavel para animais sinantropicos.
A esterilizacdo quimica, por outro lado, apresenta obstaculos quanto a escolha do composto
quimico e a via de administracdo. Em estudos realizados em nosso Laboratério, o
Dimetanossulfonato de Etano (EDS), administrado através da racéo (via oral), demonstrou
resultados promissores na castragdo quimica de ratos machos, uma vez que causa deplecdo
androgénica através de sua citotoxicidade as células de Leydig. Visto que essas células
apresentam semelhancas morfofuncionais com as células da teca dos foliculos ovarianos, o
objetivo deste trabalho é analisar os efeitos deste farmaco e do Diepoxido de 4-
vinilciclohexeno (VCD) - composto causador de morte celular em foliculos ovarianos
primordiais e primarios - sobre o sistema reprodutor feminino, além de testar seu uso conjunto,
a fim de avaliar a possivel utilizacdo de tais compostos na castracdo quimica de fémeas e como
alternativa para controle populacional de roedores. Para tanto, ratas Wistar adultas (90 dias; n
= 9 a 10/grupo) foram alocadas em 7 grupos experimentais (doses e concentracfes omitidas
por tramitacdo de solicitagdo de patente): Grupo Controle, que recebeu racdo para roedores
com veiculos; Grupo EDS G1, que recebeu EDS por via oral (gavagem) na dose 1; Grupo
EDS G2, que recebeu o dobro da concentracdo de EDS administrada aos animais do grupo
EDS G1 (via oral, gavagem); Grupo EDS R, que recebeu o composto misturado a racéo para
roedores; Grupo VCD GAV, que recebeu VCD por via oral (gavagem); Grupo VCD R, que
recebeu VCD por via oral (racdo) e Grupo EDS+VCD, que recebeu EDS e VVCD por via oral
(racdo). Apds 30 dias de tratamento, durante 0s quais 0 consumo de ragdo e 0 peso corpéreo
foram monitorados, os animais foram avaliados por 15 dias consecutivos quanto a ciclicidade
estral e seu comportamento sexual. Ao final de tais analises, as fémeas foram eutanasiadas (na
fase de estro) para coleta de érgdos e sangue. Os resultados foram analisados estatisticamente
por ANOVA seguido por Dunnett (dados paramétricos) e Kruskall-Wallis seguido por Dunn
(dados ndo paramétricos), e considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.
Houve diferencas quanto a ingestdo de racdo, principalmente quando comparadas as ratas de
grupos tratados com EDS, que apresentaram menor ingestdo do que o controle em dias
especificos. Os pesos relativos dos figados das ratas do grupo EDS G1 e os das hipofises das
ratas do grupo EDS+VCD apresentaram-se aumentados quando comparados ao controle.
Estros prolongados foram observados nos grupos EDS G2, EDS R e VCD GAV. EDS Gl e
VCD R, apresentaram menores coeficientes de lordose do que o controle. VCD GAV
apresentou menos foliculos marcados por antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e




hormdnio anti-mdlleriano (AMH), menor nimero de foliculos terciarios marcados por AMH
e menor intensidade de marcacdo de foliculos secundarios e terciarios. EDS G2 apresentou
menos foliculos tercidrios marcados por AMH, assim como EDS R apresentou menos
foliculos, no total, marcados por AMH. EDS R, ainda, apresentou menor altura do epitélio
glandular uterino. Em conclusédo, em ratos, o EDS, administrado pela via oral, parece ter
afetado o funcionamento da fisiologia reprodutiva feminina, reserva ovariana e histologia
uterina normal. O VCD, assim como o EDS, causou déficits a fisiologia reprodutiva feminina
e reserva folicular ovariana, além de danos a expressao de PCNA e proliferacdo celular. A
mistura entre as drogas parece, ainda, ter tido efeitos sobre as hipofises, além do
comportamento sexual. Portanto, EDS parece ser um composto quimico promissor para
utilizacéo na castracdo quimica e como método de controle populacional de roedores. Novos
estudos s@o encorajados para entender os efeitos do EDS na reproducdo feminina. Espera-se
que os resultados do presente trabalho possam contribuir para o desenvolvimento de um
método de castracdo quimica e de controle populacional de roedores, que seja ético, acessivel
e de ampla aplicabilidade.



hstract

Each year, more than one million cases of leptospirosis are confirmed worldwide. This
endemic disease, which becomes epidemic during rainy seasons, is just one of many zoonoses
transmitted by rats. The most indicated prophylaxis for preventing this type of zoonosis is
population control of these animals. Considering that the current methods used in this control,
anticoagulant rodenticides, can bring ecological imbalances, contribute to the creation of
favorable environments for the transmission of other diseases (generation of carcasses) and
are also the cause of animal suffering (non-humanized methods), there is a need to find
alternative methods for this purpose. Surgical castration is an effective method for population
control of domestic and in livestock animals, to improve meat’s quality and tenderness, but
impractical for synanthropic animals. Chemical sterilization, on the other hand, presents
obstacles as choice of chemical compound and the route of administration. In studies carried
out in our laboratory, Ethane Dimethanesulfonate (EDS), administered through the chow
(orally), showed promising results in chemical castration of male rats, as it causes androgen
depletion through its cytotoxicity to Leydig cells. Since these cells have morphofunctional
similarities with theca cells of ovarian follicles, the aim of this work was to analyze the effects
of this drug and 4-vinylcyclohexene Diepoxide (VCD) - a compound that causes cell death in
primordial and primary ovarian follicles - on the female reproductive system, in addition to
testing their associated use, in order to assess the possible use of such compounds in chemical
castration of females and as an alternative for rodent population control. For this purpose,
adult Wistar rats (90 days; n =9 to 10/group) were allocated into 7 experimental groups (doses
and concentrations omitted due to patent application processing): Control Group, which
received rodent chow with vehicles; EDS G1 group, which received oral EDS (gavage) at
dose 1; Group EDS G2, which received twice the concentration of EDS administered to
animals in group EDS G1 (orally, gavage); EDS R group, which received the compost mixed
with rodent chow; VCD GAV group, which received VCD orally (gavage); Group VCD R,
which received VCD mixed with rodent chow and Group EDS+VCD, which received EDS
and VCD mixed with rodents chow. After 30 days of treatment, during which chow
consumption and body weight were monitored, the animals were evaluated for 15 consecutive
days for estrous cyclicity and their sexual behavior. At the end of such analyses, the females
were euthanized (in the estrus phase) to collect organs and blood. The results were analyzed
statistically by ANOVA followed by Dunnett (parametric data) and Kruskall-Wallis followed
by Dunn (non-parametric data), and considered statistically significant when p<0.05. There
were differences in chow consumption, especially when comparing rats from groups treated
with EDS, which had lower intake than the control on specific days. The relative weights of
the livers of the rats of the EDS G1 group and of the pituitary of the rats of the EDS+VCD
group were increased when compared to the control. Prolonged estrus was observed in the
EDS G2, EDS R and VCD GAV groups. EDS G1 and VCD R, showed lower lordosis
coefficients than control. VCD GAV showed fewer follicles marked by nuclear cell
proliferation antigen (PCNA) and anti-mullerian hormone (AMH), fewer tertiary follicles
marked by AMH and less intense staining of secondary and tertiary follicles. EDS G2 had
fewer tertiary follicles marked by AMH, as well as EDS R had fewer follicles, in total, marked




by AMH. EDS R also had a lower height of the uterine gland epithelium. In conclusion, in
rats, EDS, applied orally, seems to have affected functioning of female reproductive
physiology along with ovarian reserve and normal uterine glands histology. VCD, like EDS,
caused deficits in female reproductive physiology and ovarian follicular reserve, in addition
to damage to PCNA expression and cell proliferation. The mixture between the drugs also
seems to have had effects on the pituitary, in addition to sexual behavior. Therefore, EDS
seems to be a promising drug for use in chemical castration and as a method of rodent
population control. Further studies are encouraged to understand the effects of EDS in female
reproduction. It is expected that the results of this work can contribute to the development of
an ethical, accessible and widely applicable method of chemical castration for rodents
populational control.
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Stroduede

1. O sistema reprodutor feminino

Segundo Simone de Beauvoir, “ndo se nasce mulher, torna-se mulher” (Santos MG,
2011). Embora o feminino e 0 masculino, para os humanos, estejam muito ligados a construcoes
sociais, do ponto de vista bioldgico a genética tem papel fundamental nesta determinacéo,
regendo uma sinfonia ordenada de eventos enddcrinos, embrioldgicos e fisioldgicos (Moore
KL, Persaud TVN, Torchia MG, 2013). Nos mamiferos therianos, dentre os quais estdo
incluidos os placentarios e 0s marsupiais, a determinacdo sexual esta relacionada ao gene SRY,
localizado no cromossomo Y, que, nos machos destas espécies, ativa 0 desenvolvimento dos
testiculos e a diferenciacdo das células de Sertoli (Pask A, 2016). A expressdo do gene SRY e
promove uprregulacéo direta de outro gene critico para a diferenciacdo dos testiculos, 0 SOX9
(Kuroki S et al., 2013; Pask A, 2016).

O gene SOX9 esta presente tanto em embrides masculinos (XY) quanto em femininos
(XX), na gbnada indiferenciada. Nos machos sua expressdo é upregulada, o que resulta na
translocacdo da proteina produzida ao nicleo. Nas fémeas, na auséncia do SRY (cromossomo
Y), a transcricdo do SOX9 ¢é desativada, portanto a proteina produzida permanece
citoplasmatica o que leva a gbnada a continuar seu desenvolvimento pela programacéo feminina
(Malki S et al., 2005; Pask A, 2016).

Anteriormente acreditava-se que o desenvolvimento dos ovarios acontecia de forma
passiva. Estudos recentes, entretanto, indicam a participacédo de outros genes que possuem papel
ativo induzindo o desenvolvimento do sistema reprodutor feminino. O WNT4 é um desses
genes. Estd diretamente envolvido na diferenciacdo sexual (Figura 1), sustentando a
diferenciacdo dos ductos paramesonéfricos e atuando na supressao do desenvolvimento sexual
masculino (restringindo a expressao do SOX9), além de participar da manutencao de processos
fundamentais para o ovécito e para o foliculo, como manutencdo da polaridade celular e
organizacdo da membrana basal que encapsula o complexo células da granulosa/ovocito em
foliculo ovariano (e onde células da teca se aderem). Sua expresséo nos ovarios é regulada por
uma proteina, R-spondina-1 (RSPOL1) (Bianson-Lauber A, Chaboissier MC, 2015; Prunskaite-
Hyyryléinen, R. et al, 2014; Wilhelm D, Palmer S, Koopman P, 2007). Estudos com fémeas de
camundongos desprovidas de expressdo de WNT4 constataram a formacg&o de ovarios anormais

que exibem estruturas semelhantes a tabulos seminiferos testiculares, o que indica o papel ativo



15

e importancia do gene WNT4 na determinacdo e desenvolvimento da gbnada feminina
(Richards JS, Pangas SA, 2010; Vainio S et al, 1999). Outros estudos sobre 0 WNT4, ainda,
apresentaram resultados que indicam que este gene, além de ter atuacdo importante na fase de
embriogénese, € importante também apos 0 nascimento e durante a vida adulta, controlando a
funcdo e maturacdo ovariana através do controle do horménio anti-mdilleriano (AMH)
(Prunskaite-Hyyryléinen, R. et al, 2014).

Dos genes e sua expressdo, entdo, desencadeiam-se eventos embrioldgicos. Os estagios
iniciais do desenvolvimento gonadal acontecem durante a quinta semana de gestacdo humana.
No inicio, o chamado estagio indiferenciado do desenvolvimento sexual, a area genital é
semelhante nos dois sexos e as gbnadas sdo indiferenciadas (ou também chamadas
bipotenciais). A partir da quinta semana, nos seres humanos, trés fontes principais dardo origem
as gbnadas em sua forma diferenciada: o mesotélio, epitélio mesodérmico que reveste a parede
abdominal posterior; o mesénquima, tecido conjuntivo embrionario subjacente e as células
germinativas primordiais (CGPs), primordios das células sexuais indiferenciadas (Moore KL,
Persaud TVN, Torchia MG, 2013; Bianson-Lauber A, Chaboissier MC, 2015).
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Neste periodo, uma area espessada se desenvolve ao lado do mesonefro, um rim
rudimentar provisorio que funciona por aproximadamente 4 semanas até que 0S rins
permanentes se desenvolvam e comecem a funcionar. O epitélio e 0 mesénquima subjacente se
proliferam produzindo uma saliéncia no lado medial do mesonefro, a crista gonadal. Com isso,
corddes epiteliais digitiformes, os chamados cordbes gonadais, se formam e crescem para
dentro do mesénquima subjacente, resultando em separacdo de regifes na gbnada
indiferenciada, o cortex (externo) e a medula (interna). Nos embrides do sexo feminino, que
possuem cromossomos sexuais XX, o cortex da génada indiferenciada se tornara o ovario,

enguanto que a medula regride. Ja nos do sexo masculino, que possuem Cromossomos sexuais
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XY, o cortex regride e a medula se diferencia em testiculo (Moore KL, Persaud TVN, Torchia
MG, 2013; Schoenwolf GC et al, 2016).

As CGPs, células grandes e esféricas que posteriormente dardo origem aos
espermatozoides ou aos ovocitos, surgem longe das células que dardo origem a gdnada em
desenvolvimento. Por isso, durante o desenvolvimento, migram ativamente através do embrido,
saindo de sua origem proxima das celulas endodérmicas da saco vitelinico e do alantoide tendo
como destino a regido da crista gonadal (Richardson BE, Lehmann R, 2010; Moore KL, Persaud
TVN, Torchia MG, 2013). A chegada das CGPs no mesénquima da parte dorsal do corpo, la
pela sexta semana de gestacdo, induz o epitélio celébmico a produzir células sométicas de
sustentacdo, que envolvam as CGPs. Essas células somaticas de sustentacdo se desenvolvem
em células de Sertoli, nos machos, e em células foliculares (células da granulosa), nas fémeas
(Schoenwolf GC et al, 2016).

O primeiro sinal morfoldgico da diferenciacdo ovariana, portanto, é a distingdo entre o
cortex e a medula ovariana, que ocorre com 0 desenvolvimento de “ninhos” de células
germinativas no cértex. Durante o desenvolvimento dos ovarios, os cordfes gonadais se
estendem até a medula formando uma rede rudimentar de corddes e canais gonadais, a rete
ovarii, que se degenera e desaparece. Formam-se entdo os corddes apicais, que se estendem da
superficie do ovario até mesénquima subjacente. Estes crescem em tamanho, incorporando as
células germinativas primordiais, e se dividem em grupos de células isoladas durante a 16°
semana de gestacdo (nos humanos) — os foliculos primordiais. Cada foliculo é rodeado por uma
camada de células derivada do epitélio da superficie e contém uma ovogonia, derivada de uma
CGP. As ovogonias sdo produzidas a partir de mitose durante a vida fetal e ndo séo produzidas
novas ovogonias apds o nascimento (Moore KL, Persaud TVN, Torchia MG, 2013; Pask A,
2016; Wilhelm D, Palmer S, Koopman P, 2007).
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Além das gonadas, o desenvolvimento do sistema de ductos € de extrema importancia
para a formacdo do sistema genital. Nos mamiferos, estes sistemas originam-se a partir do
mesonefro. Ambos sistemas, Mesonéfrico (de Wolff) e Paramesonéfrico (de Muiller), estdo
inicialmente presentes tanto em machos quanto em fémeas (Figura 2). O sistema mesonéfrico,
progenitor do sistema de ductos masculino, aparece como segmentos temporarios e pequenos
que se unem formando um dnico tubo continuo por toda a extensdo da crista gonadal até a
cloaca e seu término caudal. Ja o ducto paramesonéfrico, que dara origem ao sistema de ductos
femininos, forma-se pela invaginagdo de um tubo formado paralelamente ao ducto mesonéfrico
(tanto em machos quanto em fémeas), na superficie do mesonefro. Durante o desenvolvimento
normal dos mamiferos, somente se desenvolvera (totalmente) um dos dois conjuntos de ductos,
dependendo do desenvolvimento gonadal em testiculo ou ovario (Moore KL, Persaud TVN,
Torchia MG, 2013).

Na auséncia do desenvolvimento testicular, producdo de testosterona e Hormonio Anti-
Mulleriano (AMH), o ducto paramesonéfrico se desenvolveréa e formaré o oviduto, Utero e a
porcdo superior da vagina (a regido inferior deriva do seio urogenital), enquanto que o ducto
mesonéfrico, ndo se proliferard, regredindo. Nos machos, o desenvolvimento do ducto
mesonéfrico é estimulado pela testosterona produzida pelos testiculos em desenvolvimento e
dara origem ao epididimo, ducto deferente, préstata, glandulas seminais e glandulas
bulbouretrais, enquanto que o ducto paramesonéfrico regride (Wilhelm D, Palmer S, Koopman
P, 2007; Pask A, 2016). Em ratos, os eventos de degeneracdo do ducto paramesonéfrico (nos
machos) e do ducto mesonéfrico (nas fémeas) acontecem por volta do dia gestacional 17 (Hebel
R, Stromberg MW, 1986; Maeda KI, Ohkura S, Tsukamura H, 2000).

Anatomicamente, o sistema genital feminino compreende o sistema genital e o sistema

tegumentar (que inclui as mamas). Compde-se de gonadas (produtoras de gametas) e ductos ge-

Mouse

g O ; o owny
v *Uterine horn

*Uterine junction

Human

¢ * Myometrium
Fallopian
tube

*Endometrium

' + Endocervix
Ovary | » Ectocervix > Cervix
Ligament . + Vagina
Vagina + Clitoral gland

Figura 3. Anatomia do Sistema Genital Feminino (SGF). A- Desenho esquematico do SGF humano. B.
Desenho esquematico do SGF de rato (Chumduri C, Turco MY, 2021).
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nitais (por onde transitam): ovarios, tubas uterinas, vagina, glandulas anexas, 6rgéos genitais
externos e do utero (Figura 3) (Dangelo JG & Fattini CC, 2007). Os ovarios, as gonadas
femininas, sdo estruturas pares, com cerca de 10 cm de comprimento e 1cm de didmetro (em
humanos), em forma de améndoa, e que se estendem lateralmente a partir do corno do Utero.
Em ratas, possuem formas protrusas na superficie que conferem ao ovério aparéncia semelhante
a cacho de uvas. Ovérios, além de serem responsaveis pela producao de gametas (0s ovocitos)
controlam muitos aspectos do desenvolvimento e fisiologia feminina, atuando como glandula
reprodutiva, ou seja, secretando horménios (Edson MA, Nagaraja AK, Matzuk MM, 2009;
Haschek, W M, Rousseaux, CG, Wallig, MA, 2010; Moore KL, Persaud TVN, Torchia MG,
2013).

Durante a puberdade, ha ativacdo do eixo Hipotalamo-Hipofise-Gonadas (HHG) que
resulta em alteragBes na atividade hormonal e em processos fisiologicos, além de mudancas
comportamentais. Com o inicio da secrecdo de Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH),
também chamado de Horménio Liberador de Hormonio Luteinizante (LHRH), ocorre estimu-
lacdo da hipdfise a produzir horménios chamados de gonadotrofinas, o Hormonio Luteinizante
(LH) e o Horménio Foliculo Estimulante (FSH), que levam a maturacdo e ativacao funcional
dos ovarios (Figura 4). Esses passam a recrutar foliculos primordiais para se desenvolverem em
um processo chamado Foliculogénese (Figura 5), que prepara o ovécito para ovulagdo. Os
foliculos ovarianos, normalmente localizados no cértex ovariano, sdo as unidades funcionais
do ovério e contém um ovacito envolto pela camada da granulosa (correspondente as células
de Sertoli dos machos), que promove sustentacdo ao ovocito (e estrogenos), e pelas Tecas
(correspondentes as células de Leydig dos machos) (Emanuele MA, Wezeman F, Emanuele
NV, 2002; Rendi MH et al, 2012; Edson MA, Nagaraja AK, Matzuk MM, 2009; Tevosian, SG,
2013; Hawkins, SM e Matsuk, MM, 2008).

/ Hypolha\amus

Figura 4. O Eixo Hipotalamo-Hip6fise-Gonadas
(Progesterons)  Estrogen) (Emanuele MA, Wezeman F, Emanuele NV, 2002
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Nos foliculos primordiais e primarios (Figura 5) é possivel visualizar apenas uma camada
de células foliculares, diferenciadas pelo seu aspecto pavimentoso, nos primordiais, e cuboide,
nos primarios. Na presenca de FSH, os foliculos crescem com a proliferacdo de células da
granulosa, resultando em mais de uma camada de células envolvendo o ovdcito. A partir do
estagio de duas camadas inicia-se a formacdo da teca. Andrégenos produzidos pela teca interna
sdo convertidos em estrégeno na camada da granulosa pela enzima aromatase, resultando em
um aumento de estrégeno intrafolicular. Foliculos que apresentam mais de uma camada de
células da granulosa séo classificados como Foliculo Secundario ou Em Crescimento. Estes,
apo6s acumulo de liquido em seu interior, desenvolvem uma cavidade, o antro, sendo entdo
classificados como Foliculos Antrais. Um pico de LH desencadeia a ovulacdo, processo onde
héa liberacdo do ovocito (juntamente com liquido e algumas células da corona radiata, parte da
granulosa). O foliculo que passou por ovulacdo passa, entdo, por um processo de luteinizacao
e suas células adquirem capacidade de produzir progesterona (Hawkins, SM e Matsuk, MM,
2008; Magoffin DA, 2005; Hall, J. E., Guyton, A. C., 2017).

Secondary = —
Follicle =~
Recruitment ~~ LN
\ Primary
Follicles

Primordial

Follicle Tertiary

Graafian
Follicle

Figura 5. Foliculogénese. O processo de Foliculogénese iniciando-se com o recrutamento de foliculos
primordiais, evolucao a foliculos primérios, foliculos secundarios, foliculos antrais e ovulagdo. A autora.
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Os ovacitos primérios (ovdcitos I) sdo células precursoras dos gametas produzidas a partir
de mitose das ovog6nias, pouco antes do nascimento. A partir da puberdade, 0s ovocitos
retomam a meiose iniciada na vida pré-natal e os ovocitos primarios (ovacitos 1) se transformam
em ovocitos secundarios (ovocitos 1) apos liberacdo do primeiro corpusculo polar e diviséo de
material genético. Com a ovulagdo, ha liberacdo do ovacito Il para a tuba uterina, sendo que
este seré transportado até o Gtero. A meiose ndo se completa. E interrompida na metéafase 11 e
s0O sera retomada com a fertilizagdo do ovocito, quando enfim o évulo sera produzido (Hall, J.
E., Guyton, A. C., 2017; Maeda K, Ohkura S, Tsukamura H, 2000).

Outro 6rgdo de extrema importancia para o trato reprodutor feminino dos mamiferos é o
utero. O Utero € um 6rgdo muscular que pode ser dividido em quatro regides principais: o fundo,
0 corpo, o istmo e a cérvice. O fundo esté localizado na regido superior do Utero e é o local
onde usualmente ocorre a implantacdo do blastocisto, no caso de gravidez. O corpo, como 0
préprio nome diz, constitui 0 maior segmento do Utero e € ligado a cérvice através do istmo. A
cérvice, por sua vez, liga a vagina ao Utero. Histologicamente, o Gtero é formado por trés
principais camadas: endométrio, miométrio e perimétrio. (Bates GW, Bowling M, 2013;
Gasner, A, P.A.A, 2021). Nas ratas, o Utero € bicorno, apresentando dois cornos laterais que se
unem distalmente em um unico corpo (Rendi MH et al, 2012). Este 6rgédo, tanto em ratas quanto
em outros mamiferos, € regido por processos ciclicos (ciclos ovarianos) resultantes da acdo dos
hormdnios liberados pelo ovario, estrogeno e progesterona, que resultam em mudancas
periddicas em sua morfologia (ciclo uterino).

Na maioria dos mamiferos ndo-primatas a reproducdo feminina é coordenada pelo

chamado Ciclo Estral (Figura 6). Este, é dividido em quatro fases principais: Proestro, fase em
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que, ao analisar o lavado vaginal ao microscopio ético, processo utilizado para analise do ciclo
em ratas, é notada predominancia de células epiteliais nucleada; Estro, fase em que ha
predominancia de células queratinizadas em que as fémeas estdo sexualmente receptivas (assim
como no fim do proestro) e ocorre a ovulacdo; Metaestro, fase em que ha iguais proporcoes
numericas entre os tipos celulares; Diestro, fase onde h& predominio de leucécitos (Rendi MH
et al, 2012; Marcondes FK, Bianchi FJ, Tanno AP, 2002). Nas mulheres e em outros primatas,
o ciclo ovariano é chamado Ciclo Menstrual (Figura 7), onde padrdes ritmicos hormonais

organizam cascatas de eventos que resultam em trés fases distintas: Fase Proliferativa (Folicu-
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0 5 T 20 s Gilbert SF (2013). Developmental Biology. Sinauer
Day of menstrual cycle ASSOCIatES, |nC)

lar), Fase Secretora (Lutea) e Fase Menstrual. Estas determinam, principalmente, o exato
momento da ovulacdo, coordenando ovario, Utero e todo o organismo e preparando-o0s para uma
potencial gravidez (Moore KL, Persaud TVN, Torchia MG, 2013).

As ratas, como outros mamiferos ndo-primatas, apresentam ciclos estrais (Maeda K,
Ohkura S, Tsukamura H, 2000). S&o animais de grande potencial reprodutivo, podendo gerar
até 13 filhotes por ninhada (Chahoud, I., & Paumgartten, F. J., 2009). Sabendo, ainda, que 0s
filhotes dessas ratas podem ter seus proprios filhotes em menos de 2 meses apds 0 nascimento
(Fuochi S. et al, 2022), pode-se considerar que a superfertilidade das ratas seja um problema,

ja que os ratos sdo animais transmissores de zoonoses (Himsworth CG et al, 2014).
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Cionelusio

Em conclusdo, o dimetanossulfonato de etano, misturado a racdo, parece ter afetado a
fisiologia reprodutiva feminina de ratas, induzindo estros prolongados e irregularidade no ciclo,
além de diminuir a receptibilidade sexual. Também parece ter impactado as reservas foliculares
ovarianas de AMH (com base na analise imuno-histoquimica) e o epitélio glandular uterino,
podendo ter afetado a fertilidade das ratas. Todos esses efeitos parecem estar ligados a uma
potencial diminuicdo de androgenos causada por essa droga. O diepdxido de 4-vinilciclohexeno
neste estudo, aplicado por gavagem, causou estros prolongados, déficits na expressdo de AMH
dos foliculos e diminuicdo de proliferacdo de células da granulosa de foliculos, reduzindo a
expressdo de PCNA. A associacdo das drogas parece ter, ainda, afetado a hipdfise, além do
comportamento sexual. Contudo, os efeitos do EDS parecem ser bem mais sutis em fémeas do
gue em machos, em ratos. Novos estudos séo encorajados para 0 melhor entendimento dos
efeitos do EDS sobre fémeas. Esperamos contribuir com a criacdo de um método de controle

populacional de roedores humanizado, acessivel e de ampla aplicabilidade.
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