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RESUMO

A fertilidade masculina e a espermatogénese estdo diretamente ligadas & capacidade das
células de Sertoli em produzir fatores associados ao desenvolvimento das células
germinativas. As células de Sertoli expressam receptores para FSH e testosterona e sdo 0s
principais reguladores da espermatogénese. Aproximadamente 60-70% dos casos de
infertilidade masculina sédo considerados idiopaticos, devido aos mecanismos moleculares
envolvidos na espermatogénese ainda serem desconhecidos. Estudos recentes relatam que 0s
microRNAs (miRNAs), sdo capazes de modular a funcdo testicular durante a
espermatogénese e sua expressdo alterada pode estar envolvida na infertilidade masculina.
miRNAs podem desempenhar papel importante na resposta aos xenobidticos que tém todas as
consequéncias adversas para a salude. Um grupo importante de compostos organicos com
potencial toxico sdo as dioxinas, como o 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD).
Modelos experimentais de exposi¢cdo ao TCDD, em camundongos, demonstraram que sua
exposicdo provoca baixa contagem de espermatozoides e atraso na puberdade. Neste estudo,
analisamos o efeito do TCDD nas células de Sertoli humanas in vitro apds 72h a uma dose de
10nM. Nossos resultados mostraram que as enzimas antioxidantes catalase, superéxido
dismutase e glutationa peroxidase diminuiram sua atividade e confirmaram o estresse
oxidativo causado pelo TCDD nesse tipo celular. 78 miRNASs apresentaram expressao
alterada, com regulacdo positiva de 73 e regulacdo negativa de 5 miRNAs quando
comparados ao grupo controle. Com relacdo ao perfil de expressdo génica, 51 genes se
apresentaram desregulados, dos quais 46 com regulacdo positiva e 5 genes com regulacédo
negativa. Trés tRNAsr egularam sua expressdo negativamente devido a exposi¢cdo ao TCDD.
Além disso, 30 piRNAs se mostraram desregulados, 17 com regulacdo positiva e 13 com
regulagéo negativa ao comparar os grupos. 7 diferentes familias matriz de sitios de ligagdo de
fatores de trancricdo apresentaram expressdo diferencial estatisticamente significante nas
células de Sertoli ap6s exposicdo ao TCDD. Vérias vias se mostraram alteradas por agdo do
agente toxico. Alem disso, nosso estudo mostrou um baixo numero de genes similares entre
0S mais expressos entre humanos, ratos e camundongoso que reflete a fisiologia de cada
espécie e alerta sobre o cuidado ao utilizar modelos animais como substitutos para a

exposi¢cdo humana.

Palavras-chave: células de Sertoli, TCDD, miRNAs, RNAseq, infertilidade.



ABSTRACT

Male fertility and spermatogenesis are directly linked to the ability of Sertoli cells to produce
factors associated with the development of germ cells. Sertoli cells express receptors for FSH
and testosterone, and are the major regulators of spermatogenesis. Approximately 60-70% of
male infertility cases are considered idiopathic, due to the molecular mechanisms involved in
spermatogenesis are still unknown. Recent studies report that microRNAs (miRNAs) are
capable of modulating spermatogenesis in testicular function and its altered expression may
be involved in male infertility. miRNAs may play a role in response to xenobiotics that have
all the adverse consequences for health. An important group of organic compounds that are
potentially toxic are the dioxins such as 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).
Experimental models of exposure to TCDD in mice showed that its exposure causes low
sperm count and delayed puberty. In this study, we analyzed the effect of TCDD on human
Sertoli cells after a exposure of 72h in vitro at a dose of 10nM. Our results showed that the
antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase decreased
their activity and confirmed the oxidative stress caused by TCDD in this cell type. 78
miRNAs showed altered expression with upregulation of 73 miRNAs and downregulation of
5 miRNAs compared to the control group. Regarding the gene expression profile, 51 genes
showed deregulated, of which 46 genes with upregulation and downregulation of 5 genes.
Three tRNAs were downregulated due to exposure to TCDD. Furthermore, 30 piRNAs
proved deregulated, 17 piRNAs with upregulation and 13 with downregulation when
comparing the groups. 7 different matrix families of transcription factor binding sites showed
statistically significant expression in Sertoli cells after exposure to TCDD. Several pathways
have been altered by the action of the toxic agent. Furthermore, our study showed a low
number of similar genes among the most expressed among humans, rats and mice, which
reflects the physiology of each species and alerts the caution when using animal models as

substitutes for human exposure.

Key words: Sertoli cells, TCDD, miRNAs, RNAseq, infertility.
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1. INTRODUCAO

1.1. Infertilidade

Um casal é considerado infértil quando ndo obteve gravidez ap6s 12 ciclos de
relacionamento sexual, sem o uso de qualquer método de anticoncepcdo (Zegers-Hochschild
et al., 2009). A literatura descreve diferentes etiologias para a infertilidade. Algumas causas
s80 mais comuns em certos paises que outros, tais como doencas inflamatdrias pélvicas
e infecgdes sexualmente transmissiveis (Kamel, 2010). Habitos pessoais também podem
influenciar a fertilidade, como o uso abusivo de alcool e cigarro (Kamel, 2010). A
infertilidade acomete 10-15% dos casais em idade reprodutiva e o fator masculino pode ser
responsavel por 30-50% dos casos (Boivin et al., 2007). A avaliacdo inicial nho homem
subfértil inclui minuciosa anamnese, andlise do espermograma e dosagens hormonais. No
entanto, a andlise seminal normal ndo estd necessariamente relacionada ao potencial de
fertilidade ja que ndo avalia a funcdo do espermatozoide, mas somente a morfologia e

contagem espermatica (Samplaski et al., 2010).

1.2. Gametogénese Masculina

Os testiculos, as gbnadas masculinas, sdo compostos por um emaranhado de tabulos
seminiferos envoltos por uma tunica fibrosa denominada tunica albuginea. O testiculo é
subdividido em Iébulos através de septos que partem dessa tunica. Em cada lébulo encontra-
se de dois a trés tubulos seminiferos que convergem para a zona posterior do testiculo

formando a rede testicular (Croxford et al., 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Tabulos Seminiferos: figura esquematica que representa um corte sagital testicular
e um tubulo seminifero mostrando células de varios estagios da espermatogénese (painel da
esquerda). E o testiculo formado por um emaranhado de tdbulos seminiferos, convergindo
para a formacdo da rede testicular e finalizando no epididimo (painel da direita) (Krawetz,
2005).

No tabulos seminiferos sdo observadas células de grande dimensdo, as células de
Sertoli, e o epitélio germinativo propriamente dito, que origina o0s espermatozoides (Figura 1
e Figura 2). Encaixadas no espaco entre as circunvolucdes dos tubulos seminiferos podem-se
ver as células intersticiais ou de Leydig, responsaveis pela producdo dos hormonios sexuais
masculinos, testosterona e desidroepiandrosterona (DHEA), responsaveis pelo
desenvolvimento dos 6rgdos genitais masculinos e dos caracteres sexuais secundarios
(McAninch, J. W.; Tanagha, 2010).
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Figura 2. Seccdo sagital do epitélio seminifero com as células germinativas e células de
Sertoli. As células de Sertoli ttm uma grande superficie dividindo o epitélio germinativo em
compartimento basal e adluminal. O compartimento basal contém espermatogdnias na fase
pré-leptoteno e o compartimento adluminal contém o0s espermatocitos, espermatides e

espermatozoides (Jungueira, L.C.; Carneiro, 2013).

A espermatogénese, processo responsavel pela producdo dos gametas masculinos,
ocorre nos tdbulos seminiferos dos testiculos e divide-se em quatro fases importantes:
Multiplicacdo, Crescimento, Maturacdo e Diferenciacdo ou Espermiogénese. Tem inicio nos
estagios embrionarios, diminuindo acentuadamente a partir dos 50 anos de idade (Samplaski
etal., 2010).

1.3. Células de Sertoli

As células de Sertoli sdo células somaticas piramidais que possuem uma grande area
de superficie, ocupam aproximadamente 17-19% do volume do epitélio seminifero em ratos,
dessa forma, possibilitam o desenvolvimento de um grande nimero de células germinativas
na porcentagem estimada em 1:50 no testiculo de ratos adultos (Weber et al., 1983) (Figura
3). O numero dessas células no epitélio testicular pode determinar o tamanho testicular, o
namero de células germinativas por testiculo e a producdo de espermatozoides propriamente

dita. Além disso, as celulas de Sertoli sdo responsaveis por proporcionar um ambiente
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protegido e altamente especializado, no interior dos tdbulos seminiferos, para o
desenvolvimento das células germinativas. As células de Sertoli sdo conectadas por jungdes
comunicantes, denominadas juncdes gap, que possibilitam a troca idnica e quimica entre as
células, o que é importante para a coordenagdo do ciclo do epitélio seminifero. Células de
Sertoli adjacentes sdo unidas por jun¢des ocludentes, também conhecidas por tight junctions,
situadas nas suas paredes baso-laterais, formando a denominada barreira hematotesticular. No
inicio da meiose, as células germinativas ultrapassam a barreira para o interior do epitélio
seminifero e, a partir desse momento, tornam-se dependentes das células de Sertoli para o
fornecimento de nutrientes e fatores de crescimento para o seu desenvolvimento (Mruk and
Cheng, 2004).

Figura 3. A célula de Sertoli (CS) estende-se desde a Idmina basal (LB) até a luz do epitélio
germinativo, onde se observa, na porcao apical, véarias espermatides em diferenciacdo (Spd);
nucleo da CS em destaque (n); células miodides (CM) sustentando o tdbulo seminifero.
Aumento: 3300X; modificado de SKINNER (2005).



A fertilidade masculina e o processo de espermatogénese estdo diretamente
relacionados a capacidade das células de Sertoli em produzir fatores determinantes para o
desenvolvimento das células germinativas (Griswold, 1998).

As células de Sertoli sdo responsaveis pelo fornecimento de substancias necessarias
para 0 metabolismo das células germinativas (lactato, transferrina, proteinas andrégeno-
dependentes); fatores de crescimento [fator de célula-tronco, fator transformador de
crescimento alfa e beta (TGF-o ¢ TGF-B — Transforming Growth Factor)], fator de
crescimento homdlogo a insulina (IGF-1 — Insulin-like Growth Factor), fator de crescimento
fibroblastico (FGF; Fibroblast Growth Factor), fator de crescimento epidermal (EGF;
Epidermal Growth Factor) e hormdénios que regulam o desenvolvimento das estruturas
reprodutivas masculinas , substancia inibidora-mulleriana (MIS) e inibina (Skinner, 2005).

Além disso, as células de Sertoli também produzem a Proteina Ligadora de
Androgenos (ABP) (Santiemma et al., 1992) que é uma glicoproteina que se liga
especificamente a testosterona ou a di-hidrotestosterona, tornando-os menos lipofilicos e mais
concentrados nos tubulos seminiferos e é responsavel pela manutencdo do microambiente,
bem como para permitir a espermatogénese nos tubulos seminiferos e a maturacdo

espermaética no epididimo (Ma et al., 2015).

1.4. Pequenos RNAs ndo-codificantes (SNncRNAS) e a Infertilidade Masculina

Apesar da producdo de espermatozoides ser peca fundamental para a fertilidade do
homem, estudos sugerem que 60-70% dos casos de infertilidade masculina sdo considerados
idiopéticos, uma vez que os mecanismos moleculares envolvidos na espermatogénese ainda
sdo desconhecidos (Wu et al., 2010). Estudos recentes relatam que moléculas reguladoras de
RNA, tais como os microRNAs, sdo capazes de regular a fungdo testicular durante a
espermatogénese e sua expressao alterada pode estar envolvida com varios fatores da
infertilidade masculina (Lian et al., 2009; Abu-Halima et al., 2013). Os Piwi- interacting
RNAs (piRNAs) sdo também sncRNAs e formam complexos de RNA-proteina atraves de
associacfes com proteinas da familia PIWI que sdo basicamente restritas a linhagem
germinativa (Thomson and Lin, 2009). Estes complexos piRNA foram relacionados ao
silenciamento génico dos retrotransposons por vias epigenéticas ou pés-transcricionais e por
outros elementos genéticos na linhagem germinativa, em particular durante a
espermatogénese (SIOMI et al.,, 2011). SHARMA et al. (2015) também relataram a
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importancia dos RNAs transportadores (tRNAs) durante o processo de espermatogénese, isto

é, a regulacgdo de retro-elementos end6genos ativos no embrido pré-implantagao.

1.5. MicroRNAs e a regulacéo expressdo génica

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs reguladores néo-codificantes
(sncRNAs), com tamanho variando de 17 a 25 nucleotideos (ver miRBase,

http://microrna.sanger.ac.uk/). A definicdo de miRNA ¢ baseada na sua formacéo pela acéo da

enzima RNase Il (Dicer), uma RNase que processa precursores com estrutura de hairpin
(conhecidos como pré-miRNA) originando 0 miRNA maduro (Ambros et al., 2003). Os
miRNAs reprimem pos-transcricionalmente a expressdo génica pelo reconhecimento de locais
complementares na regido 3’ nao traduzida (3’ UTR) de seus RNAs mensageiros (MRNA)
alvos podendo causar também sua degradacéo.

A biogénese de um miRNA comega com a sintese de um longo transcrito primario
conhecido como pri-miRNA. Os pri-miRNAs séo preferencialmente transcritos pela RNA
polimerase 1l e mantém caracteristicas tais como estrutura de cap na sua regido 5’ e cauda
poli (A) na sua regido 3’ (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004; Kim, 2005).

No ndcleo, o pri-miRNA é processado para pre-miRNA pela enzima RNAse Il
(Drosha), a qual requer um cofator, a proteina DGCR8 (DiGeorge Syndrome critical region
gene 8) em humanos (Pasha em D. Melagonaster e C. Elegans) (Landthaler et al., 2004;
Gregory et al., 2004; Denli et al., 2004; Han et al., 2004; Lee et al., 2003). A DGCR8 forma
com a Drosha um grande complexo conhecido como complexo microprocessador, que em
humanos possui ~ 650 kDa (Gregory et al., 2004; Han et al., 2004). Esse complexo
microprocessador reconhece e cliva o pri-miRNA, originando uma molécula com estrutura de
hairpin de aproximadamente 60 pb, o pré-miRNA (Zeng and Cullen, 2005; Han et al., 2006).
Um subconjunto de miRNAS, conhecidos como miRtrons utiliza uma via alternativa, na qual
0s pré-miRNAs sdo derivados como produtos secundarios de um evento de splicing, sem a
necessidade de processamento pela Drosha (Berezikov et al., 2007; Ruby et al., 2007;
Okamura et al., 2007). Apds o processamento nuclear, cada pré-miRNA é exportado para o
citoplasma pela exportina-5 (EXP5), membro da familia de receptores de transporte nuclear
(Yi et al., 2003; Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004) sendo convertido para miRNA
maduro e funcional pela Dicer (Hutvagner et al., 2001). Ap6s a clivagem pela Dicer, a

molécula de dupla fita de RNA com aproximadamente 22 nucleotideos associa-se a proteina
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Argonauta para formar o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) (Kim et al.,
2009). Uma das fitas de aproximadamente 22 nucleotideos do RNA dupla fita permanece na
proteina Argonauta como o miRNA maduro (fita guia ou miRNA), enquanto a outra fita é
degradada (Rand et al., 2005). O complexo miRNA-RISC interage com sitios ligantes da
regido 3' UTR do RNA mensageiro alvo inibindo a expressdo ou degradando o RNA
mensageiro alvo (Lee and Dutta, 2009; Lim et al., 2005). A interacdo entre 0 RNA
mensageiro alvo e o complexo miRNA-RISC ocorre devido a complementaridade total ou
parcial de uma sequéncia de 5-7 nucleotideos do miRNA, chamada de sequéncia seed, e do
RNA mensageiro alvo (Lee and Dutta, 2009; Sen and Blau, 2005) (Figura 4).

RNA polymerase Il
transcription
I Pri-miRNA

l Microprocessor

complex
Nucleus E

Pre-miRNA

Mature miRNA
' within RISC Translational
Exportin 5

repression
argetm
Cytoplasm i 7
— I[II mRNA cleavage

Pre-miRNA miRNA duplex T~
al Target mRNA -

Figura 4. Esquema representativo da biogénese dos microRNAs (Goodall et al., 2013).

Os miRNAs nédo sdo apenas reconhecidos por reprimir a tradugdo, em determinadas
condi¢cBes podem também ativa-la (Vasudevan and Steitz, 2007). Alguns miRNAs foram
relatados por ativar a tradugcdo de mRNA (Vasudevan and Steitz, 2007; @rom et al., 2008).
Por exemplo, células sob condigdes de privagédo de soro, o complexo AGO2-miR369-3 ligado
ao 3-UTR do mRNA do fator de necrose tumoral-a (TNF- o) atua recrutando a proteina
FXR1 (fragile X-related protein 1) estimulando a traducdo (Vasudevan and Steitz, 2007).
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Outros exemplos do efeito estimulador de miRNAs inclui a interagdo do miR-10a com a
regido 5-UTR de mRNAs que codificam para proteinas ribossomais estimulando a tradugédo
destes MRNAs em resposta ao estresse ou a escassez de nutrientes (drom et al., 2008). Alem
disso, miRNAs podem interagir diretamente na regido oligopirimidina 5' terminal (5'-TOP),
um motif caracteristico de mMRNAs que codificam proteinas ribossomais e alguns fatores de
traducdo. Um outro exemplo, 0 miR-122, um miRNA especifico do figado, estimula a
traducdo do RNA do virus da hepatite C (HCV) possivelmente por aumentar a leitura pelos
ribossomos da regido IRES (internal ribosome entry site) dos mRNAs (Henke et al., 2008).
Com base nestes resultados, 0 miR- 122 tem sido relatado por atuar como acompanhante que
modifica a estrutura do RNA facilitando o acesso dos ribossomos a0 mRNA do HCV. No
entanto, novos experimentos sdo necessarios para compreender o motivo que 0 miR-122
aumenta a traducdo ao se ligar ao HCV 5'-UTR, inibindo a tradu¢do de mRNAs ao se ligar ao
3'-UTR (Jopling et al., 2008).

Os miRNAS séo expressos em muitas espécies, em uma grande variedade de tecidos,
durante todas as fases de desenvolvimento. Até o momento, centenas de miRNAs foram
identificados, cada um dos quais pode regular varios genes. PredicBes computacionais
indicam que mais de um ter¢o de todos os genes humanos podem ser alvos de miRNAs
(Lewis et al., 2005). Os miRNAs foram funcionalmente ligados ao desenvolvimento celular
embrionario, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e respostas ao estresse.

1.6. Os microRNAs e a espermatogénese

Os miRNAs sdo altamente expressos nas células germinativas. Devido a funcdo
repressora pos-transcricional e as modificagbes na cromatina serem extremamente
importantes durante a espermatogénese e 0s miRNAs serem altamente expresso nas células
germinativas pré e pds meiodticas (Ro et al.,, 2007; Chang et al., 2012), os miRNAs
provavelmente desempenham um papel importante na funcdo e no desenvolvimento
testicular.

Além das fungdes especificas nas células germinativas, o0s miRNAs desempenham um
papel igualmente importante no desenvolvimento das células de Sertoli: um estudo em
camundongos knockout para Dicer, especifica para células de Sertoli, durante os estagios
embrionarios (utilizando a linhagem AMH-cre de camundongos) resultou em disgenesia

testicular devido a alteracdo na arquitetura das células de Sertoli logo no primeiro dia pos-
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natal (Papaioannou et al., 2009). No entanto, pouco se sabe sobre o papel dos miRNAs nas

fungdes de celulas de Sertoli em animais adultos e em linhagens humanas dessas células.

1.7. Os microRNAs e os xenobidticos

Alguns dos processos celulares regulados pelos miRNAs sdo a apoptose, 0
crescimento celular, o armazenamento de gordura, a secre¢do de insulina e a iniciacdo e
progressdo do cancer (Grimm et al., 2006; Tsuchiya et al., 2006; Gaur et al., 2007). Os
miRNAs podem desempenhar um papel importante na resposta a xenobidticos quimicos e
suas consequéncias a saude, causando doencas. FUKUSHIMA et al. (2007) demonstraram
que a exposicao de ratos a substancias toxicas ao figado, tais como acetaminofeno ou o
tetracloreto de carbono provocou alteragdo na expressdo de varios miRNAs. Em outro estudo,
o tamoxifeno, um hepatocarcin6geno potente, estava correlacionado com o aumento na
expressao de miRNAs (miR-106a, and miR-34) associados a varios oncogenes (Pogribny et
al., 2007). Ha relatos que demonstram que o tabagismo também pode causar mudancas no
perfil de expressdao de miRNAs como let-7, miR-10, miR-26, miR-30, miR-34, miR-99, miR-
122, miR-123, miR-124, miR-125, miR-140, miR-145, miR-146, miR-191, miR-192, miR-
219, miR-222, e 0 miR-223 (lzzotti et al., 2009). Também tem sido demonstrado que maes
fumantes podem apresentar alteracdes nos niveis de expressdo de miRNAs relacionados com
0s processos de crescimento e desenvolvimento celular (Maccani et al., 2010). Da mesma
forma, outros agentes quimicos, tais como o bisfenol A, também estdo listados por causar
alteracdo da expressdo dos miRNAs in vitro (Avissar-Whiting et al., 2010). Apesar de esses
estudos sugerirem que os miRNAs podem regular a toxicidade mediada por substancias
quimicas e do potencial papel dos miRNAs como moduladores de vias genéticas associadas a
toxicidade ambiental, ndo ha dados suficientes que elucidam o papel dos miRNAs sobre as
células de Sertoli humanas e, em consequéncia, sobre os fatores regulatorios da

espermatogénese humana apds exposic¢do a um agente toxico.

1.8. 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)

Um grupo conhecido de compostos toxicos sdo as dioxinas, que sdo substancias
lipofilicas que resistem & degradacdo bioldgica e ambiental. Setenta e cinco congéneres de
dioxinas e 135 congéneres de furano compdem a complexa mistura de dioxinas, dos quais 7 e
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10 congéneres sdo, respectivamente, capazes de se ligar e ativar o receptor Aril
hidrocarboneto (AhR). Dos 209 congéneres de bifenilos policlorados (PCB), doze tém o
potencial de ativar o AhR (Van den Berg et al., 2006) (Figura 5). Estudos em animais
mostram que o TCDD é considerado o contaminante ambiental com maior toxicidade e, dessa
forma, é também significativo para a sadde humana (Denison and Nagy, 2003; Schecter et al.,
2006).

O TCDD ¢ introduzido no nosso ambiente em grande parte como um subproduto
indesejado de processos industriais, como a incineracdo e a queima de combustiveis fdsseis,
embora as erupcBes vulcénicas e os incéndios florestais também contribuam para a carga
ambiental global das dioxinas. Entre as populacbes humanas e animais, a ingestdo de
alimentos contaminados € a principal fonte de exposicao a dioxina, especialmente o0s ricos em
gordura, como leite, queijo, carne, peixe, fast foods e o leite materno (Harrad et al., 2003;
Pompa et al., 2003; Schecter et al., 2002; Malisch and Kotz, 2014). Infelizmente, estes
compostos sdo resistentes a degradacdo quimica ou bioldgica e, portanto, exibem um grau
significativo de bioacumulacdo e persisténcia ambiental (Birnbaum, 1994). No entanto,
padrdes de emissdo mais rigorosos e reducdo da poluicdo nos paises do primeiro mundo
levaram a uma queda significativa na exposi¢do ao TCDD em residentes nos Estados Unidos,
Canada, Alemanha e Franca nos Gltimos 30 anos. Estima-se que a carga corpérea de TCDD
nos cidaddos nesses paises seja de aproximadamente duas partes por trilhdo de lipidios
ajustados (ppt), abaixo do estimado 20 ppt no inicio dos anos 70 (Aylward and Hays, 2002).
Em contrapartida, a emissdo de TCDD e outros agonistas de AhR ndo estd em declinio em
muitos paises em desenvolvimento, como consequéncia da queima incompleta de lixo,
queima de lixo eletrdnico e habitos de cozimento indoor. Assim, 0s encargos corporais nos
paises menos desenvolvidos podem ser significativamente mais elevados do que o0s
observados acima (Archibong et al., 2012; Vanker et al., 2015). E importante notar que
padrdes climaticos podem transportar contaminantes aéreos longe de seu local de origem
(Ramos et al., 2016), reduzindo a capacidade de qualquer nagdo de eliminar completamente
esses toxicos de seu ambiente. Além disso, o TCDD foi classificado como "curvas dose-
resposta ndo-monotdnicas"”, o que significa simplesmente que os efeitos de baixa dose ndo
podem ser previstos por extrapolar os efeitos observados a uma dose elevada. O TCDD, néo
sO tém impacto negativo em sistemas humanos e animais em doses elevadas, mas também
pode ter efeitos igualmente prejudiciais, embora diferentes, em doses baixas (Bruner-Tran et
al., 2016).
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O AhR é um receptor que participa de processos fisiologicos essenciais como
crescimento celular, morte e diferenciacdo, sendo também um importante regulador de
processos reprodutivos masculinos (Hansen et al., 2013). Quando o AhR esté inativo, ele se
encontra no citoplasma ligado a chaperonas. No momento em que ocorre a interagdo com o
ligante, no caso o TCDD, o receptor transloca-se para o nucleo, dissocia-se das chaperonas, e
interage com o ARNT (translocador nuclear do receptor aril-hidrocarboneto). O complexo
AhR-ARNT torna-se ativo e se liga ao DNA em elementos de resposta a xenobioticos (XRE),
atuando, dessa forma, na regulacdo da expressdo de varios genes e desencadeando, assim,
uma resposta celular (Jackson and Mitchell, 2011). A maior parte dos genes alvo envolvidos
na ligacdo AhR-ARNT, como por exemplo, Citrocomo P450 1Al (CYP1A1l1), CYP1B1,
repressor do AHR (AHRR) (MacPherson et al., 2014), possuem XRE na sua regido
reguladora, indicando que o composto ativado com AhR regula positivamente a expressdo dos
genes, por estarem diretamente ligados as sequéncias XRE (Mimura and Fujii-Kuriyama,
2003) (Figura ).

O AHRR pertence ao extenso grupo das proteinas homologas bésicas helice-loop-
helice para Per/Arnt/Sim (bHLH-PAS) e sdo evolutivamente conservadas (Puga et al., 2002).
Essa proteina inibe tanto a atividade de transcricdo do AhR induzida pelos xenobidticos
quanto a transcricdo ativa nas diversas espécies. Mesmo o AhR e o0 AHRR sendo duas
proteinas altamente divergentes, o0 AHRR compartilha uma alta identidade de aminoacidos
com o AhR no terco N-terminal da proteina (~275 aa) contendo a base bHLH e dominio Per-
ARNT-Sim “A” (PAS-A), desse modo, o AhR ira competir com seu repressor para formar um
heterodimero com ARNT e se ligar ao XRE (Hahn et al., 2009).

A expressdao de AHRR ¢é estudada em tecidos humanos e animais, bem como em
varias linhagens celulares. Em tecido humano adulto, a expressédo mais elevada do mRNA foi
encontrada nos testiculos, seguido do pulmdo, ovério e do bago (Tsuchiya et al., 2003;
Yamamoto et al., 2004). Testiculos de ratos também apresentam elevada expressdo de AHRR
(Korkalainen et al., 2004), mas a razdo para esta expressao testicular elevada ndo é conhecida.
Curiosamente, a expressao constitutiva de CYP1AL é baixo nesse tecido e especula-se que 0s
altos niveis de expressdo de AHRR protegem este delicado tecido contra os metabdlitos
toxicos gerados por CYP1AL através de supressdo de transcrigdo constitutiva de CYP1A1
(Yamamoto et al., 2004).
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CYP1A1,CYP1B1,CYP1A2 &
AHRR Gene Expression

Figura 5. via do AhR e sob acdo do TCDD (Gen Globe, Qlagen- EUA). Disponivel em:
http://tinyurl.com/nsvvswa3.

O TCDD é um contaminante ambiental que tem um amplo espectro de efeitos toxicos,
incluindo a inducdo de grave perda de peso, exercendo fetotoxicidade e teratogenicidade
(Couture et al., 1990). Wolf e colaboradores (1999) relataram que a administracdo de baixas
concentragdes do TCDD, durante a gestacdo de camundongos, altera o desenvolvimento
reprodutivo fetal. Nas fémeas, ocasiona diminuicdo do peso uterino e da fertilidade e, no
macho, reduz a contagem espermatica tanto no ejaculado como no epididimo, além de atrasar
a puberdade (Wolf et al., 1999b, 1999a). Mably e colaboradores (1992) relataram que a
contagem de espermatozoides no epididimo foi significativamente menor, em ratos, apds uma
Unica exposicdo de 0,064 mg TCDD/kg no décimo quinto dia gestacional (Mably et al.,
1992). Semelhangas na espermatogénese de ratos e seres humanos contribuiram para que a
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) estabelecesse uma concentracao diaria toleravel para o
TCDD de 2pg/kg (Mably et al., 1992).
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Em relacdo a dados epidemioldgicos humanos, em 1976, uma féabrica quimica em
Seveso (Italia), lancou acidentalmente uma nuvem tdxica contendo TCDD. Na descendéncia
de homens expostos ao TCDD, a razdo dos nascimentos menino/menina foi diminuida. Em
homens adultos que tinham sido expostos ao TCDD em Seveso, quando criancas ou na fase
gestacional ou durante o periodo de lactacdo, apresentaram reducdo na concentracdo e na
motilidade dos espermatozoides e nas concentragdes circulantes de estradiol (E2), hormonio
foliculo-estimulante (FSH) e inibina B. Estes achados, em conjunto, mostram que o TCDD
afeta particularmente os 6rgéos reprodutivos (Somm et al., 2013).

Singh e colaboradores (2012) em um recente estudo, demonstraram que a exposi¢ao
de ratos a agentes toxicos ambientais, tais como o TCDD, durante a prenhez, pode ter um
efeito significativo sobre o perfil de miRNAs no timo fetal e, assim, influenciar a regulacao
de um grande niimero de genes que podem afetar o desenvolvimento do sistema imunologico
(Singh et al., 2012).

H& escassez de dados para elucidar o papel do sncRNAs e mMRNAs em células de
Sertoli humanas e, consequentemente, sobre os fatores de regulacdo da espermatogénese.
Assim, a identificacdo de sncRNAs como alvos para o TCDD, induzida pela modulacdo da
expressdo génica, oferece um novo caminho para compreender 0s mecanismos de toxicidade

no sistema genital masculino.
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6. CONCLUSOES

Os dados apresentados acima fornecem uma analise abrangente das alteracdes nas
células de Sertoli humanas ap6s exposicao crénica ao TCDD. Este é um dos poucos estudos
realizados em células ndo tumorais humanas primarias expostas ao TCDD, além de ser uma
importante contribuicdo para a compreensdo da resposta humana a esse agente toxico em uma
celula crucial do sistema genital masculino. Os dados gerados permitiram a formulacdo de
conclusdes importantes sobre as células de Sertoli humanas in vitro, ap6s 72 horas de
exposicdo ao TCDD. Dentre elas que houve alteracdo na expresséo de miRNAs, tRNAs,
piRNAs e familias matriz de sitios de ligacdo para fatores de transcricdo, os quais elucidaram
possiveis interacfes moleculares que podem ser responsaveis por alteraces em vias celulares
importantes para a homeostasia da célula de Sertoli e, por consequéncia, da espermatogénese.
Dentre as vias que se mostraram alteradas, o repressor candnico da via do TCDD, o AHRR,
ndo realizou o bloqueio da via nas células em questdo devido a acdo pds-trascricional do mir-
106b-5p, ao mesmo tempo, o gene TIPARP seria o repressor por uma via alternativa por se
apresentar super expresso. Além disso, os resultados permitiram concluir que existe um
namero reduzido de genes similares entre os mais expressos entre as celulas de Sertoli em
humanos, ratos e camundongos; mostrando que podem existir similaridades e limitacdes ao se

comparar as diferentes espécies.
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