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RESUMO

A la,25-diidroxivitamina D3 (1,25-Ds) € a forma ativa da vitamina D, sintetizada a partir do
colesterol pela exposi¢dao solar da pele. As agdes deste hormonio sdo mediadas por um
receptor da vitamina D (VDR) no nucleo, resultando em agdes gendmicas como a regulacao
da expressao génica. O VDR também ¢ encontrado na membrana plasmatica, e juntamente
com o receptor PDIA3 media as agdes ndo genomicas da 1,25-D3;, como a modulagdo da
atividade de canais i6nicos e proteinas cinases. A vitamina D possui um papel importante na
funcdo reprodutiva, uma vez que a reducdo da fertilidade foi observada em ratos deficientes
em vitamina D, VDR e enzima la-hidroxilase, responséavel pela ultima etapa de ativagao da
vitamina D. Nestes animais, a suplementacao com calcio e estrogenos foi capaz de reverter os
efeitos deletérios sobre a fungdo reprodutiva, indicando que h4a uma relagdo entre as vias de
sinalizagdo da 1,25-Ds e dos estrogenos. O estradiol (E2) ¢ sintetizado a partir da testosterona
pela enzima aromatase (CYP19). O E2 esta presente em grandes quantidades no sistema
reprodutor masculino, e assim como a 1,25-Ds possui acdes gendmicas € ndo gendmicas,
mediadas pelos receptores ESR1, ESR2 e GPER. O bisfenol A (BPA) ¢ um xenoestrogeno
utilizado na industria pléstica, capaz de modular o sistema enddcrino atuando sobre os
mesmos receptores que o E2. O objetivo do presente trabalho foi estudar as interacdes no
metabolismo ¢ nas vias de sinalizacao da 1,25-D3; e do E2, bem como a influéncia do BPA
em células testiculares. Foram desenvolvidas trés linhas de trabalho: tratamentos in vivo em
ratos de diferentes idades, onde foram analisadas a expressdo dos genes e proteinas
CYP27A1, VDR e PDIA3 nos testiculos; testiculos de ratos pré-puberes tratados in vitro,
onde foram analizados efeitos ndo gendmicos através da técnica de influxo de *Ca’"; e
células de Leydig isoladas de ratos adultos tratadas in vitro, onde foram analizados efeitos
genomicos sobre os genes CYP27A1, CYP2RI1, VDR, PDIA3, ESR1, CYP19 e também
efeitos ndo genomicos pelo influxo de **Ca**. Na primeira linha de trabalho, foram realizados
trés protocolos experimentais (PE) onde foi administrado E2 e BPA nos animais entre o 15° ¢
30° dia de idade, dos quais uma parte foi eutanasiada ao fim do tratamento (PE1) e outra
parte foi mantida apds o tratamento até a idade adulta com 75 dias (PE2). Um terceiro grupo
de animais recebeu os tratamentos na idade adulta (PE3). No PE1 o tratamento com E2
diminuiu a expressdo do gene CYP27A1, que codifica a enzima 25-hidroxilase, responsavel
pela segunda etapa de ativagdo da 1,25-D3. E2 e BPA diminuiram a expressao do gene VDR,
efeito que nao foi verificado na expressdo proteica do receptor. Ja no PE2, o E2 aumentou a
expressao dos genes VDR, PDIA3 e CYP27A1, e das proteinas VDR e CYP27A1, indicando
um efeito compensatério sobre a inibicao destes genes na idade pré-pubere. No PE3 ndo
houve mudangas na expressao génica com os tratamentos, indicando que a idade pré-pubere ¢
mais susceptivel a exposi¢cdo de estrogenos. Na segunda linha de trabalho, foram estudados
efeitos ndao-genomicos do BPA sobre testiculos de ratos pré-puberes através do influxo de
#Ca®". O BPA estimulou o influxo de **Ca*" em tempos e concentra¢des semelhantes ao E2.
Este efeito foi independente dos ERs classicos, de maneira consistente com a ativagdo de um
receptor acoplado a proteina G, possivelmente o GPER. Este efeito envolve a modulagdo de
canais ionicos como canais de K', TRPV1 e canais de cloreto. Ainda, o BPA demonstrou
poder modular estoques intracelulares de calcio pela inibicdo da SERCA e ativagdao de
receptores de IP; no reticulo endoplasmatico. Ele também modula a ativacdo de enzimas
cinases como a PKA e PKC. As respostas rapidas do BPA no influxo de célcio poderiam, por
sua vez, desencadear uma inter-relacdo através da ativagado da MEK e p38MAPK ¢ mediar
respostas gendmicas. Na terceira linha de trabalho, foi analisado a expressdo de genes
envolvidos no metabolismo e sinalizagdo da 1,25-Ds e do E2 nas células de Leydig, um dos
principais sitios de producdo de E2 no rato adulto. Foi observado que a 1,25-D3; diminuiu a
expressdao do gene CYP27A1, efeito que também foi observado quando as células foram co-



incubadas com 1,25-D; e E2. O E2 teve efeitos negativos sobre a expressao dos genes ESR1
e CYP19. Ambos os hormonios demonstraram um efeito de retroalimentagcdo negativa sobre
0 seu proprio metabolismo nestas células. Também foram estudados efeitos ndo gendmicos
nestas células, onde o E2 parece ter um efeito inibitorio enquanto que a 1,25-Ds foi capaz de
estimular o influxo de calcio. A partir destes resultados podemos concluir que a 1,25-Ds, o
E2 e o BPA possuem efeitos moleculares importantes no sistema reprodutor masculino,
através do controle da expressao génica de receptores e enzimas envolvidos no metabolismo
dos hormoénios esteroides estudados. Estes resultados também reforgam a teoria de que ha
uma relacao entre as vias de sinalizagao da 1,25-D3 de do E2, e assim como a 1,25-D3;, 0 E2 e
o BPA também possuem efeitos ndo-gendmicos na sinalizagdo do célcio.

Palavras-chave: 1-0,25-diidroxivitamina Ds;, estradiol, bisfenol A, testiculos, células de
Leydig, VDR, PDIA3, cyp27al, célcio.



ABSTRACT

la,25-dihydroxyvitamin Ds (1,25-D3), the active form of vitamin D, is synthetized from
cholesterol by skin exposure to the sun. This hormone’s actions are mediated by vitamin D
receptor (VDR) in the nucleus, resulting in genome actions like gene expression regulation.
VDR can also be found in the plasmatic membrane, and together with PDIA3 receptor they
mediate 1,25-Ds; non-genomic actions like ion channels and protein kinase modulation.
Vitamin D has an important role in reproductive function, since fertility reduction was
observed in vitamin D deficient rats, as well as VDR and la-hydroxylase (enzyme
responsible for the last step in vitamin D activation) deficiency. In these animals, calcium and
estrogen supplementation was able to reverse the deleterious effects in reproductive function,
indicating that there is a relation between 1,25-Ds; and estrogens signalling pathways.
Estradiol (E2) is synthetized from testosterone by aromatase enzyme (CYP19). E2 is found in
high levels in the male reproductive function, and like 1,25-Ds can induce genomic and non-
genomic actions, mediated by ESR1, ESR2 and GPER receptors. Bisphenol A (BPA) is a
xenoestrogen utilized in plastic industry, capable of modulating the endocrine system through
E2 receptors. The aim of this work was to study metabolism and signaling pathways
interactions between 1,25-D3 and E2, as well as BPA influence in testicular cells. Three lines
of work were developed: in vivo treatments in different ages where the expression of
CYP27A1, VDR and PDIA3 genes and proteins was analysed in the testis; prepubertal rat
testis treated in vitro, where non genomic effects were analysed by **Ca*" influx; and isolated
adult rats Leydig cells treated in vitro, where genomic effects were analysed by the
expression of CYP27A1, CYP2R1, VDR, PDIA3, ESR1 and CYP19 genes and non genomic
effects were also analysed by *Ca”" influx. In the first line of work, three treatment protocols
(TP) were realized, where E2 and BPA were administrated in rats between 15™ and 30" days,
were a portion of the animals were euthanized at the last day of treatment (TP1) and another
portion was kept alive after the treatment until euthanized at adult age with 75 days (TP2). A
third animal group also received the same treatments when adults (TP3). In TP1, E2
treatment decreased CYP27A1 gene expression, a gene that codes the 25-hydroxylase
enzyme, which is responsible for 1,25-D; second activating step. E2 and BPA decreased
VDR gene expression. This effect was not verified in VDR protein expression. In TP2, E2
increased VDR, PDIA3 and CYP27A1 gene expression, and VDR and CYP27A1 protein
expression, indicating a compensatory effect over gene expression inhibition in prepubertal
age. In TP3, treatments did not change gene expression, indicating that prepubertal age is
more susceptible to estrogen exposure. In the second line of work, non-genomic effects of
BPA were studied through **Ca’" influx in prepubertal rat testis. BPA stimulated **Ca’"
influx in a similar manner to E2. This effect was independent of classical ERs, consistent
with a G protein-coupled receptor mechanism, probably GPER. This effect involves the
modulation of ionic channels, such as K', TRPV1 and Cl" channels. Furthermore, BPA is
able to modulate calcium from intracellular storages by inhibiting SERCA and activating IP;
receptor/Ca’" channels at the endoplasmic reticulum and activate kinase proteins, such as
PKA and PKC. The rapid responses of BPA on calcium influx could, in turn, trigger a cross
talk by MEK and p38™A™ activation and also mediate genomic responses. In the third line of
work, the expression of some genes involved in 1,25-D3; and E2 metabolism and signalling
were analysed in Leydig cells, an important E2 production site in adult rats. 1,25-D;
decreased CYP27A1 gene expression, an effect that was also observed when cells were
coincubated with 1,25-D3; and E2. E2 decreased ESR1 and CYP19 gene expression. Both
hormones demonstrated an negative feedback mechanism over their on metabolism in these
cells. Non-genomic effects were also studied in these cells, where E2 seems to have an
inhibitory effect while 1,25-D3 was able to stimulate calcium influx. From these results we



can conclude that 1,25-D;, E2 and BPA have important molecular effects in the male
reproductive system, through gene expression control over receptors and enzymes involved
in the metabolism of the steroid hormones studied. These results also reinforce the theory that
there is a relationship between 1,25-D3 and E2 signalling pathways, as well as 1,25-D;, E2
and BPA also have non-genomic actions in calcium signalling.



RESUME

Introduction

Depuis plusieurs années la vitamine D est considérée un facteur important pour la fonction
reproductive masculine. La 1a,25-dihydroxyvitamine D3 (1,25-D3) est la forme active de la
vitamine D, synthétisée a partir du cholestérol par 1'exposition solaire de la peau, par des
réactions d'hydroxylation dans le foie, par les enzymes 25-hydroxylase (CYP27AI;
CYP2R1) et les reins, par I’enzyme la-hydroxylase (CYP27B1). Les actions de cette
hormone sont médiées par un récepteur de vitamine D (VDR) dans le noyau, ce qui entraine
des effets génomiques tels que la régulation de I'expression des genes. Le VDR est également
trouvé a la membrane plasmique, et avec le récepteur PDIA3 ils déclenchent des effets non-
génomiques de la 1,25-Ds, tels que la modulation de l'activité des canaux ioniques et des
protéines kinases. Certaines études avec des souris déficientes pour VDR montrent une
insuffisance gonadique avec une diminution de la mobilit¢ des spermatozoides et des
anomalies histologiques. De plus, chez le rat male déficient en vitamine D la capacité de
reproduction et le taux de fécondité ont été diminués. L’estradiol (E2) est connu comme une
hormone typiquement féminine, mais plusieurs études démontrent des effets importants sur la
reproduction masculine. L'E2 est synthétisé a partir de la testostérone par I'enzyme aromatase
(CYP19). L’E2 est présent en grandes quantités dans le systéme reproducteur masculin, et
tout comme la 1,25-Ds a des effets génomiques et non-génomiques médi€s par les récepteurs
ESR1, ESR2 et GPER. L’absence de certains récepteurs aux estrogenes entraine 1’infertilité
chez les souris. De plus, 1’absence de I’enzyme aromatase conduit au développement
progressif d’une infertilité chez les souris. Des études montrant une relation entre les voies de
signalisation de la vitamine D et des cestrogénes émergent depuis quelques années.
L’expression de I’enzyme aromatase dans des testicules des souris est diminuée avec
I’absence du récepteur VDR, mais également la 1,25-D; est capable d’augmenter I’expression
de cette enzyme dans les cellules de Sertoli de rat. De plus ces études montrent un lien entre
production d’E2 et vitamine D. L’objectif de ce travail a été¢ d’étudier I’effet de I’E2 sur le
métabolisme et les voies de signalisation de la vitamine D dans des testicules des rats a
différents ages ainsi qu’une perturbation éventuelle initiée par un perturbateur endocrinien a
activité estrogénique, le Bisphénol A (BPA).

Methodologie

Trois axes de travail ont ét¢ développés: des traitements in vivo chez des rats d'adges
différents, ou l'expression des genes et des protéines CYP27A1, VDR et PDIA3 dans les
testicules a été analysée (partie 1); testicules de rats pré-puberes traités in vitro, ou les effets
non-génomiques ont été analysés par la technique d’afflux de *Ca”" (partie 2); et des cellules
de Leydig isolées de rats adultes traités in vitro, ou des effets génomiques sur les genes
CYP27A1, CYP2RI1, VDR, PDIA3, ESR1, CYP19 ont été analysés, ainsi que des effets non-
génomiques par I’afflux de *Ca’" (partie 3).

Partie 1: Des traitements in vivo ont €té réalisés avec des rats a différents stade de
développement sexuel. 32 rats Sprague-Dawley ont été répartis en 4 groupes pour chaque
protocole expérimental (PE): controle (DMSO ; 0,7%), E2 (20 ug/kg pc/jour), BPA (50
pg/kg pc/jour) et E2 + BPA (20 pg/kg pc/jour E2 ; et 50 pg/kg pc/jour BPA). Trois PE
différentes ont été réalisées: traitement de J15 pp a J30 pp correspondant a la période
prépubere, et euthanasie immédiate a J30 (PE1), traitement de J15 pp a J30 pp et euthanasie
différée a J75 (PE2) et enfin traitement a 1’age adulte de J60 a J75 et euthanasie immédiate a
J75 (PE3). L’expression des genes cibles (CYP27A1, PDIA3 et VDR) a été¢ mesurée par RT-
PCR temps réel et lorsqu’une variation significative du taux d’ARN messager est détectée,
I’expression de la protéine est analysée par Western-Blot.



Partie 2: Des testicules de rats pré-puberes ont été traités in vitro, ou les effets non-
génomiques ont été analysés par la technique d’afflux de *Ca”". Des testicules de rats de 30
jours ont été incubées avec tampon KRb frais contenant 0,1 pCi/mL **Ca®" pendant 60 min.
Apres, le tissue a été incubé par 30, 60 ou 300 s en présence ou absence de E2 ou BPA. Dans
quelques expériences des antagonistes des canaux ou inhibiteurs des protéines kinases ont été
ajoutés 15 min avant les traitements et maintenus pendant la période d’incubation. En fin
d’incubation, le **Ca®" extracellulaire a été lavé avec un tampon contenant du LaCls. Aprés,
les testicules ont été homogénéisés dans une solution 0,5 M NaOH et des aliquots ont été
utilisés pour la détermination de la radioactivité par scintillation liquide et quantification des
protéines par la méthode de Lowry.

Partie 3: Des cellules de Leydig isolées de rats adultes ont été traités in vitro, ou des effets
génomiques sur les genes CYP27A1, CYP2R1, VDR, PDIA3, ESR1, CYP19 ont été analysés
par RT-PCR temps réel, ainsi que des effets non-génomiques par 1’afflux de *Ca”". Pour les
effets génomiques, les cellules ont été traité¢ avec 1,25-D3, E3 ou BPA par 3, 6, 10 et 24 h, et
I’expression génique a été analysé. Pour les effets non-génomiques, les cellules ont été traité
avec 1,25-Ds, E2 et BPA dans conditions similaires que les testicules dans la partie 2.

Résultats et discussion partie 1

Dans le PE1, avec un traitement en période prépubere et une analyse immédiate, le traitement
avec I’E2 montre une diminution de I’expression des ARNm de I’enzyme 25(OH)ase et du
récepteur VDR. Le groupe trait¢ au BPA présente une diminution de 1’expression de
I’enzyme et une augmentation de 1’expression de la protéine VDR. Quand le BPA a été
ajouté a E2, le BPA a inhibé I’effet du E2 sur I’expression du géne VDR. Dans le PE2,
traitement en période prépubere et analyse différée a 1’age adulte, le groupe E2 présente une
augmentation des ARNm de I’enzyme 25(OH)ase et des récepteurs VDR et PDIA3, ainsi que
les proteines VDR et CYP27A1. Le traitement au BPA ne présente aucun effet significatif.
Les traitements n’ont eu aucun effet dans le PE3 qui concerne des animaux traités et analysés
a I’age adulte. Ces résultats démontrent un effet de 1’E2, dépendant de 1’age, sur le
métabolisme (CYP27A1) et la signalisation (VDR, PDIA3) de la vitamine D dans le testicule
de rat. Un traitement en période prépubere entraine a la fois un effet immédiat et différé alors
que le traitement a 1’age adulte semble sans effet. Ceci tend a démontrer que la vitamine D
serait une cible de I’E2 lors de D’'initiation de la premicre spermatogencse en période
prépubere. Le BPA seul ne présente pas les mémes effets que ’E2 mais annule les effets de
celui-ci lorsque les deux molécules sont ajoutées ensemble. Ainsi il perturbe la signalisation
oestrogénique sur le métabolisme et la signalisation testiculaire de la vitamine D lors de la
phase de maturation testiculaire de mise en place de la premicre vague de spermatogenese en
période prépubere.

Résultats et discussion partie 2

Le BPA a stimulé I’afflux de calcium dans les concentrations 1 uM, 1 et 0,1 pM dans des
incubations de 5 min. Le BPA a aussi inhibé I’afflux de calcium dans les concentrations 0,1
et 0,01 fM dans le méme temps d’incubation. De cette facon, le BPA a démontré un effet tri
phasique, de maniére un peu pareille avec les effets du E2. Cet effet semble ne pas impliquer
les récepteurs classiques des estrogenes, mais semble se produire de maniere compatible avec
l'activation d'un récepteur couplé a la protéine G, probablement le GPER. Le mécanisme
d’action de I’effet du BPA sur I’afflux de calcium a été investigué. Le effet du BPA semble
impliquer des canaux TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1) et aussi des canaux
chlorés, sans la participation des canaux calciques dépendant du voltage. Aussi, le BPA a été
capable de changer la signalisation calcique intracellulaire, une fois qu’il semble activer les
canaux calciques dépendants du stock par I’épuisement des niveaux calcique du réticulum



endoplasmique. De la méme facon, le BPA peut activer des protéines kinases comme la PKA,
PKC et des MAPK. Ces résultats démontrent que le BPA peut stimuler I’afflux de calcium
d’une forme indépendant des récepteurs classiques des estrogenes. Cet effet se produit par la
modulation de la fonction des canaux ioniques, comme des canaux potassiques, TRPV1 et
des canaux chlorés. Aussi BPA module le calcium du stock intracellulaire par 1’inhibition de
la SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca’*-ATPase) et D’activation du récepteur
IPs/canaux calcique. Egalement les protéines kinases PKA, PKC, MEK et p38MAPE
participent de l’effet du BPA, qui pourrait déclencher un cross talk avec les voies de
signalisation nucléaires résultant la médiation des réponses génomiques.

Résultats et discussion partie 3

Les cellules de Leydig représentent, ainsi que les cellules germinales, les sites de synthése de
I’E2 chez le rat. Les genes impliqués dans le métabolisme et la signalisation de la 1,25-Ds et
de ’E2 ont été analysés in vitro. Nous confirmons ’inhibition de 1’expression de 1’aromatase
et du récepteur ESR1 par le traitement avec I’E2 et aussi I’inhibition de 1’expression du
ARNm de I’enzyme 25(OH)ase (CYP27A1) par la 1,25-Ds. De plus, les résultats montrent un
effet rapide (3-6 h) de la 1,25-D; seule et combinée avec E2 sur I’expression du ARNm du
CYP27A1. Par contre, aucun effet de la 1,25-Ds sur la signalisation et métabolisme de 1’E2
n’a été mis en évidence. On a aussi vérifié les effets de la vitamine D, I’E2 et le BPA sur
I’afflux de calcium dans différents temps d’incubation. Les résultats démontrent que la
vitamine D semble stimuler I’afflux de calcium apres 60 s d’incubation. D’autre fagon I’E2
semble inhiber 1’afflux de calcium. L’effet inhibiteur de I’E2 peut étre 1i¢ au effet de retours
négatifs (negative feedback) de cette hormone sur les cellules de Leydig, une fois que la
présence du calcium est indispensable pour la synthese des estrogenes.

Conclusions

En observant les résultats nous pouvons affirmer que la 1,25-D;, E2 et le BPA ont des effets
moléculaires importants dans le systéme reproducteur masculin, par I'expression génique des
récepteurs et des enzymes impliqués dans le métabolisme des hormones stéroides 1,25-Ds et
E2. De plus, les résultats obtenus renforcent la théorie selon laquelle il existe une relation
entre les voies de signalisation 1,25-Ds et E2. Comme le 1,25-D; et 'E2, le BPA stimule
¢galement les effets non-génomiques impliqués dans la signalisation du calcium.
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CFTR -
CYP27B1KO -
DBP -
DNAc -
E2 -

ERE -
ERpS7 -
ERp60 -
ERs -
ESR1 /ERa -
ESR1KO -
ESR2 / ERP -
FSH -
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hCG -
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IGF-I -
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MAPK -
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PCB -
PDIA3 -

LISTA DE ABREVIATURAS

calcio intracelular
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proteina de ligacao a esterdides associado & membrana
17B-hidroxiesteroide desidrogenase
3B-hidroxiesteroide desidrogenase

proteina cinase B

barreira hemato-testicular

bisfenol A

bisfenol F
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proteina cinase dependente de calcio-calmodulina II
canal regulador de condutancia transmembranar de fibrose cistica
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elementos responsivos a estrogenos

proteina do reticulo endoplasmatico 57
proteina do reticulo endoplasmatico 60
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receptor de estrogenos do tipo 2 /
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inositol 3-fosfato
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tampado Krebs Ringer bicarbonato

células de Leydig adultas

lactato desidrogenase

células de Leydig fetais
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proteina cinase ativada por mitogenos
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PE1 - protocolo experimental 1
PE2 - protocolo experimental 2
PE3 - protocolo experimental 3
PI3K - fosfatidilinositol 3-cinase
PKA - proteina cinase A
PKB - proteina cinase B
PKC - proteina cinase C
PLC - fosfolipase C
PPARgama - receptor ativado pelo proliferador de peroxissomo gama
PTH - hormonio da paratireoide
RBMVEC - células endoteliais microvasculares de cérebro de rato
RNA - 4cidos ribonucleicos
RXR - receptor retindide
SERCA - Ca’-ATPase do reticulo endoplasmatico
SERM - modulador seletivo de receptores de estrogenos
SOCs - canais de calcio dependentes dos estoques
StAR - proteina reguladora aguda da esteroidogenese
TDI - dose de gestdo diaria aceitavel
TGFa - fator de transformacao de crescimento a
TGFp - fator de transformagao de crescimento 3
TNK2 - tirosina cinase nao receptora 2
TRP - canais 16nicos receptores de potencial transiente
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VDCC - canais de Ca2+ dependentes de voltagem
VDR - receptor da vitamina D
VDRKO - deficiente do receptor VDR
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema Reprodutor Masculino

O Sistema Reprodutor Masculino consiste em um par de testiculos, vias espermaticas
(epididimo, canal deferente, uretra), pénis e glandulas anexas (vesiculas seminais, prostata e
glandulas bulbouretrais). Nos testiculos ocorre a producao de espermatozodides e hormonios
sexuais; nas vias espermaticas ocorre a maturagdo, circulacdo e liberagdo dos
espermatozdides enquanto que as glandulas anexas secretam os fluidos de transporte e
nutricdo que irdo formar, juntamente com os espermatozoides, o esperma (FAWCETT,

1993).

1.1.1 Testiculos e tubulos seminiferos

O testiculo ¢ um o6rgao complexo e compartimentalizado que possui duas fungdes
importantes no processo de reproducdo: a produgdo de hormodnios sexuais esteroides e a
producao de gametas (espermatogénese e espermiogénese). Estas funcdes testiculares sdao
controladas por gonadotrofinas e diversos fatores sintetizados localmente, como esteroides,
fatores de crescimento e citocinas (BOURGUIBA et al., 2003; CARREAU; HESS, 2010;
SAEZ, 1994).

O tecido testicular ¢ dividido em dois compartimentos: os tibulos seminiferos e o
tecido intersticial (figura 1). O compartimento intersticial estd situado entre os tubulos
seminiferos e constituido de tecido conjuntivo frouxo, células de Leydig (responsaveis pela
producdo de testosterona), assim como fibroblastos, macréfagos, linfocitos e vasos
sanguineos e linfaticos. Nos tubulos seminiferos ocorre a produgdo de gametas, sendo o
epitélio constituido por células de Sertoli rodeadas pelas células germinativas, as quais se
diferenciam por meiose a espermatozdides. O epitélio seminifero ¢ cercado por células
peritubulares ou midides, que estdo em contato com a superficie basal das células de Sertoli e
espermatogonias. Estas células provocam contragdes que contribuem para o movimento dos
espermatozoides e do fluido através do limen dos tibulos seminiferos (BELLVE etal., 1977;
JOHNSON; THOMPSON; VARNER, 2008; KRAWETZ; DE ROOI1J; HEDGER, 2009). Os
tubulos seminiferos formam um ambiente adequado para as células germinativas se

desenvolverem, sendo considerados a unidade funcional do testiculo. As células de Sertoli,
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por sua vez, sdo consideradas o principal componente estrutural do epitélio seminifero por

possuirem um papel central no desenvolvimento funcional do testiculo (RATO et al., 2012).

Figura 1: Organizacao do testiculo

Nicleo das células
de Sertoli

Vaso
Epididimo

Célula midide
peritubular

Célulade  Vasos sanguineos
Leydigi

e
/

Célula de Sertoli

Ldmen Membrana

Tabulos basal

Seminiferos

Fonte: adaptado de COOKE; SAUNDERS, 2002.

1.1.2  Células de Leydig e a esteroidogénese

As células de Leydig sao encontradas no compartimento intersticial do testiculo. Estas
células se organizam em grupos em torno dos capilares presentes entre os tubulos
seminiferos. Elas sdo responsaveis pela producao e secrecdo de hormonios e fatores
importantes para a diferenciacdo, desenvolvimento e maturagdo do sistema reprodutor
masculino (HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003).

No rato, as células de Leydig podem ser diferenciadas em dois tipos: células de
Leydig fetais (LF) e adultas (LA). Entre os dois tipos sdo encontradas diferencas
morfologicas e funcionais, como tempo de vida, capacidade de sintese de androgenos e
mecanismos de regulacdo por gonadotrofinas e fatores de crescimento. As LF podem ser
reconhecidas a partir do 14° dia fetal até o 25° dia pds natal através da presenca da enzima

3B-hidroxiesteroide desidrogenase (3B-HSD) e receptores do hormodnio luteinizante (LH). As



21

LA podem ser identificadas a partir do 10° dia pds natal, e passam por trés estagios de
desenvolvimento: células progenitoras, imaturas € maduras. Como células adultas, os niveis
das enzimas que participam da biossintese de testosterona aumentam, o que torna a
testosterona o principal androgeno produzido pelas LA. O processo de diferenciacao e
matura¢do das LA ¢é considerado completo em torno do 70° dia pds natal (para revisdo ver
(PAYNE; HARDY, 2007).

Uma das principais fungdes das células de Leydig ¢ a sintese de testosterona. A
testosterona, um hormoénio androgeno esteroide, € sintetizada quase exclusivamente por estas
células. Através da esteroidogénese, o colesterol ¢ convertido em testosterona por uma série
de reacdes enzimaticas, envolvendo as enzimas StAR (proteina reguladora aguda da
esteroidogénese), 3B-HSD e 17B-hidroxiesterdide desidrogenase (17B-HSD), entre outras
(figura 2) (PAYNE; HALES, 2004). A sintese de androgenos pelas células de Leydig ¢
essencial para a diferenciacdo do trato genital masculino, masculinizagdo e diferenciacao
sexual do sistema nervoso central durante o desenvolvimento sexual masculino, além da
manutenc¢do da espermatogénese na idade adulta (RENSHAN; HARDY, 2007). As células de
Leydig também sdo responsaveis pela secrecao do fator semelhante a insulina 3 (INSL3).
Este fator atua na iniciacao do processo de descida do testiculo da cavidade abdominal, o que
¢ demonstrado pelo desenvolvimento de criptorquidia em modelo de animais knockout para
este gene. Diferentemente da testosterona, cuja producao e secrecdo ¢ regulada pelo LH, o
INSL3 ¢ expresso constitutivamente pelas células de Leydig, podendo ser usado com um
marcador de fun¢do destas células (IVELL; WADE; ANAND-IVELL, 2013).

A atividade das células de Leydig, assim como as enzimas que participam da
esteroidogénese sdo reguladas por diversos fatores. Dentre eles podemos citar hormonios
como o LH, andrégenos e estrogenos, hormdnio antimulleriano; fatores de crescimento como

interleucinas, fator de transformagado de crescimento B e a inibina (HAIDER, 2004).
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Figura 2: Esteroidogénese e a sintese do estradiol
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Fonte: adaptado de NOTHNICK, 2011.

1.1.3 Células de Sertoli

As células de Sertoli sdo o principal elemento estrutural do epitélio seminifero.
Frequentemente chamadas de “células enfermeiras”, sdo responsaveis pela regulacao do fluxo
de nutrientes e fatores de crescimento para as cé¢lulas germinativas em desenvolvimento
(figura 3). As células de Sertoli formam juncdes apertadas proximo a membrana basal entre
as cé€lulas adjacentes, criando a barreira hemato-testicular (BHT). A BHT atua como uma
barreira fisica, imunoldgica e fisioldgica, controla o fluxo de moléculas, nutrientes, células do
sistema imune e citocinas entre os compartimentos basal e luminal do tibulo seminifero

(PETERSEN; SODER, 2006; RATO et al., 2012).
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Figura 3: Ilustragdo esquematica dos tubulos seminiferos e da espermatogénese.
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As células de Sertoli fornecem fatores necessdrios para o metabolismo das células
germinativas, como lactato, transferrina e proteina ligadora de andrégeno. Sdo também
responsaveis pela producdo de fatores de crescimento (fator de célula tronco, fatores de
transformagao de crescimento a ¢ B (TGFa e TGFp), fator de crescimento semelhante a
insulina-I (IGF-I)) (SKINNER, 2005).

Nos testiculos de mamiferos, as células de Sertoli exercem um papel chave no inicio e
na manutencdo da espermatogénese. A proliferacdo das células de Sertoli ocorre mais
ativamente antes do nascimento, € em ratos a proliferacao se estende até trés semanas apds o
nascimento. Este processo possui varias etapas e ¢ denominado “matura¢dao”, onde as células
se transformam de células “fetais” em ‘“adultas”, perdendo a capacidade proliferativa e
ativando varias fungdes necessarias para a manutencdo e suporte da espermatogénese. Apds
este periodo, o numero de células de Sertoli, por testiculo, ¢ considerado estavel no decorrer
da vida animal. O niimero de cé¢lulas de Sertoli no testiculo adulto determina tanto o tamanho
do testiculo como a produgdo didria de esperma. Esta relagdo se da pelo fato que cada célula

de Sertoli possui capacidade fixa para o nimero de células germinativas que consegue
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suportar/sustentar (PETERSEN; SODER, 2006; SHARPE et al., 2003; SILVA; LEITE;
WASSERMANN, 2002). As células de Sertoli formam associacdes intimas com as células
germinativas através de inimeras prolongacdes citoplasmaticas nos diferentes estagios de
desenvolvimento das células germinativas (RATO et al., 2012).

Ja foi demonstrado que as células de Sertoli sdo alvos da agdo de diversos hormdnios,
fatores paracrinos e autocrinos. Entre eles, atuam nas Sertoli o hormodnio foliculo estimulante
(FSH), testosterona, hormonios da tireoide, prolactina, retinol, vitamina D, estrogénio, fatores
de crescimento, inibina B e citocinas inflamatérias (IL-1a, IL-1B, TNF-a e IL-6). Varios
destes hormonios agem nas células de Sertoli regulando fungdes celulares como secrecao,
proliferagdo, diferenciacdo e atividade enzimatica (PETERSEN; SODER, 2006; SHARPE et
al., 2003; SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002). A investigacao da funcao das células de
Sertoli in vitro estd focada na influéncia de vérios fatores enddcrinos e paracrinos na
expressdo e atividade de certas proteinas, como transferrina, aromatase, receptor de

androgenos e a lactato desidrogenase (LDH) (PETERSEN; SODER, 2006).

1.1.4 Células germinativas e espermatogénese

As células germinativas sdo encontradas nos tibulos seminiferos, entre as células de
Sertoli. O processo de desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas possui
diferentes estagios, no decorrer dos quais as células germinativas podem ser classificadas em
espermatogonias, espermatdcitos primario e secundario e espermatide (redonda e alongada)
(HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003).

Na espermatogénese as cé€lulas germinativas passam por uma complexa diferenciagdo
que envolve diversas alteracdes morfoldgicas, levando a formacdo de espermatozodides
diferenciados. A espermatogénese pode ser subdividida em trés fases principais: (i)
proliferagdo mitotica espermatogonial, (ii) meiose e (iil)) espermiogénese — pProcesso
morfologico onde a espermdtide haploide ¢ convertida em espermatozdéide (LEBLOND;
CLERMONT, 1952). No decorrer da espermatogénese, as cé¢lulas germinativas se movem da
periferia para o limen do tibulo seminifero. Um corte transversal do tibulo seminifero
mostra as espermatogonias localizadas na base do tibulo, espermatocitos no meio, €
espermatides no apice do epitélio, demonstrando a progressao do desenvolvimento de células
imaturas as células germinativas maduras a medida que elas se movem em dire¢ao ao lumen,
onde as espermatides sdao liberadas, ou espermiadas como espermatozdides (HESS;

FRANCA, 2008; RATO et al., 2012).
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A espermatogénese inicia com a replicagdo mitotica de células tronco
espermatogénicas (espermatogénia A) para garantir a linhagem de células germinativas e dar
inicio a novas populacdes. Uma das células filhas se diferencia a espermatogdnia B, que pode
ser identificada através de critérios morfologicos. A espermatogonia B se diferencia em
espermatocito primdrio, o qual atravessa a BHT e entra na primeira fase da divisao meidtica,
gerando espermatocitos secundarios. Na segunda divisdo meiodtica sdo produzidas
espermatides redondas. Uma vez que espermatides sdo formadas, a divisdo celular para e ¢
iniciado o processo de espermiogénese, que da origem a espermatides alongadas. Este
processo culmina na liberagdao das espermatides alongadas do epitélio germinal no limen do
tubulo seminifero, sendo as células livres chamadas de espermatozoéides (figura 4) (DE
ROOLJ, 2001; HESS; FRANCA, 2008; HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003).
Através da técnica de citometria de fluxo, a cinética de apari¢ao dos diferentes tipos de
células germinativas no decorrer do desenvolvimento do sistema reprodutor masculino no
rato foi determinada (MALKOV; FISHER; DON, 1998). A primeira onda de meiose termina
entre 0 24° e 25° dia ap0Os o parto, com a apari¢do das espermatides redondas. Os primeiros
espermatozdides podem ser visualizados a partir do 36° dia apds o parto.

Os diferentes estagios de maturagao de uma geracdo de células germinativas seguem
uma sucessdo cronoldégica em um ponto fixo do tibulo seminifero, num processo
denominado ciclo do epitélio seminifero, ou ciclo da espermatogénese. No rato, o ciclo do
epitélio seminifero pode ser dividido em 14 estagios, onde variam o tipo de célula
germinativa predominante e a associacdo entre as cé€lulas de Sertoli e germinativas

(BITTMAN, 2015; LEBLOND; CLERMONT, 1952).
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Figura 4: Ilustragdo esquematica do processo espermatogénico
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1.1.5 Regula¢do da espermatogénese

A espermatogénese ¢ regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-testiculo (hypothalamic-

pituitary-gonadal axis, eixo HPG), basicamente por dois hormonios pituitarios: FSH e LH, os

quais ligam funcionalmente o cérebro com os testiculos e a disfungdo deste eixo leva a

infertilidade. No hipotdlamo, a secrecao pulsatil do hormoénio regulador de gonadotrofina

(GnRH) inicia a liberagdo de LH da hipofise, estimulando as células de Leydig a produzir

testosterona. A testosterona ¢ distribuida por todo o organismo, o que fornece um controle de

retroalimentacdo negativa para a hipofise relacionada a

atividade secretéria das células de

Leydig. Nos tibulos seminiferos a testosterona atua no processo de espermatogénese. A

estimulacdo das células de Sertoli pelo FSH secretado pela hipofise ¢ necessaria para a
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maturacdo das células germinativas. Em resposta a este processo, as células de Sertoli
secretam inibina no mecanismo de retroalimentagcdo negativa direcionado a hipofise (figura
5) (HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003; PETERSEN; SODER, 2006;
RUWANPURA; MCLACHLAN; MEACHEM, 2010).

A testosterona ¢ o FSH possuem um papel importante na regulacdo da
espermatogénese. Em roedores, o FSH tem acdo principalmente no desenvolvimento
espermatogonial, enquanto que a testosterona parece ter um efeito negativo na proliferacao.
A testosterona suporta parcialmente a maturagdo dos espermatocitos, porém em ratos ¢
essencial na progressao de espermatides redondas para alongadas. Tanto a testosterona como
o FSH s3o necessarios para a liberacdo das espermatides das células de Sertoli

(RUWANPURA; MCLACHLAN; MEACHEM, 2010; SHETTY et al., 2002).

Figura 5: Eixo hormonal reprodutivo masculino
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A regulacdo da espermatogénese nao depende somente dos hormonios do eixo
hipotalamo-hipofise, mas também de diversas moléculas sintetizadas localmente pelas células
somaticas e germinativas, como esteroides, fatores de crescimento e citocinas. Além dos
androgenos, o estrogénio tem um papel direto na regulagdo da espermatogénese, estimulando
fungdes como motilidade, produgdo de lactato e metabolizacdo de diversos substratos em
espermatozdides. Outros fatores de crescimento também sdo liberados pelas células de Sertoli
e diversos tipos de células germinativas, formando um complexo sistema de regulacdao das
funcdes celulares e dos processos de desenvolvimento das células germinativas (ALVES et

al., 2013).

1.2 Sinalizacao do calcio

O calcio ¢ um dos principais ions envolvidos nos processos de sinalizagao
intracelulares e participa como segundo mensageiro em diversos eventos celulares. Assim, o
calcio ¢ capaz de converter estimulos externos, como a ac¢ao de hormonios,
neurotransmissores e fatores de crescimento em agdes especificas dentro das células.
Algumas destas agdes resultam em respostas biologicas fundamentais para o funcionamento
das células, como a proliferagdo celular, modificagdes no citoesqueleto e reagdes do
metabolismo intermediario (BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003; ZAMONER et
al., 2005, 2007a).

A sinalizacao do calcio ¢ ativada pela entrada deste ion do meio extracelular para o
meio intracelular, por meio de canais i6nicos, ou pela liberagdo no citosol a partir de estoques
intracelulares. Sendo assim, a concentragcdo de calcio livre € estritamente regulada. No meio
intracelular, a concentragdo de calcio livre em células em repouso ¢ baixa, na faixa de
concentracdo nanomolar. J& na regido extracelular, o calcio esta presente na faixa de
concentracdo milimolar. Embora as concentragdes intracelulares de calcio sejam baixas, as
células possuem uma ampla capacidade de armazenamento em compartimentos citosolicos
especificos. O reticulo endoplasmatico e a mitocondria sdo as principais organelas que
participam do processo de armazenamento e liberacao no citoplasma (KRAUSS, 2003).

O controle da sinalizacdo do célcio nas células € extremamente importante para o
metabolismo celular. Conforme a concentragdo de célcio presente, este ion pode ser um sinal
de vida ou morte. Altas concentracdes de calcio intracelulares ([Ca]l) ativam enzimas
sensiveis a calcio que atuam na digestao de proteinas, iniciando processos necréticos. A total

deplecao dos estoques de calcio no reticulo endoplasmatico também pode gerar sinais
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apoptoticos, pela sobrecarga de célcio na mitocondria. Por estes motivos, a sinalizagdo do
calcio ¢ ativada na forma de ondas ou gradientes que por sua vez ativam certos eventos
celulares, como secre¢ao celular através de vesiculas ou a contragao de células musculares. A
manuten¢do da concentracdo de célcio € entdo determinada pelo equilibrio entre os sinais
positivos que estimulam o aumento de [Ca]l e os sinais negativos, que diminuem a
concentracdo de calcio no citosol pela agdo combinada de tampdes, bombas e trocadores

(BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998; BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003).

1.2.1 Influxo de cdlcio da regido extracelular

Um dos mecanismos para o aumento da concentracdo de [Ca]l ¢ a entrada de célcio
do meio extracelular para o citosol. Neste processo, canais presentes na membrana plasmatica
sdo ativados, onde ocorre o aumento a permeabilidade destes canais e consequentemente um
aumento nas correntes de céalcio (HOSEY; LAZDUNSKI, 1988). Os principais tipos de
canais que participam deste processo sao:

* (Canais de calcio dependentes de voltagem (VDCC);
¢ Canais de calcio dependentes de ligante;

* Canais de calcio ativados por estimulos mecanicos;
¢ Canais de calcio dependentes dos estoques (SOCs).

Os canais de célcio dependentes de voltagem (VDCC) sdo canais cuja ativagdo
depende da despolarizacao ou alteragdo do potencial de membrana das células. Estes podem
ser divididos de acordo com as caracteristicas farmacologicas e/ou eletrofisiologicas em seis
classes: L-, N-, P/Q-, R- ¢ T- (HOFMANN; LACINOVA; KLUGBAUER, 1999; TSIEN;
ELLINOR; HORNE, 1991). Estes canais também podem ser classificados de acordo com a
estrutura da subunidade al de cada canal. Assim, estes canais também podem ser divididos
em trés grandes familias: Cavl, onde entram os VDCC do tipo L; Cav2, da qual fazem parte
os canais do tipo N, P/Q e R; e Cav3, representada pelos canais do tipo T (CATTERALL,
2000).

Canais dependentes de ligantes sdo ativados pela ligagdo de um agonista no dominio
extracelular do canal. Como exemplos podem ser citados o receptor de acetilcolina e os
canais NMDA. Dentro desta classe também estdo os canais TRP (canais i0nicos receptores de
potencial transiente, do inglés transient receptor potencial channel). Com base na estrutura,
os canais TRP sdo subdivididos em 7 grupos: TRPC (Canonico) 1 a 7, TRPV (Vaniloide) 1 a
6, TRPM (Melastatina) 1 a 8, TRPP (Policistina) 2, 3 ¢ 5, TRPML (Mucolipina) 1 a 3,
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TRPA1 (Anquirina) e TRPN (Mecanoreceptores potencial C). Além de serem ativados por
ligantes, os canais TRP também podem ser ativados por segundos mensageiros, como a
proteina cinase A (PKA) e proteina cinase C (PKC), e também podem atuar como canais de
calcio dependentes do estoque (SOCs) (FLINIAUX et al., 2017). Os canais TRPV1 estao
dentre os canais do tipo TRP mais estudados. Eles podem ser ativados pela ligacdo do
vaniloide capsaicina, por altas temperaturas (acima de 43°C) e lipidios, dentre outros. Estes
canais possuem diversos sitios de fosforilagdo na sua estrutura, podendo ser alvo de
regulacao da PKA, PKC e da proteina cinase dependente de calcio-calmodulina II (CaMKII)
(ROSENBAUM; SIMON, 2007).

Os SOCs sao ativados em resposta a deplecdo dos estoques de [Ca]l. Estes canais
possuem uma relagdo muito proxima com o reticulo endoplasmatico. Os SOCs sdo
responsaveis por fornecer calcio para reabastecer o reticulo endoplasmatico depois que o
calcio presente neste for liberado (PRAKRIYA; LEWIS, 2015). Além de serem ativados pela
deplecao do calcio do reticulo, alguns estudos demonstram que estes canais também podem
ser ativados pela atividade da PKC (GAO et al., 2012; MA; KUDLACEK; SANSOM, 2002;
SALEH et al., 2008) e de receptores acoplados a proteina G (TOMINAGA; WADA; MASU,
2001).

1.2.2  Mobilizacdo do calcio de reservas intracelulares

Como mencionado anteriormente, a mitocondria e o reticulo endoplasmatico sao as
principais organelas envolvidas na manuten¢do das concentracdes de célcio e nos estoques
intracelulares. Os estoques de célcio na mitocondria estdo relacionados ao funcionamento do
ciclo do acido citrico, onde a atividade de diversas enzimas como a piruvato desidrogenase,
isocitrato desidrogenase e a-cetoglutarado desidrogenase sdo dependentes da presenca de
calcio (RIZZUTO et al., 2012). O armazenamento de calcio na mitocondria restringe-se a
momentos de altas concentragdes de célcio no citoplasma, através de sistemas de transporte
de calcio presentes na membrana mitocondrial interna (KRAUSS, 2003). O actimulo
excessivo de calcio na mitocondria, por sua vez, leva a diminui¢ao do potencial de membrana
e a produgdo de espécies reativas de oxigénio. O aumento de espécies reativas na mitocondria
causam o rompimento da membrana e a liberacdo de elementos do espago intermembrana,
como o citocromo c, que leva a ativacdo de processos apoptoticos (LA ROVERE et al.,

2016).
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O reticulo endoplasmatico ¢ a principal organela responsavel pelos estoques de [Ca]l.
A concentracao de calcio no reticulo endoplasmatico ¢ em torno de 1 mM, semelhante as
concentragoes extracelulares deste ion. Esta organela possui diferentes proteinas ligantes de
calcio que contribuem para o armazenamento e liberagdo do célcio do reticulo, como a
calsequestrina, calreticulina e calnexina (CHEMALY; TRONCONE; LEBECHE, 2017).
Estas proteinas tem como propriedades a ligacdo ao ion calcio, regulacao das bombas de
calcio e dos canais liberadores de calcio, além de poderem atuar como chaperonas no
dobramento de proteinas, demonstrando uma ligacdo importante entre as concentragdes de
calcio e a fun¢do do reticulo endoplasmatico (BERRIDGE, 2002).

A liberagao de calcio pelo reticulo endoplasmatico ocorre predominantemente pelos
receptores de IP3 e pelos receptores de rianodina. Na liberagdo de calcio mediada pelo IP3, a
ativacdo da fosfolipase C (PLC) leva a liberacdo de IP3 a partir do fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato na membrana plasmatica, onde também ¢ liberada uma molécula de diacilglicerol.
O IP3 interage com os receptores na membrana do reticulo endoplasmatico, liberando assim
calcio no citosol (BERRIDGE, 2009). Os receptores de rianodina sdao semelhantes aos
receptores de IP3 na estrutura e funcdo. Ambos os canais sdo sensiveis as concentragdes
citosolicas de célcio, embora os canais de rianodina geralmente sejam ativados e inibidos por
concentragdes maiores de calcio (BOOTMAN et al., 2001).

Apo6s o aumento da concentragdo de [Ca]l resultante de um estimulo, a remog¢ao do
calcio do citosol para o meio extracelular acontece através da Ca’’-ATPase presente na
membrana plasmatica, assim como pelo trocador de Na'/Ca®" (NCX). O NCX realiza o
transporte ativo de trés Na™ e um Ca®" utilizando a energia do gradiente de Na™ como forca
motriz. A fungdo do NCX também estd relacionada & bomba Na'/K', onde a inibi¢do da
bomba Na'/K " pode levar ao acimulo de Na" dentro da célula, estimulando o NCX a realizar
o transporte no sentido inverso retirando Na™ do citosol e transportando calcio para dentro da
célula (SHATTOCK et al., 2015). O calcio livre em excesso também ¢ sequestrado pelo
reticulo endoplasmatico através da atividade da Ca*"-ATPase (SERCA). A SERCA ¢ a tinica
forma de transporte ativo do citosol para o reticulo endoplasmatico, onde ha a troca de dois
ions célcio por molécula de ATP hidrolisada (figura 6) (CHEMALY; TRONCONE;
LEBECHE, 2017; GWATHMEY; YEREVANIAN; HAJJAR, 2011).
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Figura 6: Representacdo esquematica da sinalizacdo do célcio.
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1.2.3  Importancia do calcio para a fungdo reprodutiva

Além de possuir um papel extremamente importante como segundo mensageiro, o
calcio também possui papel fundamental na fun¢do reprodutiva masculina. O calcio participa
de varios processos no sistema reprodutor, desde a esteroidogénese até¢ a fecundagao do
ovocito no sistema reprodutor feminino. Na esteroidogénese o calcio ¢ um fator essencial
para a sintese de testosterona e estradiol. Em células de Leydig, o LH estimula o aumento de
[Ca]l através de canais VDCC tipo T e canais de rianodina, sendo este aumento essencial
para a secre¢dao de testosterona (COSTA; VARANDA, 2007; COSTA; VARANDA;
FRANCI, 2010). Enzimas como a StAR respondem ao aumento dos niveis de [Ca]l que
ocorre no inicio da esteroidogénese (CHERRADI et al., 1997).

O calcio também participa na homeostasia da BHT. Nas células de Sertoli, o reticulo
endoplasmatico estd ligado com filamentos de actina. Estes filamentos estdo posicionados
proximo a membrana plasmatica em regides relacionadas com a adesdo intercelular e
movimentagdo das c€lulas germinativas. Sendo assim, ¢ possivel que a sinaliza¢dao do calcio

possa estar envolvida com a regulagdo do citoesqueleto nesta regido, considerando o papel do
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reticulo endoplasmatico na homeostase do céalcio (GROVE; VOGL, 1989). Além disso,
proteinas envolvidas na sinalizacdo do calcio aparentam possuir um papel importante nas
juncdes intercelulares e estruturas relacionadas a translocacdo das células germinativas
através da BHT, e também na liberagdo das células germinativas no limen dos tubulos
seminiferos. Porém o papel do célcio na BHT ainda nao esta totalmente claro (LI et al., 2010;
LYON etal., 2017; VOGL et al., 2017).

No espermatozoide, o calcio € crucial para a reagdo acrossomica e para a mobilidade.
O célcio também participa da quimiotaxia e do processo de capacitacdo — todos estes
processos necessarios para o espermatozoide chegar até o ovécito e ocorrer a fusao das duas
células (BREITBART, 2002; CORREIA; MICHELANGELI; PUBLICOVER, 2015;
PUBLICOVER; HARPER; BARRATT, 2007). A presenca da sinalizacdo do célcio nestes
processos enfatiza a importancia da sinalizagdo deste ion para a fungdo reprodutiva como um

todo.

1.3 1a,25-diidroxivitamina D3

la,25-diidroxivitamina D3 (1,25-D3), também conhecida como calcitriol, ¢ a forma
ativa da vitamina Ds. Esta molécula chave do sistema enddcrino da vitamina D possui efeitos
biologicos em cerca de 37 alvos celulares. A 1,25-D; estd envolvida em uma série de
processos celulares como homeostasia do calcio, diferenciagdo celular, respostas
imunologicas e regulacdo da expressdao génica (BOUILLON; OKAMURA; NORMAN,
1995; MIZWICKI; NORMAN, 2009).

1.3.1 Metabolismo da vitamina D

A Vitamina D pode ser obtida a partir da dieta ou através de sintese endogena,
desencadeada pela exposicao a luz solar. A maior fonte de vitamina D em humanos e na
maioria dos vertebrados ¢ a exposi¢ao aos raios UVB solares, o que os torna dependentes da
luz solar para a sintese dos niveis requeridos de Vitamina D no organismo (HOLICK; CHEN,
2008).

A sintese endogena da vitamina D inicia com a exposicao da pele aos raios solares, o
que induz a conversdo fotolitica do 7-dehidrocolesterol a pré-vitamina D3, seguida pela
isomerizacdo térmica a vitamina D3. A vitamina D3 ¢ entdo transportada para o figado pela

circulagdo através da proteina sérica ligadora de vitamina D (DBP). No figado, a vitamina D;
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¢ hidroxilada enzimaticamente a 25-hidroxivitamina Ds; pela enzima 25-hidroxilase. A 25-
hidroxivitamina D3 ¢ a forma da vitamina D presente em maior concentracdo no sangue,
sendo alvo da enzima la-hidroxilase no rim para a formagao da la,25-diidroxivitamina Ds,
forma ativa da vitamina D3 (figura 7) (MIZWICKI; NORMAN, 2009; NORMAN, 2008). A
1,25-D; pode ainda ser inativada através da a¢do da enzima 24-hidroxilase (DUSSO, 2005).

Figura 7: Metabolismo da vitamina D
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Fonte: adaptado de DEEB; TRUMP; JOHNSON, 2007.

A hidroxila¢do na posi¢dao 25 pode ser realizada por duas enzimas diferentes. Uma
delas estd localizada na mitocOndria, sendo identificada como esterol 27-hidroxilase,
codificada pelo gene CYP27A1. Uma segunda enzima, de localizacdo microssomal, também
realiza esta mesma func¢do, sendo um produto do gene CYP2R1 (CHENG et al., 2003).
Ambas as enzimas fazem parte da familia do citocromo P450. A enzima mais importante para
o metabolismo da vitamina D ¢ a CYP2R1, como ¢ demonstrado nos trabalhos de Cheng e
Dong (CHENG et al., 2004; DONG; MILLER, 2004). A mutagdo desta enzima em humanos

pode levar ao desenvolvimento de raquitismo dependente de vitamina D. Um modelo de
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CYP2R1 knockout em camundongos elaborado por Zhu e colaboradores (ZHU et al., 2013)
demonstra que esta enzima ¢ a forma fisiologicamente mais relevante para o metabolismo da
vitamina D, mas o organismo possui outras formas, ainda desconhecidas, para compensar a
delecao deste gene.

A CYP27A1 foi a primeira forma da enzima 25-hidroxilase clonada. Apesar desta
enzima ser capaz de hidroxilar a vitamina D na posicdo 25, sua mutacdo leva ao
desenvolvimento de xantomatose cerebrotendinosa, uma patologia relacionada ao
metabolismo de dacidos biliares (CALI et al.,, 1991; MILLER, 2013). A atividade da
CYP27A1 parece estar mais relacionada com o metabolismo de 4cidos biliares esteroides.
Um possivel papel para a CYP27A1 no metabolismo da vitamina D seria uma forma de 25-
hidroxilase farmacologicamente relevante para andlogos la-hidroxilados da vitamina D
(como a la-hidroxivitamina D3), utilizados como pro-farmacos no tratamento da osteoporose
e doencas metabolicas o6sseas (JONES; PROSSER; KAUFMANN, 2014).

A enzima lo-hidroxilase ¢ codificada pelo gene CYP27B1. Esta enzima ¢ um ponto
chave na regulacdo da homeostasia do calcio e do fosforo, sendo regulada pelo hormonio da
paratireoide (PTH), Ca”" ¢ PO, (OMDAHL et al., 1972; TANAKA; DELUCA, 1973). Ao
contrario da 25-hidroxilase, a CYP27B1 parece ser a tUnica forma responsdvel pela
hidroxilagdo na posicdo la da 25-hidroxivitamina D3 (JONES; PROSSER; KAUFMANN,
2014). A CYP27BI1 ¢ encontrada principalmente nos rins, porém ja foi descrita em diversos
outros tecidos e células como: 0sso, placenta, prostata, testiculos, queratinocitos, macrofagos,
linfécitos T, células dendriticas e varias c€lulas cancerosas (p.e. do pulmao, prostata e pele)
(BLOMBERG JENSEN et al., 2010; DUSSO, 2005; ZEHNDER et al., 2001).

A enzima 24-hidroxilase, responsavel pela inativacao da 1,25-Ds, ¢ codificada pelo
gene CYP24A1. Além da hidroxilagdao na posi¢do 24, varios trabalhos ja demonstram que a
CYP24A1 ¢ capaz de catalisar a hidroxilagio em diversas posi¢des de ambas 25-
hidroxivitamina D3 e 1,25-Ds, formando o metabélito biliar acido calcitroico e 1,25-diidroxi

Ds-26,23-lactona, dentre outros (SAKAKI et al., 2000).

1.3.2  Mecanismo de ac¢do da 1,25-D;

A 1,25-D3; ¢ um hormodnio seco esteroide e possui uma estrutura conformacional
dinamica e flexivel, permitindo que as respostas fisiologicas geradas nos tecidos alvos sejam
resultantes tanto da ativacdo de mecanismos de acdo gendmicos quanto ndo-gendmicos. A

1,25-D3 pode mudar sua conformacao da forma cis para a forma trans, sendo a forma cis



36

mais relacionada a eventos de membrana e a forma trans associada a efeitos nucleares (figura

8) NORMAN, 2006; NORMAN; MIZWICKI; NORMAN, 2004).

Figura 8: Mudancas conformacionais da estrutura da 1,25-Ds.

Fonte: adaptado de NORMAN; ISHIZUKA; OKAMURA, 2001.

A maior parte dos efeitos biologicos conhecidos da 1,25-D; sdo mediados pelo
receptor de vitamina D3 (VDR) presente no nucleo, que na presenga do hormoénio sofre
mudangas conformacionais que resultam na heterodimerizagdo com o receptor retindide
(RXR), interagindo com o DNA de forma a modular a expressdo génica. Estas agdes podem
perdurar por horas ou dias e sdo conhecidas como respostas genomicas (BOUILLON;
OKAMURA; NORMAN, 1995). Por outro lado, a 1,25-D; também pode exercer fungdes
através do mesmo receptor VDR localizado na membrana plasméatica, o que resulta na
ativacdo de segundos mensageiros citosolicos, proteinas cinases e fosfatases assim como a
abertura de canais i0nicos. Estes efeitos geralmente ocorrem em segundos ou minutos € sao
reconhecidos como respostas nao-genomicas, ndo sendo dependentes de transcricdo génica
(figura 9) (DE BOLAND; NEMERE, 1992; NORMAN et al., 2002). Dentre estes efeitos
mediados pelo VDR na membrana plasmatica estdo a ativacdo de proteina cinase C (PKC),
fosfolipase C (PLC), abertura de canais de Ca®" ou CI', ativagdo da adenilato ciclase, aumento
da concentracao de [Ca]l e a ativagdo das vias Raf e MAPK (MIZWICKI; NORMAN, 2009;
ZANATTA etal., 2011Db).
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Figura 9: Mecanismos de acao da 1,25-Ds.
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Fonte: adaptado de MIZWICKI; NORMAN, 2009.

1.3.3 VDR e PDIA3 como receptores da vitamina D

O receptor VDR ¢ o receptor cldssico pelo qual a vitamina D exerce suas fungdes nas
células alvo. E através dele que sdo desencadeadas as respostas gendmicas e também as
respostas rapidas. O VDR ¢ um membro da superfamilia de receptores nucleares, da qual
também fazem parte os receptores de acido retindico, hormonios da tireoide, estradiol e
testosterona (BOUILLON; OKAMURA; NORMAN, 1995; DUSSO, 2005). Varios estudos
in silico foram realizados para verificar como a ligagdo da 1,25-Ds seria responsavel por
ambas respostas rapidas e genomicas. Através de estudos de cristalografia, a equipe do Prof.
Norman (MENEGAZ et al., 2011; MIZWICKI; NORMAN, 2009; NORMAN; MIZWICKI,
NORMAN, 2004) demonstrou que além do sitio de ligagao gendmico, o VDR possui também
um sitio alternativo de ligagcdo. Correspondendo as agdes gendmicas e rapidas, o sitio
gendmico tem maior afinidade de ligagdo com a 1,25-D; na forma trans, enquanto que o sitio
alternativo tem maior afinidade para o hormoénio na forma cis. Esta teoria reforca a ideia de
ambas respostas rapidas e gendmicas partirem do mesmo receptor. Além disso, ja foi
demonstrado que a delecao do receptor nuclear também acarreta no desaparecimento das
respostas rapidas (ZANELLO; NORMAN, 2004), e que o VDR pode se deslocar entre o
nucleo e a membrana plasmatica (CAPIATI; BENASSATI; BOLAND, 2002).

Um segundo receptor para a 1,25-Ds localizado na membrana plasmatica ¢ o PDIA3

(protein disulfide isomerase family A, member 3), que também ¢ capaz de desencadear
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respostas rapidas frente a ligagdo com o hormonio. Esta proteina também ¢é conhecida como
ERp60, ERp57, Grp58 e 1,25-MARRS (CHEN et al., 2013). O PDIA3 foi primeiramente
isolado da membrana basal lateral de células epiteliais do intestino de pintos, onde
demonstrou alta afinidade pela 1,25-D; (NEMERE et al., 1994). Inicialmente esta proteina
foi chamada de 1,25-D; membrane associated rapid response to steroids, 1,25-MARRS,
devido a participagdo no transporte de célcio e fosforo através da membrana estimulado pela
1,25-D3, assim como a ativagdo da PKC em condrocitos e osteoblastos (NEMERE et al.,
1998, 2004). Posteriormente foi demonstrado que as estruturas destas proteinas sdao idénticas
(KHANAL; NEMERE, 2007). A PDIA3 ¢ uma proteina da familia das disulfuro isomerases,
originalmente conhecida como um componente do complexo chaperona -calnexina-
calreticulina que promove o controle do dobramento e qualidade de glicoproteinas no reticulo
endoplasmatico. Através de diversos estudos foi reconhecido que a PDIA3 ¢ uma proteina
multifuncional que participa em diversos processos metabolicos (ZHAO et al., 2013). Assim
como o VDR, a PDIA3 também estd presente no caveolae, interagindo com a proteina
estrutural caveolina-1 (BUITRAGO; BOLAND, 2010; CHEN et al., 2010). Caveolae sao
invaginagoes esféricas ou em forma de baldo (flask- shaped) da membrana plasmatica ricas
em esfingolipideos e colesterol, conhecidos como microambientes de membrana, que se

formam em regides especificas da membrana plasmatica (STAN, 2002).

1.3.4 1,25-D; e a fun¢do reprodutora

Diversas evidéncias na literatura demonstram que a 1,25-D; ¢é critica para a
manuten¢do da reproducdo, porém o papel deste horménio e do VDR no sistema reprodutor
masculino ainda ndo ¢ completamente entendido. Em ratos machos deficientes em vitamina
D a redugdo da fertilidade foi relatada (KWIECINSKI; PETRIE; DELUCA, 1989), e em
camundongos deficientes em vitamina D e do receptor VDR (VDRKO) foram observadas
insuficiéncias gonadais com contagem de espermatozdides diminuida e anormalidades
histologicas no testiculo (KINUTA et al., 2000).

O VDR e as enzimas que participam do metabolismo da 1,25-Ds s3o expressos
amplamente no sistema reprodutor masculino. Diversos trabalhos ja& demonstraram que o
VDR ¢ estas enzimas sdo expressos concomitantemente em células de Sertoli, Leydig e
germinativas, € também em cé€lulas epiteliais do trato reprodutivo masculino (JENSEN,
2014). Em humanos, esta co-localizagdo ja foi demonstrada para as células de Leydig,

espermatogonias, espermatides redondas e alongadas. Isto também foi demonstrado em
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espermatozdides maduros, epididimo, préstata e vesicula seminal (BLOMBERG JENSEN et
al., 2010). Em ratos, o VDR foi encontrado em espermatogonias, espermatocitos, células de
Sertoli e espermatozoides, e também no epididimo, vesicula seminal e prostata (JOHNSON
et al., 1996; MERKE et al., 1983).

A 1,25-Ds € capaz de gerar efeitos gendmicos € nao-gendmicos no testiculo. Em
camundongos com criptorquidia, este hormonio ¢ capaz de estimular a expressao de até 19
dos 2483 genes especificos do testiculo (HIRAI et al., 2009). Entre eles estdo os genes
ABCAI, vimentina, inibidor de CDK 2 e tirosina cinase nao receptora 2 (TNK2). A 1,25-D;
também estimula o acimulo do amino acido nao metabdlico, MeAIB (MENEGAZ et al.,
2009), utilizado em estudos de efeitos associados a membrana. Além disso, o hormdnio
também estimula o influxo de calcio em testiculos (ZANATTA et al., 2011c) e células de

Sertoli de ratos (ROSSO et al., 2012; ZANATTA et al., 2011d).

1.4 Estradiol e o sistema reprodutor masculino

O estradiol (E2) ¢ um estrogeno esteroide que geralmente ¢ considerado um hormonio
feminino, porém a presenca de estrégenos no sistema reprodutor masculino ja foi descrita ha
mais de 50 anos (JAYLE et al., 1962). Além disso, a presenca de receptores de estrogenos no
trato genital masculino levou a uma reavaliagdo do papel destes hormodnios no sistema
reprodutor masculino.

Os estrogenos sao encontrados em alta concentragao na rede testicular, e na cauda
epipidimal de ratos estes niveis podem ser 25 vezes mais altos que os niveis plasmaticos
(O’DONNELL et al., 2001). Estudos com camundongos knockout para os receptores de
estrogenos demonstraram uma alteracdo no desenvolvimento normal e completo da onda
espermatogénica, com poucas células germinativas presentes e/ou células germinativas com

baixa atividade funcional (CARREAU; HESS, 2010; LUBAHN et al., 1993).

1.4.1 Aromatase e a sintese do estradiol

O estradiol ¢ sintetizado através da esteroidogénese, uma sucessdo de reagdes
enzimaticas onde o colesterol € convertido primeiramente em androgenos, como a
testosterona e 4-androstenediona. Através da acdo da enzima aromatase, estes androgenos sao

convertidos irreversivelmente a estrogenos, como estrona e estradiol.
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A aromatase ¢ um complexo enzimatico microssomal composto por duas proteinas:
uma glicoproteina especifica, o citocromo P450 aromatase, que esta associado a uma proteina
redutase, a NADPH citocromo P450 redutase. Codificada pelo gene CYP19A1, esta enzima
esta amplamente distribuida no organismo, sendo encontrada no cérebro, ovarios, tecido
adiposo, placenta, osso, pele e testiculos esta enzima estd presente no sistema reprodutor
masculino(BLAKEMORE; NAFTOLIN, 2016). Em ratos imaturos a aromatase ¢ encontrada
nas células de Sertoli, enquanto que no adulto a maior fonte de estrégenos sao as células de

Leydig e germinativas (CARREAU et al., 2011).

1.4.2  Receptores do estradiol

Assim como a 1,25-Ds, o E2 também possui mecanismos de a¢do gendmicos € nao-
genomicos. A ligacdo do hormdnio com um receptor nuclear leva a regulacao da transcricao
génica, ¢ quando o E2 interage com um receptor na membrana plasmatica acdes rapidas sao
desencadeadas, como ativacdo de vias de sinalizagdo ¢ modulagdo de canais i16nicos. Dois
receptores classicos sdo descritos para os hormodnios estrogenos, os receptores de estrogenos
1 e 2 (ESR1 e ESR2, ou ainda ERa e ERP) que podem ser encontrados no nucleo ou na
membrana plasmatica (O’DONNELL et al.,, 2001). Um terceiro receptor localizado na
membrana das células foi descrito que também ¢ capaz de interagir com os estrogenos, o
receptor de estrogenos associado a proteina G (GPER) (figura 10) (PROSSNITZ;
MAGGIOLINI, 2009).

Os ESRs pertencem a super familia dos receptores nucleares, juntamente com os
demais receptores esteroides (como os de androgenos, progesterona e glicocorticoides),
receptores dos hormonios tireoidianos, do acido retindico e da vitamina D (VDR). Estes
receptores podem exercer efeitos genomicos direta ou indiretamente. No caso de uma agdo
direta, a ligagdo de um estrogeno ao receptor desencadeia modificagdes conformacionais,
onde o receptor pode formar homodimeros (ESR1/ESR1 ou ESR2/ESR2) ou heterodimeros
(ESR1/ESR2). Os dimeros sdo entdo translocados para o nicleo onde se fixam em elementos
responsivos a estrogenos (ERE) encontrados nas regides promotoras dos genes alvo. Em uma
acdo indireta, os receptores translocados para o nucleo recrutam fatores de transcricao,
regulando a expressdao de genes sem ERE. Os efeitos rdpidos resultam da ligacdo dos
hormonios aos receptores presentes na membrana plasmatica, o que gera efeitos em diversas
vias de sinalizacdo. Assim, ESRs podem modular a concentragdo de mensageiros

secundarios, a atividade de vias de sinalizacdo como a via da MAPK e da PI3k/Akt/PKB
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(para revisao ver (HELDRING et al., 2007). No testiculo, os receptores ESR1 ¢ ESR2 sao
encontrados nas células de Leydig, Sertoli e células germinativas em humanos e roedores

(CARREAU et al.,, 2011; CARREAU; HESS, 2010; O’ DONNELL et al., 2001).

Figura 10: Mecanismos de acao do E2.

Estradiol —@

Cascatas de
sinalizagdo
(ERK/MAPK,
PI3K, APMCc)

Membrana
plasmatica

Fatores de
Modulagdo da expressao transcrigdo
génica ativados por

Nicleo ——+— ¢
/ cinases

Nature Reviews | Neuroscience

Fonte: adaptado de AREVALO; AZCOITIA; GARCIA-SEGURA, 2014.

O GPER ¢ um receptor transmembrana acoplado a proteina G capaz de ativar algumas
vias de sinalizacdo celulares. Também conhecido como GPR30, este receptor ¢ encontrado
em células mamarias, cardiacas, leucocitos, no cérebro e no endotélio vascular. Através de
estudos de ativacdo de vias de sinalizacdo com agonistas e antagonistas dos ERs, e também
com E2, foi possivel identificar que algumas a¢des ndo-genomicas dos estrogenos ocorrem
através da ligacdo com o GPER (FILARDO, 2002). Assim como os ERs, o GPER ¢
encontrado em células de Leydig, células de Sertoli e germinativas (CHIMENTO, 2014).

1.4.3  Efeitos dos estrogenos na reprodu¢do masculina

A influéncia dos estrégenos na reprodu¢dao masculina foi colocada em evidéncia com
a descoberta de niveis elevados destes hormonios no sistema reprodutor. Aliado a este fato, a
presenga dos ERs nas células testiculares, e também da enzima aromatase tornaram evidente

a importancia dos estrégenos para a funcao sexual masculina.
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O papel dos estrogenos ¢ reforcado através de dados obtidos com modelos knockouts
(KO) descritos na literatura. Em camundongos, a delecdo do gene ESR1 gera uma ma
formacgao dos tubulos seminiferos, espermatozdides com mobilidade reduzida e incapazes de
fecundar ovdcitos in vitro (EDDY et al., 1996). Efeitos da delecao do gene ESR2 ainda sao
discutidos. Enquanto um trabalho mostra animais férteis sem alteragcdes histologicas do
testiculo (KREGE et al., 1998), um segundo estudo utilizando uma técnica diferente de
invalidag¢do descreve animais inférteis, com histologia e motilidade normais, de modo que a
infertilidade pode ser resultado de um defeito na fecundagdao (ANTAL et al., 2008). A
delecao dos dois receptores acarreta em animais estéreis com o fenotipo proximo ao
encontrado em animais ESR1KO (DUPONT et al., 2000).

Em relacdo a enzima aromatase, animais KO para o gene CYP19 possuem um
fenotipo testicular normal até 4 meses de idade, onde alguns animais comeg¢am a demonstrar
alteragdes na espermatogénese, tubulos seminiferos dismorficos e uma redugdo na
mobilidade dos espermatozoides. Apds 1 ano, hd uma diminui¢do no peso testicular,
associado a uma diminui¢do do numero de células germinativas, o que conduz a infertilidade
(ROBERTSON et al., 1999). A partir do mesmo modelo animal, uma suplementacdo com
fitoestrogenos na dieta foi capaz de prevenir parcialmente os efeitos danosos da deficiéncia
da aromatase, o que demonstra o envolvimento dos estrogenos na espermatogénese

(ROBERTSON et al., 2002).

1.5 Perturbadores enddcrinos com atividade estrogénica: o Bisfenol A

Os perturbadores enddcrinos sdo moléculas capazes de interagir com o sistema
endocrino e alterar a regulacdo. Eles podem agir diretamente, pela ligagdo com receptores
hormonais, ativando ou inibindo as vias de sinalizagdo correspondentes. Estas moléculas
também podem agir indiretamente, modificando a atividade de proteinas especificas da
sintese, secrecdo ou degradagdo dos hormodnios. Estes compostos sdao amplamente
encontrados no meio ambiente, estando presentes na agua e também em recipientes
alimentares, pesticidas, inseticidas, produtos de higiene e brinquedos (BERGMAN; UNITED
NATIONS ENVIRONMENT PROGRAMME; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2013).

Os xenoestrogenos sao perturbadores enddcrinos que possuem atividade estrogénica,

provindos da industria ou de compostos naturais, como os fitoestrogenos. Com uma estrutura
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proxima a do E2, estes compostos podem interagir com os ERs e induzir respostas celulares
relacionadas a estes receptores. Como exemplos de xenoestrogenos, podem ser citados os
pesticidas e inseticidas organoclorados, bifenilos policlorados (PCB), plastificantes e
fitoestrogenos (TOPPARI et al., 1996).

O bisfenol A (BPA) ¢ um composto quimico utilizado na fabricagdo de plasticos
policarbonados (HOEKSTRA; SIMONEAU, 2013). No cotidiano, o BPA pode ser
encontrado em garrafas plasticas, na tubulagcdo de 4gua, no revestimento de latas de conserva,
brinquedos, notas fiscais e aparelhos dentarios.

O BPA ¢ considerado um xenoestrégeno em fun¢do da sua atividade estrogénica,
devido a proximidade da sua estrutura quimica a do E2 (figura 11) (ALONSO-
MAGDALENA et al., 2012). O BPA ¢ capaz de se ligar aos ERs ¢ ao GPER, e possui
atividade estrogénica mesmo em doses muito baixas (BOUSKINE et al., 2009; FENICHEL;
CHEVALIER; BRUCKER-DAVIS, 2013; GAIDO et al.,, 1997). O BPA também pode
interagir com outros receptores, como os receptores de androgenos (MOLINA-MOLINA et
al., 2013) e pelo receptor ativado pelo proliferador de peroxissomo gama (PPARgama) (RIU
etal., 2011a, 2011b).

Figura 11: Estrutura quimica e conformacional do E2 e do BPA.

Estradiol

00}
o

HO OH

Fonte: adaptado de http://ucsdnews.ucsd.edu/pressrelease/bpas_real threat may be after it has metabolized

No homem, a primeira fonte de exposi¢ao ao BPA ¢ a ingestdo através dos alimentos
e absorcao pela pele, e a segunda fonte por inalagdo (VANDENBERG et al., 2007; ZALKO
et al., 2011). O BPA ¢ liberado nos alimentos a partir das resinas utilizadas nas latas e

embalagens de alimentos de pléstico policarbonado (BROTONS et al., 1995; WAGNER;
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OEHLMANN, 2009). Uma analise de mais de 260 produtos alimentares nos Estados Unidos
demonstrou a presenca do BPA e analogos (BPS e BPF) em 75% dos produtos testados
(LTAO; KANNAN, 2013). Além disso, a presenca do BPA ja foi verificada em fluidos
biologicos humanos (COVACI et al., 2015; VANDENBERG et al., 2012).

1.5.1 BPA na reprodu¢do masculina

Diversos estudos realizados com modelos animais ja demonstram possiveis efeitos
danosos que o BPA possui na fungdo reprodutora. Em camundongos, a exposi¢ao ao BPA
durante a gestacdao e lactacdo diminui a taxa de espermatozoides normais, a integridade da
membrana, mobilidade e capacidade de fusdo com o ovoécito (VILELA et al., 2014). A
exposi¢ao durante o mesmo periodo também aumenta a expressao de GnRH e LH, afetando
as enzimas da esteroidogénese de modo a diminuir a concentragdo plasmatica de testosterona
(XTI etal., 2011).

Em ratos, a exposi¢do ao BPA durante a gestagdo e lactagdo estimulou a divisao
celular em células de Leydig e o aumento do numero total de células na idade adulta. Apesar
disso, a atividade destas células ¢ diminuida, com a supressao do receptor de LH e a enzima
17B-HSD, o que diminuiu a secre¢do de andrégenos pelas células de Leydig (NANJAPPA;
SIMON; AKINGBEMI, 2012). Na idade pré-pubere, a exposi¢ao a uma forte dose de BPA
(50 mg/kg) aumenta a apoptose e inibe a proliferagdo das células testiculares (URRIOLA-
MUNOZ; LAGOS-CABRE; MORENO, 2014). Em adultos, a exposi¢ao a doses considerada
seguras leva a diminui¢ao da concentragao plasmatica de FSH, LH e testosterona, associada
ao aumento de E2 e diminuicdo da qualidade e quantidade de espermatozodides
(WISNIEWSKI et al., 2015).

Em estudos in vitro, o tratamento de tiibulos seminiferos de ratos com BPA (10 e 10°
¥ M) inibe a progressdo da meiose nas células germinativas (ALI et al., 2014). A exposicdo a
doses similares de BPA (107" a 10® M) em espermatogdnias, por sua vez, estimula a
proliferagdo destas células aumentando a expressao do receptor GPER (SHENG et al., 2013;
SHENG; ZHU, 2011). O BPA também foi capaz de diminuir a atividade das enzimas da
esteroidogénese, associada a uma diminui¢ao da producdo da testosterona, em microssomas
de testiculos de ratos e humanos (YE et al., 2011).

A BHT também ¢ um sitio de acao para o BPA. Uma exposi¢do neonatal ao BPA em
ratos altera o estabelecimento da BHT, modificando a localizagdo de proteinas que fazem

parte da barreira. Isto leva a diminuicdo do numero e alteragdo da mobilidade dos



45

espermatozdides (SALIAN; DOSHI; VANAGE, 2009). Na idade pré-pubere, a exposicao ao
BPA diminui a permeabilidade e a expressao das proteinas da BHT (LI et al., 2009).

1.6 Evidéncias de interacdes entre as vias da 1,25-D; e do E2

Estudos que demonstram uma ligacao entre as vias de sinalizagao da 1,25-Ds e do E2
vem crescendo no mundo cientifico. Kinuta e colaboradores (KINUTA et al., 2000)
demonstraram que em camundongos VDRKO h4 uma diminui¢cdo na expressdo e na
atividade da enzima aromatase. Além disso, os animais apresentaram diminui¢do do nimero
e da motilidade dos espermatozoides, com anomalias histologicas no testiculo. As
concentracoes plasmaticas de LH e FSH também estavam elevadas nestes animais. A
suplementagdo com estrogenos foi capaz de reverter quase totalmente estes efeitos. Também
foi realizada uma suplementacdo com célcio para corrigir a hipocalcemia nos animais
VDRKO, o que levou ao aumento da expressao e da atividade da aromatase, porém nao teve
efeitos nos outros parametros estudados.

Em um segundo modelo de animais VDRKO (BLOMBERG JENSEN et al., 2013)
nao houve alteragdo nos niveis de gonadotrofinas no soro, porém a expressao do receptor
ESRI1 foi alterada. Embora contrastantes, os dois modelos evidenciam um papel importante
da 1,25-Dj3 na sinalizagdo estrogénica no testiculo.

A relagdo entre a 1,25-D; e o E2 no sistema reprodutor masculino também foi
avaliada através de um modelo de camundongos deficientes em lao-hidroxilase
(CYP27B1KO) (SUN et al., 2015). Neste modelo, os animais CYP27B1KO sdo inférteis,
com diminui¢do das concentragdes plasmaticas de calcio, fosforo e E2, com aumento nas
concentracoes dos horménios FSH e LH.

Efeitos da 1,25-D; na aromatase também foram demonstrados em outros tecidos,
como osteoblastos (TANAKA et al.,, 1996), células de glioma (YAGUE; GARCIA-
SEGURA; AZCOITIA, 2009) e células tronco mesenquimais (PINO et al., 2006). Em células
de Sertoli de ratos, a 1,25-D; também foi capaz de estimular a expressdo da aromatase,
possivelmente envolvendo um mecanismo de ativacao inicial ndo gendmico através da PKA
(ZANATTA et al., 2011a). Em cultura de tibulos seminiferos, o tratamento com a 1,25-Ds
foi capaz de estimular a expressdao da aromatase, além de diminuir a expressdo dos receptores
ESR1 e ESR2 (ZANATTA, 2015).

Levando em consideracao os trabalhos citados acima, € evidente que ha uma interacao

entre 0 metabolismo e as vias de sinalizagcdo da 1,25-D3 e do E2. Desse modo, o intuito deste
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trabalho foi estudar alguns pontos regulatorios dos dois horménios no sistema reprodutor

masculino, assim como a influéncia do BPA nestes mecanismos.



47

2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar as interagdes (cross talk) no metabolismo e
nas vias de sinaliza¢do da 1,25-D3 e do estradiol, bem como a influéncia do BPA em células

testiculares.

2.2 Objetivos especificos

* Estudar o efeito do E2 e do BPA na expressao de genes envolvidos no metabolismo
da 1,25-D3, como VDR, PDIA3 e¢ CYP27A1, em testiculos de ratos de diferentes idades

tratados in vivo;

* Estudar o efeito do E2 e do BPA na expressdo da proteina VDR e CYP27A1 em

testiculos de ratos de diferentes idades tratados in vivo;

* Estudar o efeito e 0 mecanismo de a¢do do BPA no influxo de *Ca’*" em testiculos de

ratos pré-puberes tratados in vitro.

* Estudar o efeito da 1,25-Ds, do E2 e do BPA na expressao de genes envolvidos no
metabolismo da 1,25-D3;, como CYP27A1, CYP2R1, VDR e PDIA3 em cé¢lulas de Leydig de

ratos adultos tratadas in vitro;

* Estudar o efeito da 1,25-Ds, do E2 e do BPA na expressao de genes envolvidos no
metabolismo do E2, como ESR1 e aromatase (CYP19), em células de Leydig de ratos adultos

tratadas in vitro;

* Estudar o efeito ¢ o0 mecanismo de agdo da 1,25-Ds, do E2 e do BPA no influxo de

#Ca”" em em células de Leydig de ratos adultos tratadas in vitro.
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho experimental

Visando estudar diferentes pontos de interagao entre a 1,25-Ds, E2 ¢ BPA, optamos
por desenvolver 3 linhas de trabalho. Primeiramente, foram utilizados tratamentos in vivo
com ratos de diferentes idades para verificar o efeito da exposi¢do ao E2 ¢ BPA no
metabolismo de ativacdo da vitamina D pela expressao da enzima 25-hidroxilase (CYP27A1)
e sinalizacdo da 1,25-Dj; através dos receptores VDR e PDIA3. Para isso foram utilizados
ratos de 15 e 60 dias de idade, que correspondem ao inicio da primeira onda espermatogénica
e ao alcance da maturidade sexual, respectivamente.

Como uma segunda abordagem foram utilizados testiculos de ratos pré-puberes de 30
dias de idade para a verificacao de possiveis efeitos rapidos / de membrana gerados pelo BPA
através da técnica de influxo de ¥Ca*’. Nesta idade, os tubulos seminiferos estdo no final da
primeira onda espermatogénica, com a presenca de espermatides redondas; os primeiros
espermatozdides aparecem somente a partir do 36° dia pos natal. Além disso, nesta idade as
células de Sertoli sdo capazes de sintetizar E2.

Em uma terceira linha de trabalho, tratamentos in vitro com 1,25-Ds, E2 ¢ BPA foram
realizados em células de Leydig de ratos adultos, ja que estas células sdo o principal sitio de
producao de E2 no rato adulto. Foram estudados efeitos gendmicos através da expressdao dos
genes CYP27A1, CYP2R1, VDR e PDIA3 (relacionados ao metabolismo e sinalizagao da
1,25-D3) e os genes ESR1 e aromatase (CYP19) (relacionados ao metabolismo e sinalizacao
do E2. Efeitos ndo genomicos também foram estudados através da técnica de influxo de

45 C a2+

3.2 Animais

Ratos Wistar machos de 30 e 70 dias de idade foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os ratos foram mantidos em gaiolas plasticas, com
ciclo claro/escuro (12/12 h), em sala climatizada com temperatura controlada (21 + 1°C),
racdo padronizada e 4gua a vontade. Todos os animais foram monitorados e mantidos em

concordancia com as recomendagdes do Comité de Etica do uso de Animais, protocolo

PP00862/CEUA/UFSC.
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Ratos Wistar machos de 70 dias e ratos Sprague-Dawley de 15 e 60 dias obtidos no
Centre Universitaire de Ressources Biologiques, Caen, France, foram mantidos em condigdes
padrio, ciclo 12 h claro/12 h escuro, temperatura ambiente (21 + 1°C) com comida e dgua ad
libitum. Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com as
Regulamentacdes do Governo Francés (Services Vétérinaires de la Santé et de la Production

Animale, Ministere de 1’ Agriculture).

3.3 Tratamentos in vivo

Os animais foram tratados com E2, BPA ou as duas moléculas juntas. Para cada

experiéncia, quatro grupos de oito animais foram estabelecidos:

* grupo controle tratado com DMSO 0,7%;

* grupo E2 tratado com 17f-estradiol 20 pg/kg de peso corporal/dia;

* grupo BPA tratado com BPA 50 pg/kg de peso corporal/dia;

* grupo E2 + BPA tratado com 17B-estradiol 20 ug/kg de peso corporal/dia e
BPA 50 pg/kg de peso corporal/dia.

Os animais foram pesados diariamente para o ajuste do volume da solugdo, € o
tratamento foi realizado por via subcutanea. Os compostos foram diluidos em DMSO, sendo
em seguida diluidos em uma solugdo salina NaCl 0,9% para a administracdo. Com o intuito
de limitar a exposi¢do dos animais a estrogenos ambientais, os animais foram alimentados
com uma ra¢do pobre em fitoestrogenos (SDS Dietex©) a partir do desmame (21° dia).

Trés experiéncias foram conduzidas, com foco em duas faixas de idade: a idade pré-
pubere e a idade adulta. O periodo pré-pubere escolhido, de 15 a 30 dias apds o parto,
engloba a iniciacdo da primeira onda da espermatogénese, a diferenciacdo das células de
Sertoli e o estabelecimento da BHT. O periodo da idade adulta escolhido foi de 60 a 75 dias
apos o parto. No protocolo experimental 1 (PE1), os ratos pré-puberes foram tratados com E2
e BPA do dia 15 ao dia 30, sendo eutanasiados no dia seguinte a tltima dose. No protocolo
experimental 2 (PE2), os animais foram tratados do dia 15 ao dia 30, e eutanasiados no dia
75. No protocolo experimental 3 (PE3), os ratos foram tratados do dia 60 ao dia 75 e
eutanasiados apods a ultima dose (Figura 12). Apds a eutandsia, os testiculos foram retirados e

congelados a -80 °C para posterior extracdo de RNA, seguida de RT e PCR tempo real, como
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descrito nos itens 3.4 ¢ 3.5. Uma parte do tecido também foi utilizada para extragdo de

proteinas e realizacdo de Western Blot.

Figura 12: Esquema demonstrativo dos tratamentos em cada experiéncia realizada.
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Fonte: criado pela propria autora.

3.4 Cultura de células de Leydig

As células de Leydig foram isoladas como descrito anteriormente (MURUGESAN et
al., 2008; SCHUMACHER et al., 1978). Testiculos de ratos de 70 dias foram decapsulados e
incubados em meio Ham’s F12/DMEM (1:1) contendo 0,25 mg/mL da enzima Colagenase
por 15 min, a 34°C sob agitagido. Foram feitas entdo duas sedimentagdes gravitacionais, onde
foi retirado o sobrenadante contendo as células de Leydig. O sobrenadante foi entdo filtrado
em malha de nylon e centrifugado a 2500 g por 10 min. O precipitado foi recuperado e as
células foram depositadas sobre um gradiente de Percoll para purificar as células de Leydig.
As células recuperadas do gradiente foram lavadas e centrifugadas para a retirada completa
do Percoll. As células foram entdo contadas e cultivadas em placas de 6 pogos (2.000.000
células / poco) em meio Ham’s F12 / DMEM sem vermelho de fenol, suplementado com
antibidticos (Penicilina / Streptomicina 50 U / mL) e soro bovino fetal a 10% a 34°C numa
atmosfera 5% CO; / 95% O, por 24 h. Apds este periodo, os tratamentos com 1,25-Ds, E2 ¢
BPA foram realizados. Nos estudos de expressao génica, foram realizadas curvas de dose e

de tempo para estudar o efeito dos compostos estudados nas células de Leydig. Nas curvas de
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dose, as células foram tratadas com 1,25-Ds, E2, BPA e 1,25-Ds + E2, nas doses 10"9, 10% e
107 M (para todos os compostos) por 6 h. Nas curvas de tempo, as células foram tratadas
com 1,25-Ds, E2, BPA e 1,25-D; + E2, na dose de 107 M, por 3, 6, 10 e 24 h. Apds as
incubagdes, o meio de cultura foi retirado e as células congeladas a -80°C. A partir das
células congeladas, foi realizada a extracdo de RNA seguida pelas reacdes de RT-PCR tempo
real como descritas a seguir (itens 3.4 e 3.5). Nos estudos de resposta rapida através do

. 4 2 7 . .
influxo de *’Ca®", as células foram tratadas conforme descrito no item 3.8.

3.5 Extrac¢ao e Quantificacio do RNA total

Os acidos ribonucleicos (RNAs) foram isolados com o kit TRI-Reagent (Sigma-
Aldrich) e a quantidade de RNA extraida das amostras foi calculada a partir da densidade
optica a 260 nm (DO260 nm), segundo a formula: [ARN total] = DO260 nm x fator de
diluigdo x 40 (1 DO = 40 pg/mL). A verificacdo da qualidade dos RNAs extraidos foi
realizada pelo célculo da razao das densidades Opticas a 260 e 280 nm (260/280).

3.6 Amplificaciio dos transcritos dos genes

3.6.1 Transcri¢do Reversa (RT)

250 ng (testiculos) ou 500 ng (células de Leydig) de RNA total foram utilizados para
esta etapa. A sintese do DNA complementar (DNACc) foi efetuada em um volume final de 20
puL  com adicdo de 100 ng de random primers, 200 nM de cada dNTP
(desoxirribonucleotideo), 12 U de RNAsin e 200 U de M-MLV RT (Moloney Murin
Leukemia Virus Reverse Transcriptase) em um tampao de reagdo (Promega). A mistura foi

incubada por 1 h e 30 min a 37 °C e por mais 5 min a 70 °C.

3.6.2 Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (PCR tempo real)

A PCR em tempo real foi realizada em um volume final de 20 pL contendo: 5 pL de
DNACc diluido 10 vezes, 10 pL. de tampao de reagdo SYBR green mix (Bio-Rad) ¢ 0,3 uM de
cada primer (Tabela 1). A reacao de amplificagdo consistiu de uma etapa inicial a 95 °C por 3
min, 45 ciclos de 95 °C por 15 s (desnaturacao) e 60 °C por 2 min (anelamento e extensao) e

por fim 80 ciclos de 55 °C por 10 s com um aumento de 0,5 °C por ciclo, a partir do segundo
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ciclo, a fim de estabelecer uma curva de ponto de fusdo. Os niveis de expressdo dos genes
pesquisados (VDR, PDIA3, CYP2R1, CYP27A1, CYP19, ESR1) foram normalizados com o
do gene controle L19 através do calculo: 2(Ct M9 - Ct gene pesauisado) = A capacterizacio dos
produtos da PCR foi obtida através do sequenciamento (GENOME express, Meylan, France)

e alinhamento com sequéncias descritas na literatura.

Tabela 1: Primers utilizados no PCR em tempo real

Tamanho do
Gene Sequéncia (5’-3°) alr):; ;;iilflitc(;gz"fo
(pb)
L19! F: GGAATCTAAGAAGATTGACCGTC
(NM_031103.1) R: GCCTTGTCTGCCTTCAGTTT 120pb
VDR® F: TGACCCCACCTACGCTGACT
(NM_017058) R: CCTTGGAGAATAGCTCCCTGTACT P
PDIA3" F: TAAAGATGCCTCGGTGGTGG
(NM_017319.1) R: ACGTTGGTGTGTGCAAATCG Ha s
Cyp2rl” F: CCCACGTCTACATGAGGAAGC 9 pb
(NM_001108499.1) | R: CACCCACTCCCATTTTTGTCAT
Cyp27al” F: AACAGGTCAAGACCGACCGC 141 pb
(NM_178847.3) R: CCGTACTTGGCCTTGTTCAGC
Cyp27b1” F: TACCCCTGCTAAAGGCTGTGA 144 pb
(NM_053763.1) R: TGGCATAGTGACAGAGGGAAAC
Cypl9’ F: CGTCATGTTGCTTCTCATCG 150pb
(M33986.1) R: TACCGCAGGCTCTCGTTAAT
ESRI® F: AATTCTGACAATCGACGCCAG
(X61098) R: GTGCTTCAACATTCTCCCTCCTC 45

A Sequéncias Genbank.
B0 desenho foi baseado em ZANATTA et al., 201 1a.
€0 desenho foi baseado em CHIMENTO et al., 2010.

3.7 Extracao de proteinas

A extracdo de proteinas foi realizada a partir de amostras de testiculo congeladas a -

80°C. Foi adicionado as amostras tampdo RIPA (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM,
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Triton 1%, SDS 1%) contendo inibidores de proteases (1/100) (Sigma), seguido de uma
incubagdo de 10 min em gelo, onde a amostra foi agitada regularmente. As amostras foram
entdo centrifugadas por 10 min a 4500g a 4°C. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante
contendo as proteinas foi recuperado e a determina¢do da concentragdo de proteinas nas

amostras foi realizada pelo método de Bradford.

3.8 Western Blot

Foram utilizados 30 pug de proteinas totais em cada poco para a eletroforese. As
proteinas totais diluidas em tampao RIPA com inibidores de proteases foram desnaturadas
por 5 min a 100°C em presen¢a de um tampao de carga (Tris-HC1 50 mM, SDS 2%, glicerol
10%, B-mercaptoetanol 1%, EDTA 12,5 mM, azul de bromofenol 0,02%). As amostras foram
entdo adicionadas em gel de poliacrilamida 10%, onde as proteinas foram separadas em
funcdo do peso molecular por eletroforese. A migracao das proteinas foi realizada em tampao
de eletroforese (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3) durante 1:30 —2h a 120 V.

Apdés a migracdo, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (GE Healthcare) pela agdo de um campo elétrico de 100 V por 1 h em tampao
de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 191 mM, etanol 20%, SDS 0,1%, pH 8§,3). A
transferéncia das proteinas para a membrana foi confirmada através da coloracdo com
vermelho de Ponceau (vermelho de ponceau 0,1%, 4cido acético 5%). A membrana foi entdo
lavada com TBS (Tris 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4), seguida pelo bloqueio de sitios nao
especificos com TBS-T/leite 5% (TBS Tween-20 0,01%, leite 5%) por 1 h a temperatura
ambiente. Apos o bloqueio, a membrana foi incubada com o anticorpo primario VDR
(1:5000) (C-20, Santa Cruz Biotechnology), CYP27A1 (1:1000) (K16 - Santa Cruz
Biotechnology) ou PDIA3/ERp57 (1:1000) (sc-23886 - Santa Cruz Biotechnology) por 12 h a
4°C. Em seguida a membrana foi lavada com TBS-T e incubada com anticorpo secundario
(1:5000) correspondente por 1 h a temperatura ambiente. A membrana foi entdo lavada com
TBS-T e a revelacdo das proteinas foi realizada pela adigdo de ECL (Promega) sobre a
membrana por 1 min, seguida pela exposi¢do a um filme auto-radiografico. A quantificagdao
das proteinas foi realizada através do programa ImageJ comparando a intensidade do sinal da
proteina de interesse com a intensidade do sinal da proteina de referéncia (actina B —

anticorpo C4, Millipore).
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3.9 Tratamentos in vitro — Influxo de **Ca*"

Testiculos de ratos de 30 dias de idade ou cé€lulas de Leydig foram pré-incubados em
tampao Krebs Ringer bicarbonato (KRb) (122 mM NaCl; 3 mM KCI; 1,2 mM MgSOy;
1,3 mM CaCl,; 0,4 mM KH,POq4; 25 mM NaHCOs3) durante 15 min. Em seguida o meio de
incubagdo foi substituido por um KRb fresco contendo 0,1 uCi/mL de *Ca*", onde o tecido
e/ou células (1.000.000 células por amostra) foram incubado por mais 1 h em atmosfera
carbogénica (0,:CO,, 95:5 v/v), pH 7.4; a 34 °C, para alcangar o equilibrio intra e
extracelular de *Ca>” (ZAMONER et al., 2007b). Entdo, as amostras foram incubadas por
diferentes periodos e concentragdes de 1,25-D3;, E2 e BPA. Os inibidores, quando utilizados,
foram adicionados 15 min antes dos tratamentos. Para finalizar a incubag¢ao foi adicionada
uma solugdo de cloreto de lantanio (127,5 mM NaCl, 4,6 mM KCI, 1,2 mM MgSQO,, 10 mM
HEPES, 11 mM glicose, 10 mM LaCls), pH 7,3 a 2 °C, interrompendo o fluxo de célcio na
preparacdo (BATRA; SJOGREN, 1983). Apds 30 min, a solugio de cloreto de lantanio foi
removida e 250 pL de NaOH 0,5 M foram adicionados a cada amostra, sendo
homogeneizadas neste tampao. Uma aliquota do homogenato foi utilizada para a contagem da
radioatividade por cintilagdo liquida. Uma segunda aliquota da amostra foi utilizada para a
dosagem de proteinas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Os resultados foram

expressos em pmoles de célcio por pg de proteina ou em % do controle.

3.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrao da média (E.P.M.) por pg
de proteina ou em % do controle de determinagdes realizadas em 3 a 4 experimentos
independentes. As comparacdes estatisticas foram realizadas através do teste # de Student ou
ANOVA de uma ou duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni, quando necessario. As
diferencas encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para um p igual ou

menor que 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor compreensao deste trabalho, os resultados apresentados nesta tese estao

divididos em trés partes:

e Parte I - Efeitos gendmicos do tratamento in vivo de E2 e BPA no metabolismo e

sinalizagdo da 1,25-D; em testiculo de ratos de diferentes idades.

* Parte II - Estudo dos efeitos ndo genomicos in vitro do BPA em testiculos de ratos

pré-puberes.

e Parte III - Efeitos da 1,25-D3;, E2 e BPA no metabolismo e sinalizagdo da 1,25-D; ¢

E2 em células de Leydig de ratos adultos tratadas in vitro.
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4.1 Parte I: Efeitos genomicos do tratamento in vivo de E2 e BPA no metabolismo e

sinalizacao da 1,25-D; em testiculo de ratos de diferentes idades

4.1.1 Resultados

Efeito do tratamento com E2 e BPA in vivo na expressdo dos genes e das proteinas

VDR, PDIA3, CYP27A1 em testiculos de ratos pré-puberes (PEI)

Para estudar a influéncia do E2 e do BPA na sinaliza¢ao da 1,25-Ds, a expressao dos
genes dos receptores da 1,25-D3;, VDR e PDIA3, e da enzima 25-hidroxilase, CYP27Al,
foram analisados em ratos tratados in vivo com E2 e/ou BPA (PE1). Como demonstrado na
figura 13, no grupo E2 houve uma diminuicdo na expressao dos genes VDR e CYP27A1. No
grupo BPA, somente a expressdao do gene CYP27A1 foi alterada. J4 no grupo E2 + BPA, nao
houve alteragdo na expressao de nenhum dos genes estudados. Quando o E2 foi utilizado
combinado com o BPA o efeito do E2 sobre a expressdao do gene VDR foi abolido (figura
13). Também foi verificada a expressdao dos genes CYP2R1 e CYP27B1, porém os niveis de
expressao destes genes nas amostras deste estudo foram muito baixos, ndo possibilitando a

quantificagao.

Figura 13: Efeito do tratamento in vivo com E2 ¢ BPA na expressdao do RNAm dos genes
CYP27A1, VDR e PDIA3 em testiculos de ratos pré-puberes.
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Anadlise semi-quantitativa através de RT-PCR em tempo real da expressao do RNAm dos
genes CYP27A1 (A), VDR (B) e PDIA3 (C) em testiculos de ratos de 30 dias tratados in
vivo com E2 e/ou BPA do dia 15 ao dia 30. A quantidade relativa dos genes de interesse foi
normalizada pelo gene de referéncia (proteina ribossomal L19). Os resultados estdo expressos
como unidades arbitrdrias em comparagao com o controle. Os dados estdo representados
como a média = E.P.M. de oito animais. *p < 0,05; “p < 0,01 quando comparado com o

grupo controle; " p < 0,001 quando comparado com o grupo E2.

Quando os niveis de expressdo proteica foram analisados através da técnica de
Western Blot, o tratamento com E2 nao modificou a expressdao do gene VDR. No grupo BPA
houve um aumento da expressao da VDR, embora este grupo ndo demonstre alteracdes na

expressao do gene (figura 14).
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Figura 14: Efeito do tratamento in vivo com E2 e BPA na expressdao da proteina VDR em

testiculos de ratos pré-puberes.
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Andlise e quantificacdo da expressdo proteica através da técnica de Western blot das
proteinas VDR em testiculos de 30 dias tratados in vivo com E2 e/ou BPA do dia 15 ao dia
30. A quantidade relativa de VDR foi normalizada pelos niveis da proteina actina, e os
resultados estdo expressos como unidades arbitrdrias em comparagdo com o controle. Os
dados estdo representados como a média + E.P.M. de oito animais. p < 0,05 quando
comparado com o grupo controle.

Efeito do tratamento pré-pubere com E2 e BPA in vivo na expressdo dos genes e das

proteinas VDR, PDIA3 e CYP27A1 em testiculos de ratos adultos (PE2)

Para verificar se os efeitos do tratamento com E2 e BPA na idade pré-pubere sdo
reversiveis, os animais foram tratados no mesmo periodo ¢ mantidos sob condi¢des normais
até a idade adulta, onde foram eutanasiados e a expressao génica e proteica nos testiculos foi
analisada (PE2). Ao contrario da experiéncia 1, o grupo E2 aumentou a expressao de todos os
genes estudados, enquanto os outros grupos nao apresentaram nenhum efeito detectavel na

expressao génica (Figura 15).

Figura 15: Efeito do tratamento in vivo na idade pré-pubere com E2 e BPA na expressao do
RNAm dos genes CYP27A1, VDR e PDIA3 em testiculos de ratos adultos tratados na idade
pré-pubere.
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Anadlise semi-quantitativa através de RT-PCR em tempo real da expressaio do RNAm dos
genes CYP27A1 (A), VDR (B) e PDIA3 (C) em testiculos de ratos de 75 dias tratados in
vivo com E2 e/ou BPA do dia 15 ao dia 30. A quantidade relativa dos genes de interesse foi
normalizada pelo gene de referéncia (proteina ribossomal L19). Os resultados estdo expressos
como unidades arbitrdrias em comparagao com o controle. Os dados estdo representados
como a média = E.P.M. de oito animais. *p < 0,05; “p < 0,01 quando comparado com o
grupo controle.

A expressdo das proteinas VDR e do CYP27A1 foi analisada para o grupo E2 (Figura
11). Embora o tratamento com E2 tenha aumentado a expressdao do gene VDR, somente uma
tendéncia a um aumento da expressdao da proteina foi verificado. O tratamento com E2

aumentou significativamente a expressao da proteina CYP27A1.
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Figura 16: Efeito do tratamento in vivo na idade pré-pubere com E2 ¢ BPA na expressao da

proteina VDR em testiculos de ratos adultos tratados na idade pré-pubere.
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Andlise e quantificacdo da expressdo proteica através da técnica de Western blot das
proteinas VDR (A) e CYP27A1 (B) em testiculos de 75 dias tratados in vivo com E2 e/ou
BPA do dia 15 ao dia 30. A quantidade relativa de VDR e CYP27A1 foi normalizada pelos
niveis da proteina actina, e os resultados estdo expressos como unidades arbitrarias em
comparacdo com o controle. Os dados estdo representados como a média = E.P.M. de oito
animais.  p < 0,01 quando comparado com o grupo controle.

Efeito do tratamento com E2 e BPA in vivo na expressdo dos genes VDR, PDIA3 e
CYP27A1 e proteina PDIA3 em testiculos de ratos adultos (PE3)

Os tratamentos com E2 e BPA in vivo também foi realizado na idade adulta (PE3),

com o intuito de verificar se a exposi¢do a estes compostos na idade adulta também ¢ capaz
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de alterar a sinalizagdo da 1,25-D; (figura 17). Diferente das experi€ncias anteriores, o
tratamento com o E2 e BPA nao teve efeito na expressao dos genes estudados. O tnico efeito
observado foi um aumento na expressao do gene PDIA3 pelo grupo E2 + BPA, que nao foi

observado quando analisada a expressao da proteina PDIA3.

Figura 17: Efeito do tratamento in vivo com E2 ¢ BPA na expressdao do RNAm dos genes
CYP27A1, VDR e PDIA3 em testiculos de ratos adultos.
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Anadlise semi-quantitativa através de RT-PCR em tempo real da expressio do RNAm dos
genes CYP27A1 (A), VDR (B) e PDIA3 (C) em testiculos de ratos de 75 dias tratados in
vivo com E2 e/ou BPA do dia 60 ao dia 75. A quantidade relativa dos genes de interesse
foram normalizados pelo gene de referéncia (proteina ribossomal L19). Os resultados estao
expressos como unidades arbitrdrias em comparagdo com o controle. Os dados estdo
representados como a média + E.P.M. de oito animais. p < 0,05 quando comparado com o
grupo controle.

Figura 18: Efeito do tratamento in vivo com E2 e BPA na expressdao da proteina PDIA3 em
testiculos de ratos adultos.
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Analise e quantificacdo da expressdo proteica através da técnica de Western blot da proteina
PDIA3 em testiculos de 75 dias tratados in vivo com E2 e/ou BPA do dia 60 ao dia 75. A
quantidade relativa de PDIA3 foi normalizada pelos niveis da proteina actina, e os resultados
estdo expressos como unidades arbitrarias em comparagdo com o controle. Os dados estdo
representados como a média += E.P.M. de oito animais.
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4.1.2 Discussao

Evidéncias da interagdo entre as vias de sinaliza¢ao da 1,25-D3 e do E2 s3o descritas
na literatura (JENSEN, 2014; ZANATTA et al., 2017), porém como interagem estes dois
hormonios ainda nao esta claro. Assim como a 1,25-D3; € capaz de modular a expressdao da
enzima aromatase em células de Sertoli (ZANATTA et al., 2011a), camundongos VDRKO
apresentam diminui¢do da expressao e atividade desta enzima (KINUTA et al., 2000). Além
disso, estes animais apresentam diminui¢cdo da contagem e mobilidade dos espermatozodides e
niveis plasmaticos elevados de LH, FSH e estradiol. Nestes animais, a suplementacdo com
estrogenos foi capaz de reverter todas as alteragdes causadas pela deficiéncia do VDR: a
motilidade e contagem dos espermatozodides foi elevada e os niveis plasmaticos dos
hormonios se tornaram semelhantes aos animais controle. Modelos de animais VDRKO
também apresentam caracteristicas em comum com modelos ESRIKO com relacdo a
fertilidade (EDDY et al., 1996; HESS et al., 1997).

Neste trabalho sao demonstrados efeitos da exposi¢ao ao E2 e BPA in vivo em alguns
pontos da sinalizagdao da 1,25-Ds, como os receptores da 1,25-D3; e a enzima 25-hidroxilase
(CYP27A1) utilizando o mesmo modelo animal descrito por (BROUARD et al., 2016). Para
o tratamento, foram escolhidas doses baixas do E2 (20 pg/kg por peso corporal/dia) e de BPA
(50 pg/kg por peso corporal/dia). A dose de E2 foi escolhida a partir do trabalho de
(D’SOUZA et al., 2005), que demonstra que esta dose do hormonio possui um efeito
deletério na espermatogénese no adulto. A dose utilizada do BPA foi escolhida por
representar uma dose 100 vezes inferior ao nivel de efeito adverso nao observavel (NOAEL)
de 5 mg/kg/dia fixada na Europa em 2007 (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY
(EFSA), 2007), embora a dose de Ingestao Diaria Aceitavel (TDI) tenha sido alterada para 4
pg/kg/dia em 2015 (EFSA PANEL ON FOOD CONTACT MATERIALS, ENZYMES,
FLAVOURINGS AND PROCESSING AIDS (CEF), 2015). Além do grupo controle, um
quarto grupo também foi utilizado onde os animais receberam os dois compostos em
conjunto, para verificar possiveis efeitos sinérgicos ou antagonistas entre o E2 ¢ BPA.
Anadlises imediatamente apos a exposicao na idade pré-pubere e adulta foram realizadas, e os
tratamentos demonstraram resultados diferentes dependendo da idade da exposic¢ao.

No PE1, a diminui¢dao da expressdo génica do VDR pelo E2 nao foi visualizada na
expressao proteica. A expressao do gene VDR foi diminuida no grupo E2, enquanto que os
niveis de expressdo da proteina VDR no mesmo grupo foram semelhantes ao controle. A

diferenca entre a expressao gé€nica e proteica pode estar relacionada a modificacdes pos-
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transcricionais nas células testiculares. Na maioria das células somaticas, a transcri¢ao e
tradu¢do do mRNA sao intimamente interligadas, fazendo da deteccdo do mRNA um forte
indicador da expressdo proteica. Entretanto, as células testiculares dependem fortemente de
mecanismos de regulacdo pos-transcricionais (IGUCHI; TOBIAS; HECHT, 2006). Além
disso, um atraso pode ser observado entre a transcri¢ao e a traducao (CALVEL et al., 2010).
Quando a analise foi realizada nos 30 dias de idade, os tibulos seminiferos apresentam uma
condicdo homogénea com as células germinativas engajadas na meiose, sendo o estado mais
diferenciado caracterizado pelas primeiras espermatides alongadas. O efeito contrario
observado entre 0 RNAm e a proteina VDR poderia ser explicado por este atraso entre a
transcricdo e a traducdo. Nos 30 dias de idade, o estudo dos niveis de RNAm poderiam
revelar o mecanismo relacionado a expressdo gé€nica ocorrendo imediatamente neste
momento, enquanto que o estudo dos niveis proteicos poderiam revelar a situagdo ocorrida
alguns dias atrds. Outra explicacdo seria a existéncia de mecanismos regulatorios pos-
transducionais.

O tratamento com E2 e BPA também diminuiu a expressao do gene CYP27A1. A
diminui¢do da expressdo génica pode indicar uma inibicdo do E2 e do BPA em mecanismos
de sintese da 1,25-Ds, assim como a 1,25-D3; demonstra efeitos na expressdo da aromatase ¢
dos ERs. Por outro lado, a enzima codificada pelo gene CYP27A1 também participa no
metabolismo do colesterol e de intermediarios de acidos biliares (PIKULEVA, 2006). Esta
enzima € capaz de converter colesterol em 27-hidroxicolesterol, e a deficiéncia desta enzima
leva ao desenvolvimento de xantomatose cerebrotendinosa, um disturbio caracterizado pela
deposi¢ao anormal de colesterol em diversos tecidos (CALI et al, 1991). O 27-
hidroxicolesterol ¢ considerado um modulador seletivo de ERs (SERM — selective estrogen
receptor modulator), agindo sobre os dois ERs, ESR1 e ESR2, como agonista (DUSELL et
al., 2008) ou antagonista (UMETANI et al., 2007), demonstrando uma ag¢ao tecido-especifica.
A agdo do E2 e do BPA nesta enzima também pode indicar um mecanismo de
retroalimenta¢do negativa, devido aos efeitos do 27-hidroxicolesterol nos ERs, porém nao
foram encontrados dados na literatura sobre a a¢ao deste derivado do colesterol no testiculo.

No PE2, o tratamento com E2 e BPA foi realizado na idade pré-pubere e os efeitos
deste tratamento foram analisados na idade adulta. O tratamento com E2 na idade pré-pubere
aumentou a expressao de todos os genes estudados. Este efeito ¢ inverso ao observado no
PE1, onde a expressdo génica foi avaliada ainda na idade pré-ptbere. E possivel que o efeito
observado seja um mecanismo de compensagao pelo efeito inibitério do tratamento com E2,

ja que neste caso houve um intervalo de 45 dias entre o fim do tratamento e a eutandsia dos
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animais. Ja no PE3 o tUnico tratamento que apresentou algum efeito foi quando os dois
compostos (E2 e BPA) foram administrados concomitantemente, aumentando a expressao do
gene PDIA3. Porém, este efeito ndo foi visualizado quando a expressdo da proteina PDIA3
foi analisada.

Comparando os resultados das trés experiéncias, podemos concluir que o tratamento
com E2 e BPA causou mais alteracdes quando administrado na idade pré-pubere, enquanto
que os animais tratados na idade adulta ndo apresentaram nenhuma alteracdo na expressao
dos genes estudados. O periodo pré-pubere, entre 15 e 30 dias no rato, ¢ extremamente
importante para o desenvolvimento sexual, j& que engloba o estabelecimento da BHT, a
diferenciagdo das células de Sertoli e a iniciacdo da primeira onda espermatogénica. As
células de Sertoli sdo responsaveis por fornecer suporte energético e nutricional para as
células germinativas em desenvolvimento. Durante a espermatogénese, as células de Sertoli
oferecem suporte fisico e metabolico, sem o qual os processos de diferenciacdo, meiose €
espermiogénese nao ocorreriam (RATO et al.,, 2012; SHARPE et al., 2003). A BHT ¢
formada por jungdes intercelulares entre as células de Sertoli, formando um ambiente
especifico e necessario para o crescimento e a diferenciagdo das células germinativas
(PETERSEN; SODER, 2006). Esta barreira controla a passagem de moléculas do
compartimento basal para o compartimento adluminal, protegendo as células germinativas.
Assim, esta idade aparenta ser mais susceptivel a possiveis efeitos adversos resultantes da
€Xposicao a compostos exogenos.

Neste estudo foi demonstrado que o tratamento com E2 alterou a expressdo génica do
receptor da 1,25-D3;, o VDR, e a enzima 25-hidroxilase, CYP27A1. Desta forma, podemos
concluir que de fato possa haver uma inter-relagdo entre a acdo destes dois hormonios. Estes
resultados reforgam a teoria de que existe uma interagdo entre as vias de sinalizagdo da 1,25-

D; e do E2.
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4.2 Parte II: Estudo dos efeitos nio genomicos in vitro do BPA em testiculos de ratos

pré-puberes

4.2.1 Resultados

BPA é capaz de aumentar o influxo de calcio em baixas concentragoes, de maneira

similar aos efeitos do E2

Para estudar os efeitos do BPA em respostas rapidas de membrana em testiculos de
ratos de 30 dias, o BPA foi utilizado em baixas concentragdes (1 pM e 1 nM) e diferentes
tempos de incubacdo (30, 60 e 300 s). Como demonstrado na figura 19A, o BPA na
concentra¢cdo de 1 pM aumentou o influxo de calcio em 300s. Para analisar estes efeitos mais
a fundo, foi realizada uma curva dose-resposta com concentracdes de BPA partindo de 1 uM
até 0,01 fM. O BPA foi capaz de aumentar o influxo de célcio nas concentragdes de 1 e 0,1
pM e 10 nM. Curvas de tempo e de dose também foram realizadas com o E2 para comparar
os efeitos de rapida resposta do hormoénio e do xenoestrogeno (figura 19B, D), e ambos
exibiram respostas similares. O BPA, nas concentragdes de 0,1 e 0,01 fM inibiu o influxo de
calcio, o que indica que o BPA possui um efeito trifdsico dependente da dose. Assim, a
concentracdo de 1 pM e o tempo de incubagdao de 300 s foram escolhidos para os estudos
subsequentes devido a similaridade dos efeitos com aqueles do E2.

Como o BPA pode se ligar aos ERs da mesma maneira que o E2, o envolvimento
destes receptores foi analisado no efeito estimulatério do BPA no influxo de calcio. Como
demonstrado na figura 20, o antagonista dos ERs classicos ICI 182,780 ndo alterou os efeitos
do BPA, indicando que os efeitos do xenoestrogeno ndo sao mediados pelos ERs classicos,

ao menos na concentragdo e tempo de incubacao utilizados nesta abordagem experimental.



Figura 19: Efeitos do BPA e do E2 no influxo de **Ca*" em testiculos de ratos de 30 dias.
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Anilise dos efeitos do BPA e do E2 no influxo de **Ca*" em testiculos de ratos de 30 dias
tratados in vitro. Curvas de tempo e dose do BPA (A, C) e E2 (B, D) foram realizadas.
Tempo de incubacdo: 5 min (C, D). Valores correspondem a média + E.P.M. de dois
experimentos independentes com quatro animais em cada grupo por experimento. *p < 0.05,
*#p <0.01 e ***p <0.001 comparado ao grupo controle.
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Figura 20: Envolvimento dos receptores ERs no influxo de *Ca”" estimulado pelo BPA e E2
em testiculos de ratos de 30 dias.
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Analise do envolvimento dos receptores ESR1 ¢ ESR2 no influxo de **Ca”*" estimulado pelo
BPA e pelo E2 em testiculos de ratos de 30 dias. O antagonista dos receptores de estrogenos
classicos, ICI 182,780 foi adicionado 15 min antes do tratamento. Tempo de incubagdo: 5
min. Valores correspondem a média = E.P.M. de dois experimentos independentes com
quatro animais em cada grupo por experimento. p < 0,05 e **p < 0,01 quando comparado ao
grupo controle; @p < 0,05 quando comparado ao grupo E2.

BPA aumenta o influxo de cadlcio pela abertura dos canais receptores de potencial

transiente vaniloides (canais TRPV1)

Para analisar o mecanismo pelo qual o BPA modula o influxo de célcio nos testiculos
de ratos imaturos, alguns alvos na membrana plasmatica foram estudados. Dentre eles foram
estudados os canais VDCC utilizando os antagonistas nifedipina e flunarizina. Ambos os
antagonistas ndo alteraram o efeito do BPA, indicando que os canais VDCC nido estdo
envolvidos no efeito estimulatério promovido pelo BPA no influxo de calcio (figura
21). Também foi estudado o envolvimento dos canais de K™ dependentes de ATP. O BPA
demonstrou efeito similar ao da glibenclamida, um antagonista cldssico deste tipo de canal
(figura 22). Este resultado indica que ambos os compostos provalemente possuem

mecanismos de agdo semelhantes.
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Figura 21: Envolvimento dos canais VDCC nos efeitos do BPA no influxo de **Ca*” em
testiculos de ratos de 30 dias.
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Anadlise do envolvimento dos canais VDCC nos efeitos do BPA no influxo de 45Ca2+ em
testiculos de ratos de 30 dias. Os antagonistas dos canais VDCC do tipo L (Nifedipina) e do
tipo T (Flunarizina) foram adicionados 15 min antes do tratamento. Tempo de incubacdo: 5
min. Valores correspondem a média = E.P.M. de dois experimentos independentes com
quatro animais em cada grupo por experimento. p < 0,05, ~p<0,0l e  p<0,001 quando
comparado ao grupo controle.

O envolvimento dos canais TRP também foi analisado (figura 22). Neste estudo foi
utilizado a capsaicina, um agonista dos receptores TRPV1. Como esperado, a capsaicina foi
capaz de estimular o influxo de célcio por si s6. Quando o BPA foi utilizado juntamente com
a capsaicina, nao houve alteragdo no efeito da co-incubacdo em relagdo ao efeito dos
compostos separados, indicando que o BPA e a capsaicina possuem mecanismos de acao

semelhantes no influxo de calcio em testiculo de ratos.
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Figura 22: Envolvimento dos canais de potassio dependentes de ATP e dos canais TRPV1
nos efeitos do BPA no influxo de **Ca®" em testiculos de ratos de 30 dias.
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Anadlise do envolvimento dos canais de potassio dependentes de ATP e dos canais TRPV1
nos efeitos do BPA no influxo de 45Ca2+ em testiculos de ratos de 30 dias. O antagonista
dos canais de potéassio dependentes de ATP (Glibenclamida) e o agonista dos canais TRPV1
(Capsaicina) foram adicionados 15 min antes do tratamento. Tempo de incubagdo: 5 min.
Valores correspondem a média + E.P.M. de dois experimentos independentes com quatro
animais em cada grupo por experimento. p < 0,05 ¢ p < 0,01 quando comparado ao grupo
controle.

Outros possiveis alvos para a acdo do BPA na membrana plasmatica também foram
estudados. Para verificar o envolvimento da bomba Na™-K' no efeito estimulatorio do BPA, o
inibidor ouabaina foi utilizado. A ouabaina por si s6 foi capaz de estimular o influxo de
calcio (figura 23), j4 que a inibicdo da bomba Na™-K' ativa o trocador de Na'-Ca®'.
Curiosamente, a co-incubacdo do BPA e da ouabaina causou uma amplificagdo no efeito
quando comparado aos compostos isolados, indicando que o BPA e a ouabaina possuem
mecanismos de agdo diferentes. Quando foi utilizado o KB-R7943, um inibidor do trocador
de Na'™-Ca”™", o efeito do BPA nio foi alterado. Estes resultados indicam que o BPA nio
modula a atividade da bomba Na"™-K ™ nem do trocador de Na™-Ca”" para estimular o influxo

de célcio observado na concentragdo e no tempo de incubagao utilizados.
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Figura 23: Envolvimento da bomba Na"/K " e do trocador de Na/Ca*" nos efeitos do BPA no
influxo de *Ca”" em testiculos de ratos de 30 dias.
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Analise do envolvimento da bomba Na“/K" e do trocador de Na“/Ca*" nos efeitos do BPA no
influxo de *Ca* em testiculos de ratos de 30 dias. Os inibidores da bomba Na'/K*
(Ouabaina) e do trocador de Na'/Ca®" (KB-R7943) foram adicionados 15 min antes do

tratamento. Tempo de incubagdo: 5 min. Valores correspondem a média = E.P.M. de dois
experimentos independentes com quatro animais em cada grupo por experimento. p < 0,05 e

EEES

p < 0,001 quando comparado ao grupo controle; “p < 0,01 quando comparado ao grupo
BPA.

BPA ativa canais dependentes dos estoques (SOCs) através da ativagdo da

fosfolipase C (PLC) e inibi¢do da Ca2+-ATPase

Ja foi demonstrado que o BPA pode agir como um inibidor fraco da Ca’"-ATPase
(SERCA) no reticulo sarco/endoplasmatico (WOESTE et al., 2013). Desta forma, o
envolvimento do calcio intracelular ([Ca]l) foi analisado. Inicialmente foi utilizado um
quelante de [Ca]l, o BAPTA-AM. Como pode ser observado na figura 24A, o BAPTA-AM
por si s6 estimulou o influxo de célcio. Quando o BAPTA-AM e o BPA foram utilizados em
conjunto, ndo houve alteragdo no efeito de ambos os compostos, indicando que estes possam
estar agindo através do mesmo mecanismo. Para estudar este efeito mais a fundo, isto €, o
controle do [Ca]l através dos estoques de calcio no reticulo endoplasmatico, foi analisado o
envolvimento dos receptores do tipo rianodina, receptores de IP3 e a atividade da SERCA no
efeito estimulatério do BPA no influxo de célcio. Interessantemente, quando o antagonista

dos receptores rianodina dantrolene foi utilizado, houve um aumento no efeito do BPA no
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influxo de célcio. A inibicdo da PLC pelo inibidor U-73122 aboliu o efeito estimulatorio do
BPA (figura 24B). Como esperado, quando a SERCA foi inibida pelo inibidor tapsigargina o

BPA nio foi capaz de estimular o influxo de célcio.

Figura 24: Envolvimento do [Ca]l nos efeitos do BPA no influxo de **Ca*" em testiculos de
ratos de 30 dias.
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Analise do envolvimento do [Ca]l nos efeitos do BPA no influxo de *Ca*" em testiculos de
ratos de 30 dias. O quelante de [Ca]l (BAPTA-AM) e o antagonista dos receptores de
rianodina (Dantrolene) (figura A) e os inibidores da PLC (U-73122) e da SERCA
(Tapsigargina) (figura B) foram adicionados 15 min antes do tratamento. Tempo de
incubagdo: 5 min. Valores correspondem a média + E.P.M. de dois experimentos
iggependentes com quatro animais em cada grupo por experimento. p < 0,05, p < 0,01 e

» < 0,001 quando comparado ao grupo controle; "p < 0,05 e *p < 0,01 quando comparado
ao grupo BPA.
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O estimulo da sinalizagdo do calcio pelo BPA envolve canais de cloreto na

membrana plasmatica

O envolvimento dos canais de cloreto nos efeitos do BPA também foi analisado. Para
isto, foram utilizados antagonistas de canais de cloreto como o 9-Antraceno (antagonista de
canais de cloreto dependentes de calcio), DIDS (antagonista de canais de cloreto dependentes
de voltagem) e CFTR(inh)-172 (inibidor dos canais CFTR). Como demonstrado na figura 25,
a utilizagao do 9-Antraceno e do CFTR(inh)-172 inibiu o efeito do BPA no influxo de calcio,
indicando que os canais de cloreto dependentes de calcio e do tipo CFTR estao envolvidos
neste efeito. Quando os canais de cloreto dependentes de voltagem foram bloqueados com

DIDS nao houve alteragao no efeito estimulatorio do BPA no influxo de célcio.

Figura 25: Envolvimento dos canais de cloreto nos efeitos do BPA no influxo de **Ca*" em
testiculos de ratos de 30 dias.
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Analise do envolvimento dos canais de cloreto nos efeitos do BPA no influxo de *Ca’*" em
testiculos de ratos de 30 dias. Os antagonistas dos canais de cloreto dependentes de Ca2+ (9-
Antraceno), canais de cloreto dependentes de voltagem (DIDS) e dos canais CFTR
(CFTR(inh)-172) foram adicionados 15 min antes do tratamento. Tempo de incubagdo: 5
min. Valores correspondem a média = E.P.M. de dois experimentos independentes com
quatro animais em cada grupo por experimento. p<0,0le  p<0,001 quando comparado

ao grupo controle; “p < 0,01 e " p < 0,001 quando comparado ao grupo BPA.
g
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Proteinas cinases como a PKA, PKC, MAP kinase kinase (MEK) e p38 MAPK estdo
envolvidas no efeito do BPA

Alvos intracelulares que possam estar mediando o efeito do BPA no influxo de célcio
em testiculos de ratos de 30 dias também foram estudados (figura 26). Quando os inibidores
H-89 e KT 5720 (inibidores da PKA) e Ro 31-0432 (inibidor da PKC) foram utilizados, o
efeito do BPA foi anulado, indicando que a atividade da PKA e PKC estdo envolvidas neste
efeito. Além disso, a inibicdo da MEK e da p38 MAPK pelos inibidores PD 98,059 ¢ SB

239063, respectivamente, também anulou o efeito do BPA no influxo de célcio.

Figura 26: Envolvimento de proteinas cinases nos efeitos do BPA no influxo de *Ca’" em
testiculos de ratos de 30 dias.
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Analise do envolvimento de proteinas cinases nos efeitos do BPA no influxo de **Ca*" em
testiculos de ratos de 30 dias. Os inibidores da PKA (H-89 e KT 5720), da PKC (Ro-31-
0432) (figura A) e os inibidores da MEK (PD 98,059) e p38™A™ (SB 239063) (figura B)
foram adicionados 15 min antes do tratamento. Tempo de incubagdo: 5 min. Valores
correspondem a média = E.P.M. de dois experimentos independentes com quatro animais em
cada grupo por experimento. p <0,05¢ ~ p < 0,01 quando comparado ao grupo controle; “p
<0,05, "p<0,01 e p<0,001 quando comparado ao grupo BPA.

4.2.2 Discussdo

A ag¢do do BPA como xenoestrogeno ¢ amplamente discutida na comunidade
cientifica. Diversos estudos ja demonstraram efeitos do BPA em diferentes concentragdes em
varios tecidos, levando a alteracdes no metabolismo ¢ até ao desenvolvimento de cancer
(REZG et al., 2014). Camundongos tratados com BPA em doses baixas por periodos cronicos
apresentaram distarbios na funcao reprodutiva devido a alteracdes em comportamentos que
sdo essenciais para o sucesso da reproducao (JASAREVIC et al., 2011). Aliado a este fato,
lesdes severas na mobilidade de espermatozoides e na fungdo das células testiculares podem
ser observadas quando BPA ¢ co-administrado com dietilstilbestrol, mesmo em doses baixas
(JIANG et al., 2016).

Alteragdes histoldgicas e metabolicas no sistema reprodutor apds a exposi¢do ao BPA
ja foram descritas. Em tubulos seminiferos, baixas concentracdes de BPA inibem a
progressao da meiose (ALI et al., 2014), estimulam a proliferagdo de espermatogdnias e a
expressao do GPER (SHENG et al., 2013; SHENG; ZHU, 2011). Em ratos machos imaturos
a exposicao ao BPA altera a formagao da barreira hemato-testicular (BHT) pela modificacao
da expressao e localizagdo de proteinas chave na estrutura da BHT (BROUARD et al., 2016;
LI et al., 2009; SALIAN; DOSHI; VANAGE, 2009). Neste estudo nés demonstramos pela
primeira vez que o BPA em concentragdes muito baixas (1 picomolar) ¢ capaz de
desencadear respostas rapidas e modificar o equilibrio do calcio pela alteracdo da atividade
de canais i10nicos e de proteinas cinases em testiculos de ratos de 30 dias. Um efeito similar
foi observado em neuronios hipocampais de ratos, onde o BPA foi capaz de induzir respostas
rapidas na sinalizacdo do calcio por vias ndo genomicas (TANABE; KIMOTO; KAWATO,
2006). Além disso, quando comparado ao E2, o BPA teve efeitos similares no influxo de
calcio. Outros estudos ja demonstraram anteriormente que o BPA possui um efeito trifasico
como o observado no presente trabalho, onde o BPA demonstra efeitos estimulatérios ou
inibitorios dependendo da concentracgao utilizada (CHEN et al., 2017; WANG et al., 2015b).

Curiosamente, concentracdes extremamente baixas de BPA foram capazes de inibir o influxo
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de calcio; em geral hormonios sdo mais propensos a ter um efeito em concentragdes muito
baixas, como o T3 reverso (ZANATTA et al., 2013).

O BPA, por ser um xenoestrogeno, pode agir através dos receptores classicos dos
estrogenos, ESR1 e ESR2, e também através do GPER localizado na membrana plasmatica
(BOUSKINE et al., 2009; FENICHEL; CHEVALIER; BRUCKER-DAVIS, 2013; GAIDO et
al., 1997). Os efeitos ndo gendmicos no presente trabalho aparentam nao envolver os
receptores classicos de estrogenos, ja que a inibicdo de ambos os receptores ndo alterou os
efeitos do BPA. O efeito observado com a utilizagdo do inibidor dos ERs ICI 182,780
sozinho ¢ provavelmente relacionado ao fato de que o ICI pode agir como um agonista do
receptor GPER (THOMAS et al., 2005). A ativagao do GPER pode levar ao aumento do
influxo de calcio, como foi demonstrado em células endoteliais microvasculares de cérebro
de rato (RBMVEC) (ALTMANN et al., 2015). A interagio entre o0 GPER ¢ a Ca’"-ATPase
na membrana plasmatica também ja foi demonstrada por Tran e colaboradores (TRAN et al.,
2015). Como ndo houve diferenca entre os efeitos do ICI e BPA, provavelmente estes estdao
agindo pelo mesmo mecanismo. Isto indica que o BPA pode atuar através do receptor GPER,
iniciando uma via de sinalizagdo na membrana plasmatica. O envolvimento da PLC no efeito
do BPA reforca o papel de uma proteina G nesta via, porém mais estudos sdo necessarios
para elucidar esta teoria.

Uma relacdo entre o BPA e o calcio ja foi demonstrada em ilhotas pancreaticas
(ALONSO-MAGDALENA et al., 2005; SORIANO et al., 2012), no sistema nervoso central
(LEE et al., 2008; WANG et al., 2013), no sistema cardiaco (POSNACK et al., 2015; YAN et
al., 2011) e em outros sistemas. Foi observado que o BPA estimula a apoptose envolvendo a
sinalizagdo do calcio em uma linhagem celular de espermatocitos (QIAN et al., 2015). Em
células de Sertoli, o BPA causa lesdao celular pela disfungdo mitocondrial e sobrecarga de
calcio (WANG et al., 2017). Nesta ampla gama de concentracdes foi observado um efeito
trifasico do BPA no influxo de calcio. As oscilagdes nas concentracdes de [Ca]l, que regulam
diversos processos celulares, podem refletir a modulacao do calcio a partir de diversas fontes:
pela ativacao de trocadores, bombas de calcio e canais i0nicos. Deste modo, foram utilizadas
diferentes ferramentas farmacoldgicas para investigar as vias de sinalizagdo do calcio e
algumas proteinas downstream da membrana plasmatica que possam estar envolvidas na
sinalizagdo celular desencadeada pelo calcio extracelular. Primeiramente, alguns alvos
envolvidos na sinalizagdo do célcio na membrana plasmatica, como canais i0nicos, foram
estudados. Uma relagdo entre o BPA e VDCC ja foi demonstrada in vitro, onde o BPA foi

capaz de inibir estes canais em células enddcrinas, cardiacas e neuronais de camundongos
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(DEUTSCHMANN et al., 2013). Excepcionalmente no testiculo de camundongos o BPA
parece ser capaz de modular a expressao de VDCC do tipo T em periodos prolongados de
exposicao in vivo através de vias gendmicas envolvendo os ERs (WANG et al., 2015a). Os
resultados do presente trabalho indicam que os VDCC ndo participam do efeito nao
gendmico do BPA, ao menos nas condi¢des experimentais utilizadas.

Apesar dos canais VDCC, a principio, ndo participarem no efeito do BPA observado
neste trabalho, o BPA demonstrou efeitos similares ao da glibenclamida, um conhecido
antagonista de canais de K dependentes de ATP, cuja agdo acarreta na despolarizagio da
membrana. Um efeito semelhante foi observado em ilhotas pancreéaticas de camundongos e
humanos, onde o BPA demonstrou um efeito insulinotrépico (SORIANO et al., 2012).
Alguns estudos mostram que o BPA e o GPER podem ter um efeito hiperpolarizante na
membrana plasmatica (ALTMANN et al., 2015; ZHANG; PESSAH, 2017), porém mais
estudos sdo necessarios para elucidar o efeito do BPA no potencial da membrana plasmatica.
Um mecanismo pelo qual o BPA possa estimular o influxo de célcio ¢ através dos canais
TRPV1, ja que o BPA demonstrou efeitos similares ao da capsaicina, um agonista conhecido
destes canais. Canais TRP fazem parte de uma familia com mais de 30 membros subdivididos
em sete classes. O TPRV1 € um canal i6nico ndo seletivo sensivel ao calor presente em
neurdnios sensoriais primarios (VAY; GU; MCNAUGHTON, 2012). A presenca deste
receptor em tecidos ndo-neuronais, incluindo células de Sertoli e espermatozoides, ja foi
relatada (DE TONI et al., 2016; ROSSI et al., 2007) assim como seu envolvimento com o
transporte de calcio (BERNABO et al., 2010; DE TONI et al., 2016). Apesar de serem canais
sensiveis ao calor, canais TRPV1 podem ser ativados através de receptores acoplados a
proteina G e proteinas cinases, como PKA e PKC (ROSENBAUM; SIMON, 2007), que
podem levar a abertura do canal mesmo em temperaturas corporais normais (TOMINAGA;
WADA; MASU, 2001; VELLANI et al., 2001). Da mesma forma, o BPA poderia promover
o influxo de célcio através dos canais TRPV1 pela ativacdo do GPER, da PKA e/ou PKC.

O efeito do BPA na sinalizacdo do [Ca]l também foi estudado. O BPA aumentou o
influxo de célcio em baixas concentracoes com efeitos similares ao BAPTA-AM, um
quelante de calcio intracelular e a tapsigargina, um inibidor da SERCA. Woeste ¢
colaboradores demostraram que o BPA pode agir como um inibidor fraco da SERCA em
tecido de coelhos (WOESTE et al., 2013). Ademais, o influxo de célcio provocado pelo BPA
aparenta envolver a ativacdo da PLC, que leva a sintese de IP; e poderia resultar na ativacao
dos receptores de IP; no reticulo endoplasmatico. A inibicao da SERCA e a possivel ativacao

dos receptores de IP3 poderia estar levando a deplecao dos estoques intracelulares de calcio.
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A deplecao destes estoques no reticulo endoplasmatico leva a ativagdo dos SOCs na
membrana plasmadtica, estimulando assim o influxo de calcio. SOCs sdo canais 10nicos
localizados na membrana plasmatica da maioria das células ndo excitaveis (PRAKRIYA;
LEWIS, 2015). Estes canais sao ativados pela deple¢ao do [Ca]l no reticulo endoplasmatico.
Os SOCs também podem ser ativados pela PKC, que como foi demonstrado também
participa no efeito do BPA. O envolvimento dos SOCs nos efeitos do BPA j4 foi verificado
em outros tecidos, onde o BPA estimula a migracao de células cancerosas da prostata pela
sinalizagdo do calcio através dos SOCs (DEROUICHE et al., 2013). Além disso, no coragao
de ratas o BPA promove arritmias alterando a utilizagcdo do célcio no reticulo endoplasmatico
(GAO et al., 2013).

fons CI no citosol melhoram a atividade secretoria dependente de calcio em diversos
tipos de células endocrinas (TURNER; SEDEJ; RUPNIK, 2005). A participacdo de canais de
cloreto dependentes de calcio na modulagao de VDCC no testiculo e em células de Sertoli foi
relatada na atividade secretdria estimulada por hormonios tireoidianos (T4 e T3 reverso) e
1,25-D3 (ROSSO et al., 2012; ZANATTA et al., 2013, 2011c). Ainda, correntes de cloreto
ativadas por calcio presentes nas células de Sertoli estdo envolvidas no efeito
hiperpolarizante do AMPc e na liberacdo de um fluido rico em bicarbonato e com baixa
concentragdo de cloreto (LALEVEE; JOFFRE, 1999). Neste trabalho, ¢ demonstrado pela
primeira vez que a acdo aguda do BPA no testiculo desencadeia o influxo de célcio
envolvendo canais de cloreto dependentes de calcio. Estes dados sugerem que mesmo em
baixas concentragdes o BPA pode influenciar a atividade secretoria no testiculo. Os canais de
cloreto do tipo CFTR também sdo expressos nas células de Sertoli. Estes canais sdo
reguladores transmembrana que modulam o pH intracelular e do limen pela troca de CI
/HCO3" (FOK et al., 2014). No testiculo, o CFTR ¢ expresso de acordo com o ciclo da
espermatogénese e parece contribuir para a fertilidade masculina. Embora a presenca dos
CFTR no testiculo tenha sido demonstrada em 1991, ha poucos dados na literatura sobre a
contribuicao destes canais para a producao de fluidos e transporte de eletrdlitos no testiculo e
na expressio de proteinas nas células de Sertoli (RATO et al., 2010; TREZISE:;
BUCHWALD, 1991; ZHANG et al., 2016). Neste trabalho foi demonstrado que o bloqueio
dos canais CFTR inibiu o efeito estimulatorio do BPA no influxo de célcio em testiculos de
ratos imaturos. Em conjunto estes resultados reforcam o efeito agudo do BPA em respostas
dinamicas rapidas de calcio, mediadas por canais de cloreto dependentes de célcio e canais

CFTR.
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Respostas ndo genodmicas sao classificadas como efeitos que comegam na membrana
plasmatica e que ocorrem dentro de segundos a minutos. Uma resposta ndo gendOmica
também pode resultar em uma modulagdo gendmica em periodos prolongados (ZANATTA et

al., 2011a). Proteinas cinases, como a MEK e p38™4*%

participam de vias de sinalizagdo
nucleares. O envolvimento destas enzimas nos efeitos do BPA indica que o xenoestrogeno
pode induzir respostas ndo genOmicas que por sua vez modulem efeitos gendmicos em
periodos prolongados. Ja foi demonstrado anteriormente que o BPA afeta a transducdo de
sinal celular estimulando o influxo de calcio ¢ a fosforilacdo de diversas cinases, e também
induz a apoptose em células HT-22 (LEE et al., 2008). No presente trabalho, o inibidor PD
98,059 anulou os efeitos do BPA, demonstrando o papel da MEK na agao estimulatéria do
BPA no influxo de célcio. Além disso, o influxo de célcio, juntamente com a PKC e a
p38MAPX indicam uma interagdo entre efeitos de iniciagdo ndo gendmicos que poderiam
convergir com efeitos genodmicos, ja que ambas as cinases podem induzir a transcri¢ao
genomica (WATSON; JENG; GUPTARAK, 2011). Ademais, o efeito modulatério do BPA
sobre vias gendmicas mediado pela ativagdo de fatores de transcricdo e pela transcri¢ao
MAPK

génica aponta claramente para a participa¢ao da via de sinalizagdo da p38

de KRT1, KRT10, IVL e FGL em queratinocitos orais (EHRENMANN et al., 2017).

na regulagao

Corroborando com este fato, os dados demonstrados no presente trabalho demonstram uma

o~ . P . ~ MAPK
associacao entre o influxo de calcio e a ativacdo da PKC e p38

, que poderia regular
respostas gendmicas. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer este ponto na
acao do BPA.

Desta maneira, os resultados deste trabalho demonstram que o BPA ¢ capaz de
estimular o influxo de calcio independente dos ERs cléassicos, de maneira consistente com a
ativacdo de um receptor acoplado a proteina G, possivelmente o GPER. Este efeito envolve a
modulacdo de canais i6nicos como canais de K', TRPV1 e canais de cloreto. Ainda, o BPA
pode modular estoques intracelulares de calcio pela inibicdo da SERCA e ativagao de
receptores de IP; no reticulo endoplasmatico. Ele também modula a ativagdo de enzimas
cinases como a PKA e PKC. As respostas rapidas do BPA no influxo de célcio poderiam, por

MAPK

sua vez, desencadear uma inter-relagdo através da ativagdo da MEK e p38 ¢ mediar

respostas gendmicas (figura 27).
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Figura 27: Representacdo esquematica das vias de sinaliza¢ao do calcio induzidas pelo BPA
em testiculos de ratos de 30 dias.

Ca?* (Ca*

O BPA se liga ao GPER e ativa a PLC, que catalisa a hidrélise do inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) e diacilglicerol. O IP; entdo age no reticulo endoplasmatico abrindo os receptores de 1P;
e estimulando a liberagdao de calcio do reticulo. O BPA também ¢ capaz de inibir a SERCA,
aumentando assim a concentracao de [Ca]l. A deplecao do calcio no reticulo endoplasmatico
estimula a abertura de canais dependentes do estoque (SOCs). Diversos canais 106nicos
presentes na membrana plasmatica aparentam estar envolvidos nos efeitos do BPA no influxo
de calcio, como os canais TRPV1, canais de cloreto dependentes de calcio (canais CaCl'),
canais de potassio dependentes de ATP (canais “'"K") e canais CFTR. Alguns destes canais
podem ser modulados pela ativagao de proteinas cinases como PKA e PKC, que também
participam do efeito do BPA. Outras enzimas também parecem estar envolvidas nos efeitos
do BPA, como a MEK ¢ a p38™*™®, 0 que poderia indicar uma interagio entre efeitos iniciais
ndo gendmicos que podem convergir com efeitos gendmicos. Linhas cheias correspondem a
vias diretas; linhas pontilhadas correspondem a vias de varias etapas.

Fonte: criado pela propria autora.
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4.3 Parte III: Efeitos da 1,25-D;, E2 e BPA no metabolismo e sinalizacdo da 1,25-D;3 e

E2 em células de Leydig de ratos adultos tratadas in vitro
4.3.1 Resultados

Efeito da 1,25-D;, E2 e BPA na expressdo de genes relacionados a via de sinaliza¢do

da 1,25-D; em células de Leydig

ApOs o tratamento das células com 1,25-D3;, E2 e BPA, foi analisada a expressao dos
genes CYP27A1, CYP2R1, VDR e PDIA3. Os tratamentos ndo alteraram a expressao dos
genes VDR e CYP2R1 nas curvas de dose e de tempo (dados nao mostrados). Dentre os

tratamentos utilizados, somente 0 BPA na dose de 10 M foi capaz de aumentar a expressio

do gene PDIA3 (figura 28).

Figura 28: Efeito do BPA na expressao do RNAm do gene PDIA3 em cé¢lulas de Leydig de
ratos adultos.
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Anadlise semi-quantitativa através de RT-PCR em tempo real da expressao do RNAm do gene
CYP27A1 em células de Leydig de ratos adultos tratadas com BPA in vitro. Tempo de
incubagdo: 6 h. A quantidade relativa dos genes de interesse foram normalizados pelo gene
de referéncia (proteina ribossomal L19). Os resultados estdo expressos como unidades
arbitrarias em comparac¢io com o controle de quatro experimentos independentes. ~ p < 0,01
quando comparado com o grupo controle.
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A 1,25-Ds3 e 1,25-D3 + E2 foram capazes de diminuir a expressdao do gene CYP27A1
(figura 29). Para verificar se estes hormdnios atuam em periodos mais longos, foram
realizadas curvas de tempo nos periodos de 3, 6, 10 e 24 h. Como pode ser observado na
figura 30, a 1,25-D3 e 1,25-D3; + E2 tiveram efeito somente nos tempos mais curtos de

incubagdo, sugerindo um possivel efeito de a¢do rapida nestas células.

Figura 29: Efeito da 1,25-D3; e do E2 na expressao do RNAm do gene CYP27A1 em células
de Leydig de ratos adultos
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Analise semi-quantitativa através de RT-PCR em tempo real da expressao do RNAm do gene
CYP27A1 em células de Leydig de ratos adultos tratadas com 1,25-D; e/ou E2 in vitro.
Tempo de incubagdo: 6 h. A quantidade relativa dos genes de interesse foram normalizados
pelo gene de referéncia (proteina ribossomal L19). Os resultados estdo expressos como
unidades arbitrarias em comparagao com o controle de quatro experimentos independentes.
p<0,05,  p<0,01 quando comparado com o grupo controle.

Figura 30: Efeito da 1,25-D3;, E2 e BPA na expressao do RNAm do gene CYP27A1 em
células de Leydig de ratos adultos
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Anadlise semi-quantitativa através de RT-PCR em tempo real da expressao do RNAm do gene
CYP27A1 em células de Leydig de ratos adultos tratadas com 1,25-D;, E2 e BPA (todos os
compostos na concentragio de 107 M) in vitro. Tempo de incubagdo: 3 h (A), 6 h (B), 10 h
(C), 24 h (D). A quantidade relativa dos genes de interesse foram normalizados pelo gene de
referéncia (proteina ribossomal L19). Os resultados estdo expressos como unidades
arbitrarias em comparac¢ao com o controle de quatro experimentos independentes. *p <0,05;
**p < 0,01 quando comparado com o grupo controle; “p < 0,01 quando comparado com o
grupo 1,25-Ds; @@p <0,01; @@@p < 0,001 quando comparado com o grupo E2.

Efeito da 1,25-D;, E2 e BPA na expressdo de genes relacionados a via de sinaliza¢do

do E2 em células de Leydig

Na anélise da expressao dos genes relacionados a sinalizagao do E2, foram analisadas
as expressdes génicas do receptor ESRI e a enzima aromatase. Dentre os tratamentos

utilizados, somente o E2 na dose de 10”7 M teve efeito na expressdo destes genes (figura 31 e
32).
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Figura 31: Efeito da 1,25-D;, E2 ¢ BPA na expressao do RNAm do gene ESR1 em células
de Leydig de ratos adultos
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Analise semi-quantitativa através de RT-PCR em tempo real da expressao do RNAm do gene
ESR1 em células de Leydig de ratos adultos tratadas com 1,25-D;, E2 e BPA (todos os
compostos na concentragio de 107 M) in vitro. Tempo de incubagdo: 3 h (A), 6 h (B), 10 h.
A quantidade relativa dos genes de interesse foram normalizados pelo gene de referéncia
(proteina ribossomal L19). Os resultados estdo expressos como unidades arbitrarias em
comparacdo com o controle de quatro experimentos independentes. **p < 0,01 quando
comparado com o grupo controle.
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Figura 32: Efeito da 1,25-Ds;, E2 ¢ BPA na expressaio do RNAm do gene da enzima
aromatase (CYP19) em células de Leydig de ratos adultos

(A)

1.5rF
o — _
o © -
E3
Z o 1.0—= =
v 1
89 -
Sl
)
<G
w o
0.0
N\ c;@ g;@ ’\®
& Y Y g
(@) Q/"L (</q/ Q:L
B)
1.5
o —~
T ©
E3
29 10 — =
o T
= -
32
oL
% O 0.5F
RO
e G5
o
0.0 o
N %
&\o (ﬁ),o <
® N QO

QD'
N~

Analise semi-quantitativa através de RT-PCR em tempo real da expressao do RNAm do gene
da enzima aromatase (CYP19) em células de Leydig de ratos adultos tratadas com E2 (figura
A) e 1,25-Ds, E2 e BPA (todos os compostos na concentra¢io de 107 M) (figura B) in vitro.
Tempo de incubacdo: 6 h (A, B). A quantidade relativa dos genes de interesse foram
normalizados pelo gene de referéncia (proteina ribossomal L19). Os resultados estdo
expressos como unidades arbitrarias em comparacao com o controle de quatro experimentos
independentes. **p < 0,01 quando comparado com o grupo controle.
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Efeitos da 1,25-D3, do E2 e do BPA no influxo de *Ca’" em células de Leydig de

ratos adultos.

Para estudar o papel da 1,25-Ds, do E2 e do BPA em respostas rapidas, as células de
Leydig foram incubadas com *’Ca”*" e entdo tratadas com os compostos (nas doses de 107,
10 e 107 M) por periodos curtos de incubacdo (30, 60 e 300 s). Como pode ser observado
na figura 33A, o E2 aparenta ter um efeito inibitério no influxo de **Ca**, enquanto o
tratamento com BPA nd3o demonstrou alteragdes (dados ndo mostrados). J& a 1,25-D;

estimulou o influxo de calcio na dose de 10> M em 60 s (figura 33B).

Figura 33: Efeitos do E2 e da 1,25-Ds no influxo de **Ca*" em células de Leydig de ratos
adultos.
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Analise dos efeitos do E2 e da 1,25-Ds no influxo de *Ca’*" em células de Leydig de ratos
adultos tratadas in vitro. Foi realizada uma curva de tempo do E2 na dose de 10-12 M (figura
A) e curvas de tempo e dose da 1,25-Ds (figura B). Valores correspondem a média + E.P.M.
de dois experimentos independentes. ***p < (0.001 comparado ao grupo controle.

4.3.2 Discussdo

Uma das principais func¢des das células de Leydig no testiculo ¢ a sintese de
testosterona. Este hormonio ¢ sintetizado a partir do colesterol, em uma série de reagdes
catalisadas por enzimas especificas localizadas nas membranas mitocondrial € microssomal
das células de Leydig, num processo conhecido como esteroidogénese (AZHAR; REAVEN,
2007). Ao final deste processo, a testosterona produzida pode ser convertida a E2, através da
atividade da enzima aromatase. As células de Leydig, juntamente com as células
germinativas, sdo a maior fonte de producdo de estrogenos no testiculo do rato adulto. A
presenca da expressao e atividade da enzima aromatase, juntamente com a expressao dos ERs
nestas cé€lulas demonstram a importdncia dos estrogenos para a regulacdo do
desenvolvimento e da funcao reprodutiva (O’DONNELL et al., 2001).

Os estrogenos sao capazes de regular diversas fungdes das células de Leydig. A
exposicao a estrogenos em animais imaturos inibe a proliferacdo e diferenciagao das células
de Leydig (ABNEY, 1999). A producao de testosterona também ¢ alterada (BARTKE;
WILLIAMS; DALTERIO, 1977) através da inibicdo das enzimas que participam da
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esteroidogénese nestas células (BRINKMANN et al., 1980; HSUEH; DUFAU; CATT, 1978;
STRAUSS et al., 2009). Os andrégenos produzidos nas células de Leydig, por sua vez, sao
capazes de controlar o metabolismo e inativagdo dos estrogenos, modulando a producdo da
enzima estrogeno sulfotransferase (QIAN; SONG, 1999). Considerando estes fatores, fica
evidente que os estrégenos possam ter uma agdo paracrina no testiculo controlando o
desenvolvimento das células de Leydig.

Neste trabalho demonstramos que o tratamento das células com E2 em doses altas (10
7 M) inibe a expressdo da enzima aromatase ¢ do receptor ESR1 em tempos curtos. Este
efeito pode ser consequéncia da acdo inibitoria dos estrogenos no metabolismo das células de
Leydig e também no metabolismo do préprio horménio (ABNEY, 1999; O’ DONNELL et al.,
2001). Embora ja tenha sido demonstrado que o E2 aumenta a expressdo e atividade da
aromatase nestas células em longos periodos, ¢ evidente que este efeito ¢ tempo e dose
dependente (BOURGUIBA et al., 2003; GENISSEL; LEVALLET; CARREAU, 2001). Em
cultura de tubulos seminiferos, também ja foi demonstrado um efeito inibidor do E2 sobre o
seu metabolismo (ZANATTA, 2015)

A 1,25-D; e o E2 também diminuiram a expressao do gene CYP27A1 em curtos
periodos de incubagdo. O efeito da 1,25-D; em seu proprio metabolismo indica um
mecanismo de retroalimentacdo negativa, como ja € descrito na literatura (JENSEN, 2014).
Os resultados demonstram que hd uma potencializagdo no efeito dos dois hormdnios sobre a
expressao do CYP27A1 num curto tempo nestas células. A 1,25-D; parece ter efeitos
importantes nas células de Leydig. Animais VDRKO tem a expressdo e atividade da
aromatase diminuida, com niveis plasmaticos LH e FSH aumentados (KINUTA et al., 2000)
e ESR diminuidos no testiculo (BLOMBERG JENSEN et al., 2013).

A esteroidogénese nas células de Leydig € controlada principalmente pelo LH através
do eixo HPG. A hipoéfise, quando estimulada pelo GnRH produzido pelo hipotdlamo, libera
FSH e LH na circulagdo. Enquanto o FSH age nas células de Sertoli, o LH estimula as células
de Leydig a produzir testosterona. A testosterona, por sua vez, age no hipotilamo e na
hipoéfise inibindo a secrecao de GnRH e gonadotrofinas, num mecanismo de retroalimentacao
negativa. O estradiol também ¢ capaz de modular a secrecdo de hormonios pelo eixo HPG
(CHIMENTO et al.,, 2014). Ha evidéncias que a 1,25-D; também possa ter efeitos
regulatérios no mecanismo de secre¢ao hormonal da hipoéfise, pela expressao do VDR neste
tecido (WANG; ZHU; DELUCA, 2012). A 1,25-D; estimula a esteroidogénese ¢ a sintese de
testosterona em células testiculares humanas (HOFER et al., 2014) apresentando um efeito

sinérgico com o LH. Além disso, j4 foi demonstrado que o tratamento com gonadotrofian
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coridnica humana (hCG) aumenta a expressao proteica de CYP2R1 em células de Leydig de
linhagem MA-10 (FORESTA et al., 2013). J4 que o hCG e o LH compartilham o mesmo
receptor, isto poderia indicar que o LH ¢ capaz de regular o metabolismo da 1,25-Ds; em
células de Leydig, demonstrando que a 1,25-D3 possui um papem importante nestas células.
Hé trabalhos que sugerem que os estrogenos sao capazes de modular os receptores de LH nas
células de Leydig, alterando a responsividade das células ao hormodnio. Ja foi relatado o
aumento da responsividade destas células ao LH em macacos tratados com um inibidor da
aromatase (O’DONNELL et al., 2001; SHETTY et al., 1998).

Diversos trabalhos na literatura demonstram que a regulagdo hormonal nas células de
Leydig também ¢ controlada por diversas vias de sinalizagdo, como a PKA, AKT, PI3K,
PKC, MAPKSs e proteinas sinalizadoras de calcio intracelulares (AZHAR; REAVEN, 2007).
A ligagdo do LH nas células de Leydig leva a ativagdo da adenilato ciclase, aumentando a
concentracdo de AMPc. A estimulacao do receptor de LH também ativa a PLC, aumentando
os niveis de IP3 e diacilglicerol. Ambos processos sdo capazes de alterar a concentracao
citosolica de célcio. Além de participar em mecanismos de secrecao celular, o calcio também
¢ essencial para a esteroidogénese (COSTA; VARANDA; FRANCI, 2010). Apesar da
importincia deste ion, pouco ainda se sabe sobre o mecanismo de a¢do do célcio nas células
de Leydig. Considerando a influéncia da 1,25-D3; no metabolismo e sinaliza¢do envolvendo o
calcio, € possivel que este hormonio também possua agdes regulatorias importantes para o
metabolismo nas células de Leydig.

No presente trabalho também foi demonstrado que o E2 inibe o influxo de calcio em
células de Leydig em periodos curtos relacionados a respostas rapidas na membrana
plasmatica. Considerando a importancia do calcio para a esteroidogénese, este efeito poderia
estar relacionado a retroalimentagdo negativa provocada pelo E2 nas células de Leydig. A
1,25-Ds, por sua vez, aumentou o influxo de calcio nestas células em concentracdes baixas,
efeito que ja foi demonstrado em testiculos de ratos imaturos e células de Sertoli (ROSSO et
al., 2012; ZANATTA et al., 2011c, 2011d). Levando em consideragdo a influéncia da 1,25-
D3 no metabolismo e sinalizacdo do célcio, € possivel que este hormonio possa ter agdes
regulatdrias importantes no metabolismo das células de Leydig e na esteroidogénese.

Desta forma, foi demonstrado que a 1,25-D3; e o E2 poderiam agir inibindo o proprio
metabolismo através de um efeito de retroalimentagao negativa em células de Leydig de ratos
adultos. Também foi demonstrado que o E2 inibe o influxo de célcio de maneira nao
genomica. Por outro lado, a 1,25-D; foi capaz de aumentar o influxo de célcio nestas células.

Assim, pode-se concluir que estes hormoOnios aparentam ter um papel importante no
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metabolismo das células de Leydig e no processo da esteroidogénese, porém mais estudos

sd0 necessarios para esclarecer estes efeitos.
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5 DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo estudar possiveis vias de interacdo na
sinalizagdao da 1,25-D3 ¢ o E2 em células testiculares de ratos de diferentes idades. Como
citado anteriormente existem indicios de que estes dois hormonios compartilham algumas
vias de sinaliza¢do, como demonstram os estudos de Kinuta e colaboradores, Blomberg
Jensen e colaboradores, e mais recentemente Sun e colaboradores (BLOMBERG JENSEN et
al., 2013; KINUTA et al., 2000; SUN et al., 2015). Além disso, também foi analisada a
influéncia do BPA nestes mecanismos. Sendo assim, optamos por estudar diferentes aspectos
de interagdo a partir de trés abordagens diferentes:

* Tratamentos in vivo com E2 ¢ BPA em ratos de diferentes idades;

* Tratamentos in vitro onde foram analisados efeitos nao gendmicos do BPA em
testiculos de ratos de 30 dias;

* Tratamentos in vitro com a 1,25-D;, E2 e BPA para a andlise de efeitos
gendmicos e nao gendomicos em células de Leydig de ratos adultos.

No primeiro estudo foram analisados a expressdo gé€nica e proteica dos receptores da
1,25-D3;, VDR e PDIA3, além da enzima 25-hidroxilase (CYP27A1) em testiculos de ratos
apods o tratamento in vivo com E2 ou BPA. Os tratamentos e seus efeitos foram realizados em
diferentes idades (idade pré-ptubere e idade adulta). Os principais resultados observados neste
estudo foram relativos aos tratamentos realizados nos animais pré-puberes, onde a analise
logo apds o tratamento demonstrou uma diminui¢do nos niveis dos genes e proteinas
estudados. Quando os animais foram analisados 60 dias apds o término do tratamento, foi
observado o efeito contrario, um aumento na expressao dos genes e proteinas alvo. Isto
demonstra que a idade pré-pubere parece ser a idade mais susceptivel a exposicdo de
estrogenos, provavelmente devido ao estagio evolutivo correspondente ao inicio da primeira
onda espermatogénica, a formacdo da BHT e a maturagdo das células de Sertoli.
Considerando os efeitos do tratamento com E2 nos receptores da 1,25-Ds e da enzima 25-
hidroxilase fica claro a presenca de interagdes entre as vias de sinalizagdao da 1,25-Ds e do
E2, e que estes dois hormonios podem regular o metabolismo e a sinalizacao um do outro.

No segundo estudo foram analisados possiveis efeitos rapidos / de membrana gerados
pelo BPA em testiculos de ratos de 30 dias, por essa idade demonstrar ser a mais susceptivel
a exposi¢cao de agentes externos. Efeitos rapidos de membrana da 1,25-D; e do E2 ja foram

demonstrados em testiculos de ratos imaturos em estudos de influxo de calcio e captacao de
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aminodcidos (MENEGAZ et al., 2009; ZANATTA, 2015; ZANATTA et al., 2011c).
Considerando os efeitos do BPA como xenoestrogeno, seus efeitos foram analisados em
efeitos rapidos de membrana através da técnica de influxo de célcio com tratamento in vitro.
Foi observado que o BPA ¢ capaz de modular diversos canais i0nicos em concentragdes
muito baixas, com mecanismos de certa forma semelhantes aos da 1,25-D3 e do E2, como o
envolvimento de canais de cloreto dependentes de calcio, a modulagdo do [Ca]l e atividade
de enzimas cinases como PKA, PKC e MEK. A sinalizacdo do célcio ¢ extremamente
importante no sistema reprodutor, desde a sintese de testosterona, o funcionamento da BHT
até a reacdao acrossomica no espermatozoide. A influéncia do BPA sobre os mecanismos de
sinalizagdo e homeostasia do calcio nas cé€lulas testiculares pode ser um dos fatores que
levam as diversas alteracdes na fungdo reprodutiva ja relatadas em outros estudos.

No terceiro estudo, foram utilizadas células de Leydig isoladas de ratos adultos para
verificar possiveis efeitos gendmicos € nao gendmicos da 1,25-Ds;, E2 e do BPA. Estas
c€lulas foram escolhidas por serem o principal sitio de sintese do E2 nos animais adultos. A
expressao dos genes VDR, PDIA3, CYP27A1, aromatase (CYP19) e ESR1 foram analisadas
em tratamentos curtos e prolongados (de 3 a 10 h de incubacdo). Foi observado que os
tratamentos demonstraram efeitos em periodos curtos (de 3 a 6 h), e que a 1,25-D3 e o E2
poderiam estar atuando por mecanismos de retroalimentagao negativa nestas células, ja que a
1,25-Ds inibiu a expressao da 25-hidroxilase e o E2 inibiu a expressdo da aromatase e do
ESR1. Também foram realizados ensaios de influxo de calcio para estudar respostas nao
genOmicas. Nestes ensaios, 0 E2 ¢ o BPA inibiram o influxo de calcio nas células de Leydig,
0 que corrobora com o mecanismo de retroalimentagcdo negativa visto na expressao génica, ja
que o calcio ¢ necessario para a esteroidogénese e, consequentemente, para a sintese do E2
através da aromatase. J4 a 1,25-D3 estimulou o influxo de célcio, demonstrando que este

hormonio talvez possa modular o metabolismo e a homeostasia do calcio nestas células.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel observar efeitos de tratamentos in vivo € in vitro com a
1,25-Ds, E2 ¢ BPA em vias de sinalizagdo em células testiculares. No tratamento in vivo com
E2 e BPA na idade pré-pubere, foi observado um efeito inibitorio nos genes VDR e
CYP27A1, sendo que o mesmo efeito nao foi observado na expressao da proteina VDR.
Estes efeitos ndo foram observados nos animais adultos que receberam o tratamento quando
ainda imaturos, que demonstraram um aumento na expressao dos trés genes estudados, VDR,
PDIA3 e CYP27AIl. O tratamento, quando administrado na idade adulta, ndo teve nenhum
efeito, o que demonstra que a idade pré-pubere ¢ mais susceptivel a exposicao de estrogenos.

Em testiculos de ratos pré-puberes, o E2 ¢ o BPA estimularam o influxo de *Ca®’,
demonstrando um efeito nao-gendmico neste tecido. Com o uso de inibidores, foi verificado
o envolvimento de canais i6nicos nos efeitos do BPA, como os canais TRPV1, SOCs, canais
de K+ dependentes de ATP, canais de ClI" dependentes de Ca”" e canais CFTR. Além disso, o
BPA também se demonstrou capaz de alterar a sinaliza¢do do [Ca]l, modulando canais de IP3
e a atividade da SERCA. Também participam deste efeito proteinas cinases como a PKA e
PKC. As respostas rapidas do BPA observadas neste estudo também podem estar ligadas a
ativacdo de respostas gendmicas, ja que as enzimas MEK e p38MAPK também participam do
efeito do BPA.

Nas células de Leydig de ratos adultos, o tratamento com 1,25-Ds teve um efeito
inibitorio na expressao do gene CYP27A1 em tempos curtos. O mesmo foi observado na
expressao dos genes ESR1 e CYP19A1 com o tratamento com E2. Um efeito sinérgico
inibitorio da 1,25-D; e do E2 na expressdao do gene CYP27A1 também foi observado. No
influxo de calcio, o E2 ¢ o BPA demonstraram efeitos inibitérios, enquanto que a 1,25-Ds
estimulou o influxo de calcio nestas células.

Diante destes resultados, podemos afirmar que a 1,25-D3;, o E2 ¢ o BPA possuem
efeitos moleculares importantes no sistema reprodutor masculino, através da expressao
génica de receptores e enzimas envolvidas no metabolismo dos hormonios esteroides 1,25-Ds
e E2. Além disso, os resultados obtidos refor¢am a teoria de que ha uma relacao entre as vias
de sinalizagdo da 1,25-D3; e do E2. Assim como a 1,25-D; ¢ o E2, o BPA também estimula

efeitos ndo-gendmicos envolvidos na sinalizacdo do calcio.
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Abstract

There is increasing evidence in the literature of a relation between 1,25-Ds and estrogens
signaling pathways on reproductive function. To study this interaction, the expression of the
vitamin D metabolizing enzyme 25-hydroxylase (CYP27A1) and vitamin D receptors (VDR
and PDIA3) was verified in rat testis treated in vivo with E2 and/or BPA. Rats were exposed
to E2 (20ug/kg bw/day of E2) and/or BPA (50ug/kg bw/day of BPA) for different periods
(15 to 30 dpp and 60 to 75 dpp) and gene and protein expression was analyzed in the testis.
When rats were treated from 15 to 30 dpp, E2 and BPA decreased VDR gene expression
while CYP27A1 gene expression was affected only by E2. Another group of rats was also
treated from 15 to 30 dpp but was kept alive until 75 dpp were the analyses were made. In
this group, E2 increased all genes and proteins studies in contrast with the results from the
30-day-old rat testis, which could indicate a compensatory effect. In a third group the
treatments were administered from 60 to 75 dpp, where the compounds had no effect on gene
and protein expression. With these results we can conclude that indeed there might be a
crosstalk between the actions of these two steroid hormones. These results reinforce the

theory that there is an interaction between 1,25-D3 and E2 signaling pathways.

Keywords
la,25-dihydroxyvitamin D3, 17B-estradiol, bisphenol A, 25-hydroxylase, VDR, PDIA3,

testis
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1. Introduction

la,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25-D3), the active form of vitamin Ds, is synthetized
endogenously through the exposition of the skin to UV-B rays, which induce the photolytic
conversion of 7-dehydrocholesterol into cholecalciferol, followed by two successive
enzymatic hydroxylations to produce the fully activated vitamin D3 (Mizwicki and Norman,
2009; Norman, 2008). CYP2R1 appears to be the main enzyme responsible for the 25
hydroxylation and is mainly expressed in the liver and testes (Boisen et al., 2017), but this
step could also be catalyzed by some others enzymes like CYP27A1 (Prosser and Jones,
2004). The resultant 25-hydroxyvitamin Dj; is then la-hydroxylated in the kidney by 1la-
hydroxylase enzyme (coded by CYP27B1 gene) to produce the active form 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 (Mizwicki and Norman, 2009; Norman, 2008) which could bind with a
high affinity the nuclear receptor VDR and activates it. The inactivation of vitamin is
catalyzed by the CYP24A1 enzyme which metabolizes 1,25-Ds through 24-hydroxylation.
Most of 1,25-D3; known actions are mediated through the vitamin D receptor VDR and the
membrane receptor PDIA3 (protein disulfide isomerase family A), resulting in genomic and
non-genomic (rapid response) actions (Boyan et al., 2012; Nemere et al., 1998, 2015;
Norman, 2006). Both receptors and metabolizing enzymes are expressed in the human testis,
epididymis, seminal vesicle, prostate and spermatozoa (Boisen et al., 2017). The VDR and
metabolizing enzymes are predominantly expressed in the developing germ cells in adult and
spermatozoa (Blomberg-Jensen et al., 2010; Aquila et al., 2008) but also in Leydig cells
(Hofer et al., 2014) and the expression in Sertoli cells is relative to an immature status in
human (Blomberg-Jensen ef al., 2010) and in rats (Zanatta et al., 2010). Moreover, vitamin D
deficient male rats present a significantly decrease in successful mating and fertility rates
(Kwiecinski et al., 1989) and VDR null mutant mice showed decreased sperm count and
motility (Kinuta et al., 2000).

It is now well established that a regulated estrogen synthesis occurs in mammalian
testes and contributes to testicular physiology (Carreau and Hess, 2010; Dostalova et al.,
2017; Jayle et al., 1962; O’donnell et al., 2001). E2 is synthetized irreversibly from
testosterone by aromatase enzyme, acting through the classic nuclear estrogen receptors
(ERs) ESR1 and ESR2 and the seven transmembrane receptor GPER (G protein-coupled
estrogen receptor) (O’donnell et al., 2001; Prossnitz and Maggiolini, 2009). As 1,25Ds, the
estrogen receptors have been localized in testes, both ESR1 and ESR2 can be found in

Leydig, Sertoli and germ cells, in human and rodents species (for review, (Zanatta et al.,
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2017). Several studies converge to assume that estradiol and 1,25D; signaling pathways
could interact (for review (Zanatta et al., 2017). The Leuven VDR mouse model showed
perturbations of estradiol signaling pathway (Blomberg Jensen et al., 2013). Another VDR
knockout mice presented a reduced expression and activity of aromatase, between other
anomalies in the reproductive tract. LH and FSH plasmatic levels were also elevated in these
animals (Kinuta et al., 2000). Estrogen supplementation was able to reverse these effects
almost completely. 1a-hydroxylase KO model resulting in decreased calcium and phosphorus
plasmatic levels showed altered E2 plasmatic levels, which can be restore by supplementation
with calcium and phosphorus (Sun et al., 2015). Although these models showed some
contrasting results, it is clear that there is a connection between 1,25-D3; and E2 signaling
pathways. 1,25-Ds; modulation of aromatase activity is also shown in other tissues, such as
osteoblasts (Tanaka et al., 1996), glioma cells (Yague et al., 2009) and mesenchymal stem
cells (Pino et al., 2006). In the male reproductive system, 1,25-Ds; was able do increase
aromatase expression in testicular cells (Zanatta et al., 2011a) and decrease ESR1 and ESR2
gene expression in seminiferous tubules (Zanatta et al., unpublished data).

The aim of this study was to investigate E2 and BPA effects in vivo in the expression
of some 1,25-Djs signaling key points. As E2, bisphenol A (BPA), a chemical compound used
in plastic industry, can bound to ERs and induce estrogenic actions even at low doses, so
considered a xenoestrogen (Bouskine et al., 2009; Fenichel et al., 2013; Gaido et al., 1997). It
was already shown that E2 and BPA exposure in prepubertal rats altered blood-testis barrier
(BTB) establishment and induced histological abnormalities in the testis (Brouard et al.,
2016). Using the same treatment protocol, we analyzed E2 and BPA effects in the expression
of important points of 1,25-D; signaling, such as the expression of receptors (VDR and
PDIA3) and 25-hydroxylase enzyme, in prepubertal and adult rats. This analysis was

performed immediately after treatment or in delayed time.

2. Materials and Methods

2.1 Chemicals and reagents

Bisphenol A, 17B-estradiol, Dimethyl sulfoxide (DMSO), NaCl, protease inhibitor cocktail,
reagents of RIPA buffer, TRI Reagent and Tween-20 were purchased from Sigma Aldrich
(St. Louis, USA). Deoxyribose nucleotide triphosphate (dNTP), Ribonuclease inhibitor
(RNasin), Random primers, Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase

(MMLV-RT), GoTaqqPCR Master Mix and ECL were purchased from Promega (Madison,
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USA). Primers were purchased from Eurogentec (Seraing, Belgium). Nitrocellulose
membranes were purchased from GE Healthcare (Vélizy-Villacoublay, France). Primary and
secondary antibodies were purchased from Santa Cruz Biotech (Dallas, USA) and the actin B

antibody (C4) was purchased from Millipore (Billerica, USA).

2.2 Animals

Fifteen and sixty-day-old male Sprague-Dawley rats were obtained from the University
Center of Biological Experimental Resources (CURB, Caen, France). All experimental
procedures were approved by the French Ministry of Agriculture and the regional committee
of ethics on animal experimentation (CENOMEXA1112 -10). Animals were housed at 21°C
under a 12h light/12h dark cycle in polypropylene cages. The rats were fed ad libitum with a
low phytoestrogen food (SDS-Dietex©) from the weaning (21 dpp) until the end of the

experiment.

2.3 Experimental design

The treatments were performed at the CURB and were carried as demonstrated in Scheme 1
(Brouard et al., 2016). BPA and E2 were dissolved in DMSO; all animals were exposed to
the same level of DMSO (0.7%). The animals were weighted each day and received their
treatment by subcutaneous injections. Three treatment protocols (TP) with different treatment
periods were made, and for each experience four groups of 8 rats were randomized (figure 1):
control group (DMSO), BPA group (50 pg/kg bw/day of BPA), E2 group (20 pg/kg bw/day
of 17B-estradiol) and BPA+E2 group (50 pg/kg bw/day of BPA and 20 pg/kg bw/day of 17p3-
estradiol). In TP1, the animals received the treatments from 15 to 30 days-old, and were
euthanized at day 30. In TP2, the treatment was administered from 15 to 30 days-old, and the
animals were euthanized at day 75. In TP3, the treatment took place from 60 to 75 days-old,
where the animals were euthanized. At the last day of treatment, the animals received their
last injection and on the following day were anesthetized by inhalation of 4% isofluran in
30% 02/70% N20 gas mixture. Testes were removed immediately and frozen for RNA and

protein extraction.

2.4 RNA extraction and real-time RT-PCR
Total testis RNA was extracted using TRI Reagent solution according to the manufacturer’s
instructions. The concentration of RNA samples was determined by absorbance at 260 nm,

RNA integrity was confirmed by gel migration and RNA quality was verified by measuring
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optical density at 260 and 280 nm. Reverse transcription was realized for 90 min at 37 C
with 250 ng of total RNA, 100 [U MMLV-RT, 12 IU RNasin, 100 ng random primers and
500 umol L—1 dNTP in a total volume of 20 uL. The negative control was realized by adding
water instead of RNA. The polymerase chain reaction was performed on 5 pL of diluted
cDNA (1:10) using the GoTag® qPCR Master Mix and 0.25 pmol L—1 of each primer. The
negative control was realized by adding water instead of cDNA. PCR was carried out in
Stratagene Mx3005 P system (Agilent Technolo- gies, Santa Clara, USA) as follows: an
initial step of 3 min at 95 oC, followed by 40 cycles of 30 s at 95 oC and 60 s at 60 oC. At the
end of the amplification, an increase in 0.5 oC every 10 s from 50 oC to 95 oC allowed to
obtain the melt curve. PCR efficiency was determined for each set of primers (Table 1) and
was contained between 87% and 110%. The PCR product identity was confirmed by
sequencing (Beckman Coulter, Pasadena, USA). Relative levels of specific mRNA were

obtained with the formula 2°(Ctref—Ctgene) with L19 gene expression as reference.

2.5 Protein extraction and Western blotting

Total testicular proteins were extracted from a cryopreserved testis piece with RIPA buffer
(50 mmol L—1Tris, 150 mmol L—1 NaCl, 5 mmol L—1 EDTA, 1% Triton and 0.1% SDS)
containing protease inhibitors (1:100). After crushing the tissue, the testis lysates were
centrifuged at 4500 g during 10 min at 4 °C. Protein concentration was determined by
Bradford method at 595 nm. Thirty micrograms of protein were resolved on 12% SDS-PAGE
and transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were washed with TBS (200
mmol L—1 Tris-Base, 1.6 mol L—1 NaCl), blocked with 5% dry milk then washed with TBS-
0.1% Tween-20 (TBST) and incubated with primary antibodies (CYP27A1 (K16), VDR
(4H312) and PDIA3/ERp57 (sc-23886), actin B (C4)) diluted at 1:1000 (CYP27Al,
PDIA3/ERp57) and 1:5000 (VDR) in TBST containing 5% dry milk at 4 oC overnight. Then,
the membranes were washed with TBST, incubated with the appropriated secondary antibody
coupled with horseradish peroxidase diluted at 1:2000 and finally developed with ECL
(Promega). The protein signal was quantified by densitometry and normalized to actin B

protein signal with ImageJ® software.

3. Results
Immediate E2 and BPA in vivo treatment effects on VDR, PDIA3 and CYP27A1 gene and

protein expression in prepubertal rat testis (TP1).
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To study E2 and BPA influence on 1,25-Ds signalling, VDR and PDIA3 receptors and 25-
hydroxylase enzyme expression (CYP27A1) were analysed in prepubertal rats treated in vivo
with E, and/or BPA (TP1). As shown in figure 2, E2 treatment decreased significantly
CYP27A1 (p<0.05) and VDR (p<0.01) gene expression and has no impact on PDIA3
expression. BPA treatment decreased significantly only CYP27A1 gene expression (p<0.01).
BPA+E2 treatment did not alter the expression of any of the studied genes. When E2 was
used combined with BPA treatment, the E2 effect on VDR gene expression was abolished.
When protein expression levels were analysed through Western Blot, E, treatment was not
able to modify VDR protein expression. On the contrary of effect observed on mRNA level,
BPA treatment was able to increase VDR protein expression (figure 3). The expression of
CYP2R1 and CYP27B1 was also analysed, but mRNA levels of these genes were too low to

be quantified in our samples.

E2 and BPA in vivo prepubertal treatment effects on VDR, PDIA3 and CYP27A1 gene and
protein expression in adult rat testis (TP2).

To analyse if E2 and BPA in prepubertal treatment effects are reversible, prepubertal treated
rats were kept without continued treatment, in normal conditions, until adulthood (75 day-
old) where the animals were euthanized (TP2). Unlike the first protocol, E2 treated group
showed a significant increase in all studied genes (VDR (p<0.01), PDIA3 (p<0.05) and
CYP27A1 (p<0.05)), while other groups (BPA and E2 + BPA) did not present any significant
effect in gene expression (figure 4). VDR protein expression was analysed in the E2 group,
and results show a tendency to increase VDR protein expression (p = 0,0567). E2 was also

able to increase CYP27A1 protein expression (figure 5).

E2 and BPA in vivo adult treatment effects on VDR, PDIA3 and CYP27A1 gene and protein
expression in adult rat testis (TP3).

E2 and BPA treatments were also performed in adult rats. So, in order to verify if exposure to
E2 and BPA are also capable of altering 1,25-Ds signalling the in vivo treatments were
performed (TP3). These treatments, when carried out in adult rats, showed that neither E2
and BPA had effect in the expression of the genes studied (figure 6). In opposite to other
group, the combination of E2 and BPA increased significantly (p<0.05) the PDIA3 mRNA
level, although this effect was not observed when CYP27A1 protein expression was analysed

(figure 7).
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4. Discussion

Data concerning the interaction between 1,25-D3; and E2 signaling pathways in male
reproduction is already present in the literature (Jensen, 2014; Zanatta et al., 2017) though it
is not clear how both hormones interact. It was reported that 1,25-D; can modulate aromatase
expression in Sertoli cells (Zanatta et al., 2011a) and VDRKO mice exhibit impaired
expression of the same enzyme (Kinuta et al., 2000). Furthermore, these VDRKO mice show
diminished spermatozoa count and mobility, as well as high LH, FSH and E2 serum levels.
Estrogen supplementation protected these animals from testicular impairment and hormonal
variation, with values similar to the control group. VDRKO animal models also have similar
characteristics with ESR1KO models related to fertility (Eddy et al., 1996; Hess et al., 1997).

This work shows effects of E2 and BPA in vivo exposure in some points of 1,25-Ds
signaling pathways, such as the 1,25-Ds; receptors and the metabolizing enzyme 25-
hydroxylase (CYP27AT1). The experimental model used was the same as the animal model
described by Brouard et al. (Brouard et al., 2016). Low doses of E2 and BPA were chosen for
the study. The E2 dose has a deleterious effect on adult spermatogenesis (D’Souza et al.,
2005) and the BPA dose represents a 100 x inferior dose to the No Observed Adverse Effect
Level (NOAEL) of 5 mg/kg/day in Europe in 2007 (European Food Safety Authority
(EFSA), 2007), although the Tolerable Diary Intake (TDI) was altered to 4 png/kg/day in 2015
(EFSA Panel on Food Contact Materials, Enzymes, Flavourings and Processing Aids (CEF),
2015). A fourth group where both compounds were administered was also analyzed to study
possible synergistic or antagonistic effects between E2 and BPA. Analyses immediately after
exposition at prepubertal and adult stages were performed and a different analysis with
exposition at prepubertal stage and analysis at the adult stage was added.

In TP1, VDR mRNA and protein levels did not shown the same pattern. VDR gene
expression was decreased in E2 group while VDR protein expression levels in the same
group were similar to control. The difference between gene and protein expression could be
related to post-transcriptional modifications in testicular cells. In most somatic cells mRNA
transcription and translation are deeply connected, making mRNA detection a strong
indicator of protein expression. Meanwhile, testicular cells strongly depend on post-
transcriptional regulation mechanisms (Iguchi et al., 2006). Moreover a delay could be
observed between translation and transcription (Calvel et al., 2010). When the analysis was
performed at 30 dpp, the seminiferous tubules present a homogenous status with germ cells
engaged in meiosis with the most differentiate status characterized by first elongated

spermatids. The opposite effect observed between vdr mRNA and protein could be explained
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by this delay between transcription and translation. At 30 dpp, the study of mRNA level
could reveal the mechanism occurring at the immediately concerning gene regulation
whereas, study of protein level could reveal the situation occurring a few days ago. Another
explanation could be the existence of a post-translational regulatory mechanism. E2 and BPA
treatment also decreased CYP27A1 expression. This observation could indicate that both
compounds may inhibit 1,25-D3 synthesis, just like 1,25-D; shows effects in aromatase and
ERs expression. On the other side, the enzyme coded by CYP27A1 also participates in
cholesterol and bile acid intermediates metabolism (Pikuleva, 2006). This enzyme is capable
of converting cholesterol to 27-hydroxycholesterol, and the enzyme deficiency leads to
cerebro tendinous xanthomatosis, a disorder characterized by cholesterol deposition in
several tissues (Cali et al., 1991). 27-hydroxycholesterol is considered a selective modulator
of ERs (SERM - selective estrogen receptor modulator), interacting with both ERs, ESR1
and ESR2 as an agonist (DuSell et al., 2008) or antagonist (Umetani et al., 2007) depending
on the tissue. E2 and BPA effects in this enzyme could also indicate a negative feedback
mechanism considering 27-hydroxycholesterol effects as a SERM, but no data were found in
the literature concerning its actions in the testis.

In TP2, E2 and BPA treatment was carried out in prepubertal age and the effects of
this treatment were analyzed in adult age. E2 treatment raised the expression of all studied
genes. This effect is contrary to what was observed in TP1, where gene expression was
analyzed in prepubertal age. It is possible that this effect is the result of a compensation
mechanism by the inhibitory effect of E2, since in this protocol there was a interval of 45
days from the end of the treatment to the tissue removal for analysis. In TP3 the only
treatment that showed any effect was when both compounds (E2 and BPA) were used
simultaneously, which increased PDIA3 gene expression, an effect that was not observed
when PDIA3 protein expression was analysed.

Comparing the results from the three treatment protocols we can conclude that E2 and
BPA treatment caused more alterations when administered at prepubertal age, while animals
treated at adult age did not show any alterations in the expression of the studied genes.
Prepubertal period, between 15 and 30 days in rats, is extremely important for sexual
development, since BTB establishment and Sertoli cell differentiation occur at this period,
along with the initiation of the first spermatogenic wave. Sertoli cells are responsible for
energetic and nutritional support of developing germ cells. Without this support
differentiation, meiosis and spermiogenesis would not occur (Rato et al., 2012; Sharpe et al.,

2003). The BTB is formed by intercellular junctions between Sertoli cells, creating a specific
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environment necessary for germ cell growth and differentiation (Petersen and Soder, 2006).
This barrier controls the passage of molecules from basal to adluminal compartment,
protecting germ cells. Therefore this age appears to be more susceptible to adverse effects
from exposure to exogenous compounds.

In conclusion, it was shown in this study that E2 treatment was able to alter the gene
expression of 1,25-Ds receptor, VDR, and metabolizing enzyme 25-hydroxylase, CYP27A1,
so we can conclude that indeed there might be a crosstalk between the actions of these two
steroid hormones. These results reinforce the theory that there is an interaction between 1,25-

Ds and E2 signaling pathways.
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Table 1: Primers used in real-time RT-PCR
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Size of amplified

(NM_053763.1)

: TGGCATAGTGACAGAGGGAAAC

Gene Sequence (5’-3°)
product (pb)
L19 F: GGAATCTAAGAAGATTGACCGTC 120 pb
(NM _031103.1) R: GCCTTGTCTGCCTTCAGTTT
VDR® F: TGACCCCACCTACGCTGACT
(NM_017058) R: CCTTGGAGAATAGCTCCCTGTACT b
PDIA3" F: TAAAGATGCCTCGGTGGTGG 114 PR
(NM _017319.1) R: ACGTTGGTGTGTGCAAATCG
Cyp2rl? F: CCCACGTCTACATGAGGAAGC 92 pb
(NM _001108499.1) | R: CACCCACTCCCATTTTTGTCAT
Cyp27al? F: AACAGGTCAAGACCGACCGC
(NM _178847.3) R: CCGTACTTGGCCTTGTTCAGC 14l pb
Cyp27b1” F: TACCCCTGCTAAAGGCTGTGA 144 pb
R

A
Genbank sequences.

® Design based on Zanatta et al. (ZANATTA et al., 2011a).
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Figure 1: Experimental design. Three treatment protocols (TP) with different treatment
periods were made, and for each experience four groups of 8 rats were randomized: control
group (DMSO), BPA group (50 pg/kg bw/day of BPA), E2 group (20 pg/kg bw/day of 17B-
estradiol) and BPA+E2 group (50 pg/kg bw/day of BPA and 20 pg/kg bw/day of 17B-
estradiol). In TP1, the animals received the treatments from 15 to 30 days-old, and were
euthanized at day 30. In TP2, the treatment was administered from 15 to 30 days-old, and the
animals were euthanized at day 75. In TP3, the treatment took place from 60 to 75 days-old,
where the animals were euthanized.
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Figure 2: Semiquantitative real-time PCR analysis of (A) CYP27A1, (B) VDR and (C)
PDIA3 mRNA expression on testes from 30-day-old rats treated in vivo with E2 and/or BPA
from 15 to 30-day-old. Relative quantity of CYP27A1, VDR and PDIA3 mRNA were
normalized by ribosomal protein L19 mRNA and results expressed as fold change compared
with control values. Data are represented as mean + s.e.m. of eight animals. *P < 0.05 and
**P <0.01 compared with control group. ###P< 0.001 compared with E2 group.
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Figure 3: Western blot analysis and quantification of VDR protein expression on testes from
30-day-old rats treated in vivo with E2 and/or BPA from 15 to 30 day-old. Relative quantity
of VDR and CYP27A1 protein was normalized by actin protein levels and results expressed
as fold change compared with control values. Data are represented as mean + s.e.m of eight
animals. *P < 0.05 compared with control group.
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Figure 4: Semiquantitative real-time PCR analysis of (A) CYP27Al1, (B) VDR and (C)
PDIA3 mRNA expression on testes from 75-day-old rats treated in vivo with E2 and/or BPA
from 15 to 30 day-old. Relative quantity of CYP27A1, VDR and PDIA3 mRNA were
normalized by ribosomal protein L19 mRNA and results expressed as fold change compared
with control values. Data are represented as mean + s.e.m. of eight animals. *P < 0.05 and
**P <0.01 compared with control group.
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Figure 5: Western blot analysis and quantification of (A) VDR and (B) CYP27A1 protein
expression on testes from 75-day-old rats treated in vivo with E2 from 15 to 30-day- old.
Relative quantity of VDR and CYP27A1 protein was normalized by actin protein levels and
results expressed as fold change compared with control values. Data are represented as mean
+ s.e.m of eight animals. **P < 0.01 compared with control group.
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Figure 6: Semiquantitative real-time PCR analysis of (A) CYP27A1, (B) VDR and (C)
PDIA3 mRNA expression on testes from 75-day-old rats treated in vivo with E2 and/or BPA
from 60 to 75-day-old. Relative quantity of CYP27A1, VDR and CYP27A1 mRNA were
normalized by ribosomal protein L19 mRNA and results expressed as fold change compared
with control values. Data are represented as mean + s.e.m. of eight animals.



137

1.5r
C
S
?
o -
% 1.0
c 3 ——
D ®©
8 N
S 0.5}
(9]
<
(|
a

0.0

Control E2 + BPA

Figure 7: Western blot analysis and quantification of PDIA3 protein expression on testes
from 75-day-old rats treated in vivo with E2 + BPA from 60 to 75-day- old. Relative quantity
of PDIA3 protein was normalized by actin protein levels and results expressed as fold change
compared with control values. Data are represented as mean + s.e.m of eight animals.
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Abstract

We investigated the acute effect of low concentrations of BPA on calcium influx and the
mechanism of action of BPA in this rapid response in the rat testis. BPA increased calcium
influx at 1 pM and 1 nM at 300 s of incubation, in a similar manner to that of estradiol. At 1
pM, BPA stimulated calcium influx independently of classical estrogen receptors, consistent
with a G-protein coupled receptor. This effect also involves the modulation of ionic channels,
such as K, TRPV1 and CI" channels. Furthermore, BPA is able to modulate calcium from
intracellular storages by inhibiting SERCA and activating IP; receptor/Ca®" channels at the
endoplasmic reticulum and activate kinase proteins, such as PKA and PKC. The rapid
MAPK

responses of BPA on calcium influx could, in turn, trigger a cross talk by MEK and p38

activation and also mediate genomic responses.

Keywords: Bisphenol A, calcium, rapid responses, testis.
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1. Introduction

Bisphenol A (BPA), a synthetic compound with two hydroxyphenyl groups, belongs to the
diphenylmethane derivatives and bisphenols. First synthesized in 1891, BPA is now one of
the most frequently produced chemicals and is consumed in the manufacture of plastic and
epoxy resins used in a variety of consumer goods [1,2]. Several reports have suggested that
BPA can disrupt endocrine signaling, since it can up/down regulate hormone secretion. As an
endocrine disruptor, BPA can interact with different receptors, such as estrogen receptors
(ER), androgen receptors, corticoids, thyroid hormone receptors, the dopaminergic system
and peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) to initiate similar or different
responses to those of the usual receptor agonists, causing adverse health effects and leading
to a variety of irregularities in the reproductive system [3—8]. BPA can also act as a
xenoestrogen via ER and trigger alternative estrogenic effects that begin outside the nuclear
receptor and may cause reproductive disorders and metabolic damage [9,10]. It can also
interfere with the expression of target genes mediated by the classical ER [11]. In addition,
BPA may act through the G-protein coupled estrogen receptor (GPER), as well as ESR1 and
ESR2, to regulate Sertoli TM4 cell proliferation, as reported by Ge et al. [12]. BPA can also
bind to non-classical estrogen receptors and trigger non-genomic or rapid responses involving
hormone exocytosis and calcium homeostasis [13,14].

The effects of BPA on the reproductive function in animal models are widely discussed in
the scientific community. Prenatal and prepubertal exposure to BPA lead to morphological
anomalies in germ cell development, including increased apoptosis and the inhibition of
testicular cell proliferation [15—17] Exposure to BPA in rats can have an effect on the
hypothalamic—pituitary—gonadal (HPG) axis [18], where prepubertal exposition can increase
ESR2 expression and decrease LH levels in the pituitary gland, diminishing the sensibility to
negative feedback from estradiol [19]. In adult rats, daily doses of BPA result in diminished
plasma levels of FSH, LH and testosterone, associated with an increase in estradiol and
decrease in sperm count and quality [20] together with a disturbance in the expression of
steroidogenic enzymes [21,22]. Meiosis is also impaired by the exposure to BPA in adult rats,
were there is a decrease in sperm mobility and production, together with irregularities in
spermiation, mediated by ER [23,24]. Long-term exposure to BPA at low doses reportedly
leads to male reproduction disorders, characterized by androstenedione and testosterone
serum levels and sexual behavior alterations [25,26]. The joint actions of low doses of BPA

and diethylstilbestrol over long periods have been shown to decrease sperm motility, provoke
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lesions in organelles of Sertoli and Leydig cells, alter protein phosphorylation in the
endoplasmic reticulum and influence sperm quality [27]. In addition, Sertoli cell metabolism
is significantly altered after a short period of in vitro exposure to high concentrations of BPA,
where BPA alters glucose metabolism and decreases lactate dehydrogenase activity,
potentially impairing spermatogenesis [28]. Moreover, in vitro exposure of Sertoli cells to
high concentrations of BPA has been reported to induce reactive oxygen species production
and mitochondria malfunction, leading to calcium imbalance and cell death [29].

Several epidemiological studies associate BPA exposure to developmental issues and
reproductive problems in humans. A positive correlation between urinary BPA
concentrations and implantation failure was found in women undergoing in vitro fertilization
[30]. A link was demonstrated between cumulative BPA exposure through dietary sources
and prostate cancer in a study in Hong Kong [31]. Another study shows that BPA
concentrations in seminal plasma are negatively correlated with sperm count, concentration
and motility, while associated with higher E2 estrogen levels and decreased testicular
steroidogenesis [32]. Futhermore, numerous studies show that high BPA levels in the urine
during pregnancy result in lower TSH levels [33], sex-specific changes in infant HPA axis
function [34] and behavioral problems in children [35-37], together with autism [38]. In most
countries, such as Canada, Brazil, and in the European Union, BPA is only prohibited in baby
bottles and articles for children under 3 years old. France is the only country to have
completely prohibited the use of BPA in all plastic food containers in addition to baby
bottles. In Brazil, there is a legal proposal underway to prohibit the use of BPA in all food
contact materials and articles, but this has yet to be approved.

Calcium has an important role in the male reproductive system. Aside from being essential
for testosterone synthesis in the steroidogenesis process [39], calcium signaling participates
in the blood-testis-barrier (BTB) homeostasis. The calcium signaling machinery seems to
have an important role in intercellular junctions and structures related to germ cell
translocation through the BTB, together with germ cell release to the lumen of the
seminiferous tubules [40,41]. Additionally, calcium is crucial for the acrosome reaction and
motility in the sperm [42], emphasizing the importance of calcium signaling for the
reproductive function as a whole. We hypothesize that balancing calcium could prevent BPA
toxicity in the testis and may maintain adequate spermatogenesis and fertility. In the present
study, we investigated the acute effects of BPA at low concentrations to establish the ionic

mechanism of action of this xenoestrogen in the immature rat testis.
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2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

(70,17B)-7-[9-[(4,4,5,5,5-Pentafluoropentyl)sulfinyl nonyl]estra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol
(ICT 182,780), 4,4'-Diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulfonic acid disodium salt hydrate
(DIDS), 9-anthracene carboxylic acid, BAPTA-AM, bisphenol A, bovine serum albumin,
capsaicin, CFTR(inh)-172, dantrolene, estradiol (E2), flunarizine, glibenclamide, H-89
dihydrochloride hydrate, KB-R7943, KT 5720, nifedipine, ouabain, PD 98,059, Ro 31-0432,
SB 239063, thapsigargin, and U-73122 were purchased from Sigma—Aldrich (St. Louis, MO,
USA). [*Ca]CaCl, (sp. act. 321 KBg/mg Ca’"), and Optiphase Hisafe III biodegradable
scintillation liquid were purchased from Perkin—Elmer (Boston, USA). All other chemicals

were of analytical grade.

2.2. Animals

Thirty-day-old male Wistar rats were used in this study. The animals were bred in our animal
facility and housed in an air-conditioned room (21 + 2 °C) with controlled lighting (12 h/12 h
light/dark cycle). All animals were maintained with pelleted food (Nuvital, Nuvilab CR1,
Curitiba, PR, Brazil) and tap water available ad libitum. The animal procedures were carried
out in accordance with the ethical recommendations of the local Ethical Committee for

Animal Use (Protocol CEUA/PP00862).

2.3.8Ca”" influx

Animals were euthanized by decapitation and the testes were removed. Testes were then
decapsulated and preincubated with Krebs Ringer-bicarbonate (KRb) buffer (122 mM NaCl;
3 mM KCI; 1.2 mM MgS04; 1.3 mM CaCl2; 0.4 mM KH2PO4; 25 mM NaHCO3) for 15
min in a Dubnoff metabolic incubator at 34°C, pH 7.4 and gassed with a O,:CO; mixture
(95:5; v/v). The medium was replaced with fresh KRb with 0.1 pCi/mL **Ca®" and the
samples incubated for 60 min. Finally, the tissue was incubated for 30, 60 or 300 s either in
the absence (control) or the presence of BPA or E2 (10° to 10" M). In some experiments,
channel blockers or kinase inhibitors were added 15 min before BPA and E2 addition and
maintained for the whole incubation period. At the end of the incubation period, extracellular
Ca”" was thoroughly washed off the testes in 127.5 mM NaCl, 4.6 mM KCI, 1.2 mM
MgS0O4, 10 mM HEPES, 11 mM glucose, and 10 mM LaCl3, pH 7.3 (30 min in washing

solution). After washing, testes were homogenized with 0.5 M NaOH solution and aliquots
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were placed in scintillation fluid and then in a LKB rack beta liquid scintillation spectrometer
(model LS 6500; Multi-Purpose Scintillation Counter—Beckman Coulter, Boston, USA) [43].
A second aliquot was used for total protein quantification by the Lowry method [44]. Results

were expressed as pmol calcium/ug of protein, sometimes in % of control.

2.4. Statistical analysis

The results were expressed as mean = S.E.M. or % of control of 2 independent experiments
with four animals in each group per experiment. One-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Bonferroni post hoc test was used to identify significant differences between

groups. Differences were considered to be significant at p < 0.05.
3. Results

3.1. BPA increases calcium influx at low concentrations, similar to the effects of E2

To study the effects of BPA (figure 1) on rapid responses at the plasma membrane in 30-
day-old rat testes, BPA was used in low concentrations (1 pM and 1 nM) and with different
incubation times (30, 60 and 300 s). As shown in figure 2A, 1 pM BPA was able to increase
Ca’" influx within 300s. To further analyse these responses, a dose-response curve was
carried out with BPA concentrations from 1 uM to 0.01 fM. BPA increased **Ca*" influx at
1 and 0.1 pM and 10 nM. Time-course and dose-response curves were also assayed for E2 to
compare the hormone and xenoestrogen rapid responses, and both exhibited similar
responses. At 0.1 and 0.01 fM, BPA decreased *Ca®" influx, which indicates a dose-
dependent biphasic effect of BPA. Thus, a dose of 1 pM and a 300 s incubation time was
used in subsequent studies due to the similarity of its effects to E2.

Since BPA can bind to ERs in the same manner as E2, the involvement of these receptors
was studied in the calcium influx mediated by BPA. As can be seen in figure 3, the classic
ERs blocker ICI 182,780 did not alter the effects of BPA, indicating that the effects of BPA,
at least at the concentration and time studied in this experimental approach, are not mediated

by classic ERs.

3.2. BPA increases *Ca” influx by opening transient receptor potential vanilloid channels
(TRPV1 channels)
To analyse the mechanism by which BPA modulates *°*Ca®" influx in immature rat testis,

some plasma membrane targets were studied. Voltage-dependent calcium channels (VDCC)
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were studied, but the effect of BPA effect on *Ca*" influx does not appear to involve VDCC
channels since neither nifedipine nor flunarizine altered the stimulatory effect of BPA on
Ca® influx (figure 4).

When ATP-dependent K* channels were studied, BPA showed similar effects to those of
gliblenclamide, a classic ATP-dependent K channel inhibitor (figure 5). This result indicates
that both compounds have similar mechanisms of action. Transient receptor potential channel
(TRPs) activity was also studied in the presence of BPA (figure 5). Capsaicin, an activator of
transient receptor potential vanilloid (TRPV1) channels, was used and per se stimulated
Ca’" influx, as expected (figure 5). When BPA was used together with capsaicin, there was
no addition to the effect demonstrated by each compound alone, indicating that BPA and
capsaicin have a similar mechanism of action on *Ca*" influx in the rat testis.

Other possible plasma membrane targets of BPA were also analysed. To verify a possible
role of the Na'-K' pump in the effects of BPA, the pump inhibitor, ouabain, was used.
Ouabain per se exhibited a stimulatory effect on calcium influx, through the inhibition of the
Na™-K" pump, which activates the Na'-Ca>" exchanger (figure 6). Interestingly, the co-
incubation of BPA and ouabain led to an amplified effect compared to the use of each
compound on its own, indicating that BPA and ouabain have different mechanisms of action.
When KB-R7943 was used, it did not alter the effect of BPA on the calcium influx. As both
Ouabain and KB-R7943 did not modify the effect of BPA, this indicates that BPA does not
modulate either the Na™-K™ pump or the Na™-Ca®" exchanger to induce the *’Ca’*" influx

observed at this concentration and incubation time.

3.3. BPA activates store-operated calcium channels (SOCs) through phospholipase C (PLC)
activation and Ca’*-ATPase inhibition

Since BPA has been shown to act as a weak sarco/endoplasmic reticulum Ca’"-ATPase
(SERCA) inhibitor [45], the involvement of intracellular calcium ([Ca]l) in the effect of BPA
was also analysed. Initially, an [Ca]l chelator (BAPTA-AM) was used; as can be seen in
figure 7A, the [Ca]l chelator itself induced an increased calcium influx, which remained the
same when BAPTA-AM was co-incubated with BPA, suggesting that both compounds could
be acting through the same mechanism. To further study this mechanism, namely the control
of [Ca]l through calcium storage in the endoplasmic reticulum, IP;, ryanodine receptors and
the involvement of SERCA in the effect of BPA was analysed. Curiously, when the inhibitor,
dantrolene, was used to block ryanodine receptors, there was an increase in the effect of BPA

on calcium influx. The inhibition of PLC by U-73122 abolished the BPA-mediated calcium
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influx (figure 7B). As expected, when SERCA was inhibited by thapsigargin, BPA was not

able to stimulate calcium influx.

3.4. BPA calcium signalling involves plasma membrane chloride channels

The involvement of CI” channels in the effects of BPA was also studied. 9-Anthracene (a
Ca”"-dependent CI” channel blocker), DIDS (a voltage dependent CI” channel blocker) and
CFTR(inh)-172 (a CFTR CI channel blocker) were used. As demonstrated in figure 8, both
9-anthracene and CFTR(inh)-172 abolished the effects of BPA on calcium influx, indicating
that Ca’"-dependent CI" channels and CFTR CI” channels may be involved in this effect.
Interestingly, when voltage dependent CI" channels were blocked with DIDS, there was no

change in the stimulatory effect of BPA on calcium influx.

3.5. Protein kinases such as PKA, PKC, MAP kinase kinase (MEK) and p38""X are involved
in the effects of BPA

Intracellular targets mediating the effects of BPA on calcium influx were also studied in
30-day-old rat testes (figure 9). When H-89 and KT 5720 (PKA inhibitors) and Ro 31-0432
(PKC inhibitor) were used, the effect of BPA was abolished, indicating that PKA and PKC
are involved in this effect. Furthermore, when MEK and p38™*"™™ were inhibited by PD
98,059 and SB 239063, respectively, the inhibition of these protein kinases cancelled BPA’s
effect.

4. Discussion

BPA’s action as a xenoestrogen is widely discussed in the scientific community. Several
studies have demonstrated the effects of BPA at different concentrations in numerous tissues,
leading to altered metabolism and even the development of cancer [26]. Mice treated with
BPA at low concentrations for chronic periods exhibited reproduction disorders due to
alterations in behaviours that are essential for the success of male reproduction [25]. In
addition, severe lesions in sperm motility and in the function of testicular cells can be
detected when the BPA 1is co-administered with diethylstilbestrol, even at low doses of these
compounds [27].

Histologic and metabolic alterations in the reproductive system following BPA exposure
have been previously described. In seminiferous tubules, low concentrations of BPA inhibit

meiosis progression [46] and stimulate spermatogonial proliferation and GPER expression
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[47,48]. In male rats, exposure to BPA at an immature age disrupts the blood-testis barrier
(BTB) formation by altering the expression and location of key proteins in the BTB structure
[49-51]. Here, we show, to the best of our knowledge, for the first time, that BPA at a very
low concentration (1 picomolar) is able to elicit rapid responses and change calcium
equilibrium by altering ionic channel activity and protein kinase modulation in 30-day-old rat
testes. A similar effect was also seen in rat hippocampal neurons, where BPA was able to
induce rapid calcium signaling through nongenomic pathways [52]. Furthermore, when
compared to E2, BPA had similar effects on calcium influx. Other studies have previously
demonstrated a triphasic effect such as the one seen in the present investigation, where BPA
has a stimulating or inhibiting effect, depending on the concentration used [53,54].
Intriguingly, extremely low concentrations of BPA were able to inhibit calcium influx; in
general, hormones are more likely to have an effect at very low concentrations, such as
reverse T3ss). As a xenoestrogen, BPA can act through the classic estrogen receptors, ESR1
and ESR2, and also through GPER, located at the plasma membrane [56-58]. The
nongenomic effects demonstrated in this work appear not to involve classic estrogen
receptors since the inhibition of both receptors did not alter the effects of BPA. The effect
observed with ICI 182,780 alone is most likely related to the fact that ICI 182,780 can act as
a GPER agonist [59]. The activation of GPER can lead to calcium influx, as demonstrated in
rat brain microvascular endothelial cells (RBMVEC) [60]. Additionally, an interaction
between GPER and the plasma membrane calcium Ca’>’-ATPase was demonstrated by Tran
et al [61]. As there was no difference between the effects of ICI 182,780 and BPA, these are
most likely acting through the same mechanism. This could indicate that BPA may act
through the GPER receptor, initiating a signaling pathway at the plasma membrane. The fact
that PLC mediates the effects of BPA reinforces the role of a G-protein in this pathway, but
further studies are necessary to elucidate this theory.

A relationship between BPA and calcium has already been shown in pancreatic islets
[62,63], in the central nervous system [64,65], cardiac system [66,67] and other systems.
Apoptotic stimulation by BPA has been observed in a spermatocyte cell line and involves
calcium signaling [68]. In Sertoli cells, BPA led to cell injury through mitochondrial
dysfunction and calcium overload [29]. In this wide concentration range, a triphasic effect of
BPA on calcium influx was observed. The oscillations in [Ca]l, which serve to regulate many
different cellular processes, may reflect calcium handling from a multitude of sources, by
activating exchangers, calcium pumps and ionic channels. Thus, we used several

pharmacological tools to investigate the calcium pathways and some proteins downstream of
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the plasma membrane that may be involved in the cellular signaling triggered by extracellular
calcium. Some targets involved in calcium signaling at the plasma membrane were studied
first, such as ionic channels. A relationship between BPA and VDCC has been previously
shown in vitro, where BPA is able to inhibit these channels in mouse endocrine, neuronal and
cardiac cells [69]. Exceptionally, in the mice testis, BPA seems capable of modulating T-type
VDCC expression during longer periods of exposure in vivo through genomic pathways
involving estrogen receptors [70]. Our data suggest that VDCC do not mediate the
nongenomic effect of BPA, at least under the experimental conditions used herein.

Despite the fact that voltage-dependent channels do not seem to participate in the effect of
BPA observed in the present study, BPA showed similar effects to those of glibenclamide, a
known ATP-K' channel inhibitor, which causes membrane depolarization. A similar effect
was also observed in mouse and human pancreatic islets, where BPA had an insulinotropic
effect [63]. Some studies demonstrate a hyperpolarizing effect of BPA and GPER on the
plasma membrane [60,71], but further studies are necessary to elucidate the effects of BPA
on the plasma membrane potential. A possible mechanism by which BPA could stimulate
calcium influx is through TRPV1 channels, as BPA showed a similar effect to that of
capsaicin, a known TRPV1 activator. TRP channels are a family of more than 30 members
subdivided into seven classes. TRPV1 is a heat-sensitive non-selective ion channel present in
primary sensory neurons [72]. The presence of this receptor in non-neuronal tissues,
including Sertoli and sperm cells has previously been demonstrated [73,74], as well as its
involvement in calcium transport [73,75]. Despite being heat-sensitive receptors, TRPV1 can
be activated through G-protein coupled receptors and protein kinases, such as PKA and PKC
[76], which can lead to channel opening even at normal body temperatures [77,78]. Likewise,
BPA could promote calcium influx through TRPV1 channels via GPER, PKA and/or PKC
activation.

The effect of BPA on [Ca]l calcium signaling was also studied. At a low concentration,
BPA was able to increase calcium influx in the testis, showing similar effects to an
intracellular calcium chelator, BAPTA-AM and a SERCA inhibitor, thapsigargin. Woeste et
al demonstrated BPA’s role as a weak SERCA inhibitor in rabbit tissue [45]. Furthermore,
BPA-induced calcium influx seems to involve PLC activation, which leads to IP; synthesis
and could result in IP; receptor/Ca2+ channel activation at the endoplasmic reticulum. This
SERCA inhibition and, possibly, IP; receptor/Ca®" channel activation could lead to a
depletion of the intracellular calcium storages by activating IP; receptors, which would alter

calcium stocks in the endoplasmic reticulum and activate SOCs channels in the plasma
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membrane, stimulating calcium influx. SOCs are ion channels located at the plasma
membrane of most non-excitable cells [79]. These channels are activated by the depletion of
[Ca]l from the endoplasmic reticulum. They can also be activated by PKC, which has been
shown to participate in the effects of BPA. The involvement of SOCs in the effect of BPA
has been reported in other tissues, where BPA was able to stimulate prostate cancer cell
migration through calcium signaling, namely through SOCs [80]. Furthermore, in female rat
hearts, BPA promoted arrhythmias by altering Ca*" handling in the endoplasmic reticulum
[81].

Cytosolic CI” ion improves Ca®"-dependent secretory activity in several kinds of endocrine
cells [82]. The participation of Ca*"-dependent chloride channels in modulating voltage-
dependent calcium channels in the testis and in Sertoli cells has been reported for secretory
activities stimulated by thyroid hormones (T4 and reverse T;) and 1,25(OH), vitamin D;
;558384 In addition, Ca*"-activated chloride currents present in Sertoli cells are involved in
the hyperpolarizing effect of cAMP and the release of a low CI” and bicarbonate-rich primary
fluid [85]. Herein, we demonstrate, for the first time, that the acute action of BPA in the testis
triggers a rapid calcium influx response involving the Ca*"-dependent chloride channels.
These data may suggest that, even at low concentrations, BPA can influence secretory
activity in the testis. Another class of ClI channel, the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) CI" channel, is also expressed in Sertoli cells. These channels
are transmembrane regulators that modulate intracellular and lumen pH by exchanging CI
/HCO5 %1 In the testis, the CFTR is expressed according to the cycle of spermatogenesis
and seems to contribute to male fertility. Although CFTR were reported to be expressed in
the testis in 1991, few data are available about the contribution of these channels to the fluid
production and electrolyte transport in the testis and in Sertoli cell protein expression [87—
89]. We demonstrated that the blockage of CFTR CI channels nullified the stimulatory effect
of BPA on calcium influx in immature rat testes. Taken together, these data reinforce the
acute effect that BPA has on rapid calcium dynamic responses, mediated by Ca*-dependent
chloride channels and CFTR CI channels.

Nongenomic responses are classified as effects that start at the plasma membrane and
occur within seconds to minutes. A nongenomic response could also result in a genomic
modulation over longer periods [90]. Protein kinases, such as MAP kinase kinase (MEK) and

38MAPK participate in nuclear signalling pathways. The involvement of such enzymes in the

p
effects of BPA could indicate that BPA can induce nongenomic responses that may modulate

genomic effects over prolonged periods. It has been previously reported that BPA affects cell
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signal transduction by stimulating calcium influx and phosphorylation of several kinases and
induces apoptotic cell death in HT-22 cells [64]. In the present study, PD 98,059 nullified the
xenoestrogen effect of BPA, demonstrating a role for MEK in the stimulatory action of BPA

on calcium influx in the rat testis. In addition, the involvement of calcium influx, PKC and

3 8MAPK

p indicates a crosstalk between nongenomic initiation effects that may converge with

genomic effects, since both kinases can induce genomic transcription [91]. Furthermore, the
modulatory effect of BPA on genomic pathways, mediated by the activation of transcription
factors and gene transcription, points clearly to the participation of the p38™4™®

pathway in the regulation of KRT1, KRT10, IVL and FLG in oral keratinocytes [92].

signalling
Accordingly, our data demonstrate an association between calcium influx, PKC and p38MAF¢
activation that might regulate genomic responses. However, additional studies are needed in
order to clarify this point for BPA.

Thus, the results of this study show that BPA is able to stimulate calcium influx
independently of classical ERs, through the modulation of ionic channels, such as K,
TRPV1 and CI channels. Furthermore, BPA is able to modulate calcium from intracellular
storages by inhibiting SERCA and activating IP; receptor/Ca”" channels at the endoplasmic
reticulum and activate kinase proteins, such as PKA and PKC. The rapid responses of BPA

MAPK

on calcium influx could, in turn, trigger a cross talk by MEK and p38 activation and also

mediate genomic responses.
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Fig. 2: BPA and estradiol effects on *’Ca®" influx in 30-day-old rat testis. (A) and (B)
correspond to BPA and estradiol time-course curves, respectively. (C) and (D) correspond to
BPA and estradiol dose-response curves. Values are means £ S.E.M. of two independent
experiments with four animals in each group per experiment. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p
<0.001, compared to control group.
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Fig. 3: Involvement of the classic estrogen receptors, ESR1 and ESR2, in the effects of BPA
and estradiol on *Ca*" influx in 30-day-old rat testes. The classic estrogen receptor
antagonist, ICI 182,780, was added 15 minutes before treatment. Incubation time = 5 min.
Values are means = S.E.M. of two independent experiments with four animals in each group
per experiment. *p < 0.05 and **p < 0.01, compared to control group. @p < 0.05, compared
to estradiol group.
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Fig. 4: Involvement of voltage-dependent calcium channels (VDCC) in the effects of BPA on
Ca" influx in 30-day-old rat testes. VDCC type L and type T antagonists Nifedipine and
Flunarizine were added 15 minutes before treatment. Incubation time = 5 min. Values are
means + S.E.M. of two independent experiments with four animals in each group per
experiment. *p < 0.05, **p <0.01 and ***p <0.001, compared to control group.
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Fig. 5: Involvement of ATP-dependent potassium channels and TRPV1 channel in the effects
of BPA on *Ca’" influx in 30-day-old rat testes. The ATP-dependent potassium channels
antagonist, Glibenclamide, and the TRPV1 agonist, Capsaicin, were added 15 minutes before
treatment. Incubation time = 5 min. Values are means + S.E.M. of two independent
experiments with four animals in each group per experiment. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p
<0.001, compared to control group.
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Fig. 6: Involvement of the Na"/K" pump and the Na"/Ca®" exchanger in the effects of BPA
on *Ca*" influx in 30-day-old rat testes. The Na'/K™ pump and Na'/Ca®" exchanger
inhibitors, Ouabain and KB-R7943, were added 15 minutes before treatment. Incubation time
= 5 min. Values are means + S.E.M. of two independent experiments with four animals in
each group per experiment. *p < 0.05 and ***p < 0.001, compared to control group. “p <
0.01, compared to BPA group.
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Fig. 7: Involvement of i[Ca*"] in the effects of BPA on **Ca”" influx in 30-day-old rat testes.
(A) i[Ca*"] chelator BAPTA-AM, ryanodine receptor antagonist Dantrolene and (B)
Phospholipase C inhibitor U-73122 and SERCA inhibitor Thapsigargin were added 15
minutes before treatment. Incubation time = 5 min. Values are means = S.E.M. of two
independent experiments with four animals in each group per experiment. *p < 0.05, **p <
0.01 and ***p < 0.001, compared to control group. p < 0.05 and *p < 0.01, compared to
BPA group.
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Fig. 8: Involvement of chloride channels in the effects of BPA on *’Ca*" influx in 30-day-old
rat testes. Ca’ -dependent chloride channel antagonist 9-anthracene, voltage-dependent
chloride channel antagonist DIDS and CFTR channel antagonist CFTR(inh)-172 were added
15 minutes before treatment. Incubation time = 5 min. Values are means + S.E.M. of two
independent experiments with four animals in each group per experiment. **p < 0.01 and
#%kp < (0.001, compared to control group. “p < 0.01 and "p < 0.001, compared to BPA

group.
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Fig. 9: Involvement of (A) PKA, PKC and (B) MAPKs in the effects of BPA on *Ca*" influx
in 30-day-old rat testes. PKA inhibitors, H-89 and KT 5720, PKC inhibitor Ro 31-0432,
MEK inhibitor PD 98,059 and p38“'*™™ inhibitor SB 239063 were added 15 minutes before
treatment. Incubation time = 5 min.
experiments with four animals in each group per experiment. *p < 0.05 and **p < 0.01,
compared to control group. “p < 0.05, p < 0.01 and " p < 0.001, compared to BPA group.

Values are means = S.E.M. of two independent
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Fig. 10: Schematic representation of BPA-induced calcium signalling pathways on 30-day-
old rat testis. Bisphenol A (BPA) binds to G protein-coupled estrogen receptor (GPER),
activates phospholipase C (PLC), which catalyses the hydrolysis of inositol 1,4,5-
trisphosphate (IP3) and diacyl glycerol. IP; then acts in the endoplasmatic reticulum to open
[P;-receptor to stimulate calcium release. BPA can also inhibit the sarco/endoplasmic
reticulum Ca’"-ATPase (SERCA) to increase the concentration of intracellular calcium
([Ca]l). The depletion of calcium in the endoplasmic reticulum then stimulates the oppening
of store-operated calcium channels (SOCs). Several plasma membrane ionic channels seem
to be involved in the stimulation of calcium influx by BPA, such as transient receptor
potential vanilloid channels (TRPV1), calcium dependent chloride channels (Ca®'Cl
channel), ATP-dependent potassium channels ("K' channel) and cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator CI- channel (CFTR). Some of these channels may be
modulated through the action of kinase proteins, such as protein kinase A (PKA) and protein
kinase C (PKC) that also participate in the effects of BPA. Other enzymes that seem to
participate in the effect of BPA are MAP kinase kinase (MEK) and p38™**® (p38), which
could also indicate a crosstalk between nongenomic initiation effects that may converge with
genomic effects. Straight lines are direct pathways; dotted lines represent multi-step
pathways
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Abstract

la,25-diidroxivitamina D; (1,25-D3), the active form of vitamin D, is synthetized from
cholesterol by skin exposure to the sun followed by two hydroxylations involving 25-
hydroxylase enzyme (coded by CYP27A1 and CYP2RI1 genes) and lalpha-hydroxylase
(coded by CYP27B1 gene). 1,25-Dj; actions are mediated by vitamin D receptor (VDR) in the
nucleus and plasma membrane, resulting in genome and nongenomic actions, respectively. In
the plasma membrane, PDIA3 protein can also act as a 1,25-D; receptor. Vitamin D has an
important role in reproductive function, since fertility reduction was observed in vitamin D
deficient rats, as well as VDR and 1a-hydroxylase deficiency. In these animals, calcium and
estrogen supplementation was able to reverse the deleterious effects in reproductive function,
indicating that there is a relation between 1,25-Ds; and estrogens signaling pathways.
Estradiol (E2) is synthetized from testosterone by aromatase enzyme (CYP19). E2 is found in
high levels in the male reproductive function, and like 1,25-Ds can induce genomic and non-
genomic actions, mediated by ESR1, ESR2 and G protein-coupled estrogen receptor (GPER).
Bisphenol A (BPA) is a xenoestrogen utilized in plastic industry, capable of modulating the
endocrine system through E2 receptors. The aim of this work was to study genomic (gene
expression) and nongenomic (calcium influx) effects on the metabolism and signaling
pathways of 1,25-D3; and E2, as well as BPA influence in Leydig cells. 1,25-Ds decreased
CYP27A1 gene expression, an effect that was also observed when cells were coincubated
with 1,25-D; and E2. E2 decreased ESR1 and CYP19 gene expression. Both hormones
demonstrated an negative feedback mechanism over their on metabolism in these cells. 1,25-
Ds; was able to stimulate calcium influx, while E2 had the opposite effet. From these results
we can conclude that 1,25-Ds;, E2 and BPA have important molecular effects in the male
reproductive system, through gene expression control over receptors and enzymes involved
in the metabolism of the steroid hormones studied. These results also reinforce the theory that
there is a relationship between 1,25-D; and E2 signalling pathways, as well as 1,25-Ds, E2

and BPA also have non-genomic actions in calcium signalling.

Keywords: 1,25-Ds, estradiol, Bisphenol A, calcium, testis.
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1. Introduction

1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25-D3), the active form of vitamin D, can be obtained
from the diet or by endogenous synthesis. Through the exposition of the skin to UVB rays, 7-
dehydrocholesterol is converted to vitamin D3, which is hydroxylated in the liver to 25-
hydroxyvitamin D3 by 25-hydroxylase enzyme coded by CYP2R1 and CYP27A1. 25-
hydroxyvitamin Djs is then hydroxylated a second time in the kidneys to form the active form
1,25-Ds by la-hydroxylase enzyme coded by CYP27B1 (MIZWICKI; NORMAN, 2009;
NORMAN, 2008). 1,25-Ds acts though the classic vitamin D receptor (VDR) or the
membrane receptor PDIA3 (protein disulfide isomerase family A, member 3) (BOUILLON;
OKAMURA; NORMAN, 1995; DE BOLAND; NEMERE, 1992; KHANAL; NEMERE,
2007; NEMERE et al., 1998, 2004; NORMAN et al., 2002). Both metabolizing enzymes and
1,25-Ds receptors presence has been described in the male reproductive tract, where the
hormone seems to have an important role in the development and maintenance of
reproductive functions (BLOMBERG JENSEN et al., 2010; JENSEN, 2014; JOHNSON et
al., 1996).

Estradiol (E2) is a steroid hormone commonly known for its importance in the female
reproductive tract, yet its presence and importance in the male reproductive tract has been
featured since the 1960°s. E2 is synthetized by the aromatase enzyme, which irreversibly
converts testosterone to estrogens, including E2. E2 is present in high concentrations in the
rete testis together with classic estrogen receptors (ERs) ESR1 and ESR2 and aromatase,
which are expressed through all the male reproductive tract (JAYLE et al., 1962;
O’DONNELL et al., 2001). The absence of ERs leads to impairment of the spermatogenesis
process and infertility (CARREAU; HESS, 2010; EDDY et al., 1996; LUBAHN et al., 1993).
E2 can act through the classical ERs at nuclear level and also through the same receptors at
the plasma membrane, leading to rapid, nongenomic responses (HELDRING et al., 2007). E2
can also bind to the G protein-coupled estrogen receptor (GPER) at the plasma membrane to
initiate nongenomic responses, and this receptor is also expressed in testicular cells
(CHIMENTO et al., 2014; FILARDO, 2002). Regarding estrogen activity, some endocrine
disruptors can act as xenoestrogens, binding and activating ERs. Bisphenol A (BPA) is a
compound widely used in plastic industry (HOEKSTRA; SIMONEAU, 2013). It is able to
bind to ESR1, ESR2 and GPER, with harmful effects already described for reproductive
function (BOUSKINE et al., 2009; FENICHEL; CHEVALIER; BRUCKER-DAVIS, 2013;
GAIDO et al., 1997; VILELA et al., 2014; XI et al., 2011).
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Several studies demonstrate a connection between 1,25-D; and E2 signalling
pathways (ZANATTA et al., 2017). Knockout models for VDR show a decrease in aromatase
expression and activity, sperm count and motility. They also show an increase in LH and
FSH plasma concentrations and altered ESR1 expression, although some models present
contrasting results (BLOMBERG JENSEN et al., 2013; KINUTA et al., 2000). The
supplementation with estrogens in the Kinuta model was able to reverse almost every change,
indicating a crosstalk between 1,25-D3 and E2 signalling pathways. Also, in a model were
CYP27BI1 was silenced, animals were infertile with low concentrations of E2 and high LH
and FSH (SUN et al., 2015). Moreover, 1,25-D; is able to stimulate aromatase expression in
Sertoli cells (ZANATTA et al., 2011a).

Leydig cells are responsible for testosterone and estrogen synthesis in the testis
through steroidogenesis, among other hormones and growth factors (HOLSTEIN;
SCHULZE; DAVIDOFF, 2003). In adult rats they are the main site of E2 synthesis, together
with germ cells (O’DONNELL et al.,, 2001). A wide range of factors regulate the
steroidogenic process, most importantly LH through the hypothalamic pituitary axis (HPA),
testosterone and estradiol themselves, and calcium signalling (COSTA; VARANDA;
FRANCI, 2010; HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003).

The aim of this work was to analyse genomic and nongenomic effects of 1,25-D;, E2
and BPA on adult rat Leydig cells. At a genomic approach, the effects of 1,25-Ds, E2 and
BPA on the expression of several enzymes and receptors were investigated. The expression
of enzymes participating in 1,25-D3 and E2 synthesis, such as CYP27A1 and CYP19,
together with its receptors was examined. At a nongenomic approach, the influence of these

compounds on calcium influx was analysed in these cells.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25-Ds), bisphenol A (BPA), bovine serum albumin, Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), estradiol (E2), flunarizine, H-89 dihydrochloride
hydrate, Ham’s F12 medium, penicillin/streptomycin, sodium bicarbonate and TRI Reagent
were purchased from Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). DMEM/Ham’s F12 mixture
without phenol red, Collagenase type I and fetal bovine serum (FBS) were purchased from
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). Percoll was purchased from GE Healthcare Life
Sciences (Chicago, IL, USA). Deoxyribose nucleotide triphosphate (dNTP), Random
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hexamers, Ribonuclease inhibitor (RNasin), Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (MMLV-RT) and GoTaq qPCR Master Mix were purchased from Promega
(Madison, USA). Primers were purchased from Eurogentec (Seraing, Belgium). [**Ca]CaCl,
(sp. act. 321 KBg/mg Ca®"), and Optiphase Hisafe III biodegradable scintillation liquid were

purchased from Perkin—Elmer (Boston, USA). All other chemicals were of analytical grade.

2.2. Animals

Seventy-day-old male Wistar rats were used in this work. The animals were bred in the
animal facilities of Centre Universitaire de Ressources Biologiques from Caen University in
France and Federal University of Santa Catarina in Brazil. The animals were housed in an
air-conditioned room (21 + 2 °C) with controlled lighting (12 h/12 h light/dark cycle). All
animals were maintained with pelleted food and tap water available ad libitum. The animal
procedures were carried out in accordance with the ethical recommendations of the local
Regulations of French Government (Services Vétérinaires de la Santé et de la Production
Animale, Ministéere de 1’Agriculture) and Ethical Committee for Animal Use from Brazil

(Protocol CEUA/PP00862).

2.3. Leydig cell culture

Leydig cells were isolated as previously described (MURUGESAN et al.,, 2008;
SCHUMACHER et al., 1978). Seventy-day-old rat testes were decapsulated and incubated in
Ham’s F12/DMEM (1:1) medium with 0.25 mg/mL collagenase for 15 min at 34 °C. Then
two consecutive gravitational sedimentations were made, where the supernatant containing
the Leydig cells was removed. The supernatant was filtered with nylon mesh and centrifuged
at 2500 g for 10 min. The sediment was recovered and the cells were deposited in a Percoll
gradient for the purification of Leydig cells. The cells recovered from the gradient were
washed and centrifuged for total elimination of Percoll. The cells were then counted and
seeded in 6-wells plates (2.000,000 cells / well) in Ham’s F12 / DMEM medium without
phenol red supplemented with antibiotics (penicilin / streptomicin 50 U/mL) and 10% foetal
bovine serum at 34 °C in an atmosphere 5% CO, / 95% O, for 24 h. After this time, the
treatments with 1,25-Ds, E2 and/or BPA were realized.

2.4 Treatments
For genomic assays (gene expression), cells were treated in Ham’s F12 / DMEM

medium without phenol red in the presence or absence of 1,25D3, E2, BPA and testosterone
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(107,107, 10° M) for 3, 6, 10 or 24 h. After incubation time, the medium was eliminated and
the cells were frozen at -80 °C for RNA extraction. For nongenomic assays (calcium influx),

cells were treated as described in the item 2.6 of Materials and methods.

2.5 RNA extraction and real-time RT-PCR

Total RNA was extracted using a TRI-Reagent kit (Sigma-Aldrich) following the
manufacture’s instructions. The RNA concentration in the samples was quantified by optical
density by absorbance at 260 nm. The RNA quality was verified by measuring optical density
at 260 and 280 nm (260/280). Reverse transcription was realized with 500 ng of total RNA.
The reaction was carried out with a final volume of 20 uL, with 100 ng random primers, 200
nM of each dNTP, 12 IU RNAsin and 200 IU MMLYV RT in reaction buffer (Promega). The
mixture was incubated for 90 min at 37 °C and after that more 5 min at 70 °C. The negative
control was realized by adding water instead of RNA. The polymerase chain reaction was
performed with 5 uL of diluted cDNA (1:10) using GoTaq® qPCR Master Mix (SYBR green
mix — Bio-Rad) and 0.3 uM of each primer (Table 1). The negative control was realized by
adding water instead of cDNA. The amplification reaction was carried out in a Stratagene
Mx3005 P system (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) as follows: an initial step of 3
min at 95 °C, followed by 45 cycles of 15s at 95 °C and 120s at 60 °C. At the end of the
amplification, an increase in 0.5 °C every 10s from 50 °C to 95 °C allowed to obtain the melt
curve. PCR efficiency was determined for each set of primers (Table 1) and was contained
between 87% and 110%. The expression of the analyzed genes was normalized with control

gene L 19 by the formula 2"°(CtL19—Ctgene) (TENA-SEMPERE et al., 2002).

Table 1: Primers used in real-time RT-PCR

Gene Sequence (5’-3°) Stze of amplified
product (pb)
L19* F: GGAATCTAAGAAGATTGACCGTC
(NM _031103.1) R: GCCTTGTCTGCCTTCAGTTT 120pb
VDR® F: TGACCCCACCTACGCTGACT
(NM_017058) R: CCTTGGAGAATAGCTCCCTGTACT b
PDIA3" F: TAAAGATGCCTCGGTGGTGG 114 PR
(NM _017319.1) R: ACGTTGGTGTGTGCAAATCG
Cyp2rl” F: CCCACGTCTACATGAGGAAGC 92 pb
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(NM_001108499.1) | R: CACCCACTCCCATTTTTGTCAT

Cyp27al’ F: AACAGGTCAAGACCGACCGC 41 b
(NM_178847.3) R: CCGTACTTGGCCTTGTTCAGC

Cypl9’ F: CGTCATGTTGCTTCTCATCG 1500b
(M33986.1) R: TACCGCAGGCTCTCGTTAAT

ESRIC F: AATTCTGACAATCGACGCCAG 345 0
(X61098) R: GTGCTTCAACATTCTCCCTCCTC

* Genbank sequences.
® Design based on Zanatta et al. (ZANATTA et al., 2011a).
“Design based on Chimento et al. (CHIMENTO et al., 2010).

2.6. °Ca”" influx

After the isolation procedure, Leydig cells were washed in Krebs Ringer-bicarbonate (KRb)
buffer (122 mM NaCl; 3 mM KCI; 1.2 mM MgS04; 1.3 mM CaCl2; 0.4 mM KH2PO4; 25
mM NaHCO3) and counted. 1,000.000 cells were used for each sample. Cells were then
preincubated in KRb for 15 min in a Dubnoff metabolic incubator at 34 °C, pH 7.4 and
gassed with an O,:CO, mixture (95:5; v/v). The medium was replaced with fresh KRb with
0.1 uCi/mL *Ca*" and samples were incubated for 60 min. Finally, the cells were incubated
for 30, 60 or 300 s either in the absence (control) or the presence of 1,25-Ds, E2 or BPA (10
7,107 or 102 M). In some experiments channel blockers or kinase inhibitors were added 15
min before treatment addition and maintained for the whole incubation period. At the end of
the incubation period, extracellular **Ca’" was thoroughly washed off the samples in 127.5
mM NaCl, 4.6 mM KCI, 1.2 mM MgSO4, 10 mM HEPES, 11 mM glucose, and 10 mM
LaCls, pH 7.3 (30 min in washing solution). After washing, cells were homogenized with 0.5
M NaOH solution and aliquots were placed in scintillation fluid and then in a LKB rack beta
liquid scintillation spectrometer (model LS 6500; Multi-Purpose Scintillation Counter—
Beckman Coulter, Boston, USA) (ZAMONER et al., 2007). A second aliquot was used for
total protein quantification by the Lowry method (LOWRY et al., 1951). Results were

expressed as pmol calcium/ug of protein, sometimes in % of control.

2.7. Statistical analysis
Data was expressed as mean + S.E.M. for ug protein or as % of control from determinations

realized in 3 to 4 independent experiments. Statistic comparisons were realized using Student
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t test or one-way ANOVA followed by Bonferroni post-test. The differences found were

considered statistically significant for p < 0.05.
3. Results

3.1. 1,25-D;, E2 and BPA effects in the expression of genes related to 1,25-D; signalling
pathways

After treatment with 1,25-D3;, E2 and BPA the expression of VDR, CYP2R1 and
CYP27A1 genes was analysed. None of the compounds altered VDR or CYP2R1 expressions
in the time and concentration curves (data not shown). Regarding PDIA3 (alternative 1,25-Ds
membrane receptor), only BPA at 10® M was able to alter PDIA3 gene expression (figure 1).

1,25-Dj3 alone as well as 1,25-D; coincubated with E2 was able to decrease CYP27A1
gene expression (figure 2). To verify if these hormones could act at longer periods, 3, 6, 10
and 24 h incubations were realized. As can be seen in figure 3, 1,25-Ds and 1,25-D3; + E2
were able to alter CYP27A1 gene expression only at shorter periods of incubation, which

suggests a possible rapid effect of these hormones in these cells.

3.2. 1,25-D;, E2 and BPA effects in the expression of genes involved in E2 signalling
pathways

Regarding genes involved in E2 signalling, the expression of ESRI and aromatase
(CYP19) genes was analysed. Among the treatments used, only E2 at 10”7 M had an effect in

the expression of these genes (figure 4 and 5).

3.3. 1,25-D3, E2 and BPA effects in calcium influx in adult Leydig cells

To study the role of E2, BPA and 1,25-Ds on rapid responses, Leydig cells were
incubated with *Ca®" and then treated with the compounds (at 107, 10 and 10> M) for
short period incubations (30, 60 and 300s). As it can be seen in figure 6, E2 seems to inhibit
*Ca’" influx, although results were not statistically different. BPA had no effect (data not

shown). However, 1,25-Dj; stimulated *Ca" influx at 60s (figure 6).
4. Discussion

Testosterone synthesis is one of the most important functions of Leydig cells.

Testosterone is synthetized from cholesterol by steroidogenesis, a series of reactions
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catalysed by specific enzymes located at the mitochondrial and microsomal membranes of
Leydig cells (AZHAR; REAVEN, 2007). At the end of the process, testosterone can be
converted to E2 by aromatase enzyme activity. Leydig cells together with germ cells are the
major source of estrogen production in the adult rat testis. The presence of aromatase gene
and enzymatic activity together with ERs expression in these cells demonstrate the
importance of estrogens to the regulation of reproductive function and development
(O’DONNELL et al., 2001).

Estrogens are able to regulate various functions in Leydig cells. Estrogen exposition
in immature animals inhibits Leydig cell proliferation and differentiation (ABNEY, 1999).
Testosterone production is also altered by estrogen exposure (BARTKE; WILLIAMS;
DALTERIO, 1977) by the inhibition of enzymes participating in the steroidogenesis process
(BRINKMANN et al., 1980; HSUEH; DUFAU; CATT, 1978; STRAUSS et al., 2009).
Androgens produced in Leydig cells are able to control the metabolism and inactivation of
estrogens, modulating the estrogen sulfotransferase enzyme production (QIAN; SONG,
1999). Considering these factors, it is evident that estrogens can have a paracrine action in the
testis by controlling Leydig cell development.

In this work we demonstrated that Leydig cell treatment with E2 at high
concentrations (107 M) inhibits aromatase and ESR1 expression in short periods of
incubation. This effect could be associated with the inhibitory effect of estrogens in Leydig
cell metabolism and also on the metabolism of the hormone itself by negative feedback
(ABNEY, 1999; O’'DONNELL et al., 2001). Although it was already shown that E2 is able to
increase aromatase expression and activity in longer periods, it is evident that this effect is
dependent on the concentration and incubation time in these cells (BOURGUIBA et al.,
2003; GENISSEL; LEVALLET; CARREAU, 2001). Corroborating with our results, an
inhibitory effect of E2 on its own metabolism was already seen in seminiferous tubules
culture (ZANATTA et al., unpublished data) (ZANATTA, 2015).

1,25-D3 and E2 were also able to decrease CYP27A1 gene expression in short periods
of incubation. 1,25-Ds effect on its own metabolism indicates a negative feedback effect, as it
was already described by Jensen (JENSEN, 2014). Our results demonstrate that there is a
synergism in 1,25-D3 and E2 effects on CYP27A1 gene expression in Leydig cells in these
short periods of treatment. 1,25-Ds seems to have important effects on these cells. VDR
knockout animals show decreased aromatase expression and activity, with increased LH and
FSH plasmatic levels (KINUTA et al., 2000) and decreased ERs expression in the testis
(BLOMBERG JENSEN et al., 2013).
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Steroidogenesis in Leydig cells is mostly controlled by LH by the hypothalamic-
pituitary-gonadal (HPG) axis. When GnRH produced by hypothalamus stimulates the
pituitary gland, the release of FSH and LH in the circulation is triggered. While FSH acts
mostly in Sertoli cells, LH stimulates Leydig cells to produce testosterone. Testosterone, in
turn, acts in the hypothalamus and pituitary gland to inhibit GnRH and gonadotropins
secretion, in a negative feedback mechanism. E2 is also able to modulate hormone secretion
by the HPG axis (CHIMENTO et al., 2014). There is evidence that shows that 1,25-D3; might
have regulatory effects on the mechanisms of hormone secretion in the pituitary gland, as
VDR is expressed in this tissue (WANG; ZHU; DELUCA, 2012). 1,25-Ds stimulates
steroidogenesis and testosterone synthesis in human testicular cells (HOFER et al., 2014)
with a synergic effect with LH. Also, it was already demonstrated that treatment with human
chorionic gonadotropin (hCG) increases CYP2R1 protein expression in MA-10 Leydig cell
line (FORESTA et al., 2013). Since hCG and LH share the same receptor, this could indicate
that LH is capable of regulating 1,25-D3; metabolism in Leydig cells, indicating that 1,25-D;
has a important role in these cells. Considering this, some works suggest that estrogens are
capable of modulating LH receptors in Leydig cells, altering hormone responsiveness in these
cells. It was already demonstrated an increase in the responsiveness of Leydig cells to LH in
monkeys treated with an aromatase inhibitor (O’ DONNELL et al., 2001; SHETTY et al.,
1998).

Several works demonstrate that certain signalling pathways, such as PKA, AKT,
PI3K, PKC, MAPKs and intracellular calcium signalling proteins also control hormonal
regulation in Leydig cells (AZHAR; REAVEN, 2007). LH action in these cells promotes
adenylyl cyclase activation, increasing cAMP concentration. LH receptor stimulation also
activates PLC, increasing IP; and diacylglycerol levels. Both processes are able to modulate
cytosolic calcium levels. Besides participating in cellular secretion mechanisms, calcium is
also essential for steroidogenesis (COSTA; VARANDA; FRANCI, 2010). Despite the
importance of this ion, little is known about calcium mechanism of action in Leydig cells.
Here we show that E2 is able to inhibit calcium influx by Leydig cells in short periods related
to rapid responses at the plasma membrane. Since calcium is required for steroidogenesis,
this effect could also be related to the negative feedback caused by E2 on Leydig cells. 1,25-
Ds in turn was able to increase calcium influx in these cells at very low concentrations, an
effect already described in immature rat testis and Sertoli cells (ROSSO et al., 2012;
ZANATTA et al., 2011b, 2011c). Considering the influence of 1,25-D; in calcium
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metabolism and signalling, it is possible that this hormone could also have important
regulatory actions in Leydig cell metabolism and steroidogenesis process.

In the present study it was demonstrated that 1,25-D3; and E2 could act inhibiting their
own metabolism through a negative feedback mechanism in adult rat Leydig cells. Also, E2
was able to inhibit calcium influx in a nongenomic way. On the other side, 1,25-D; was able
to increase calcium influx. Therefore we can conclude that these hormones appear to have an
important role in Leydig cells metabolism and in the steroidogenesis process, yet further

studies are necessary to clarify these effects.
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Figure 1: Semiquantitative real-time PCR analysis of PDIA3 mRNA expression on Leydig
cells from adult rats treated in vitro with BPA. Incubation time: 6 h. Relative quantity of
PDIA3 mRNA was normalized by ribosomal protein L19 mRNA and results expressed as
fold change compared with control values. Data are represented as mean + s.e.m. of four
independent experiments. **p < 0.01 when compared to control group.

A)

&
B 1.5
%)
o
2 N
o *
< 1.0 ==
zZ —
X s
€ m
m N—
- 05
<
N~
N
o
6 0.0
\SO\ 9@ g;@ /\Q
& S S NS
Q% Q> Pk
NG NG N



182

(B)

5
D 1.5
(7]
o
% _
1T
g _ 10 = T
X s
SR
@ N
- 0.5
<
N~
N
o
> 0.0
© & o™ ' AN
& N QS N
< ¥ 34
©
5
N7 1.5-
[72]
o
53
o -1 *k
< 1.0
Z —~
£3 - =
m A
- 05f
<
N~
N
& 0.0
< N QN
XQ/ XQ
Q» Q>
(4 4
r\‘]’ '\‘}

Figure 2: Semiquantitative real-time PCR analysis of CYP27A1 mRNA expression on
Leydig cells from adult rats treated in vitro with 1,25-D3; and/or E2. Incubation time: 6 h.
Relative quantity of CYP27A1 mRNA was normalized by ribosomal protein L19 mRNA and
results expressed as fold change compared with control values. Data are represented as mean
+ s.e.m. of four independent experiments. p < 0.05 and **p < 0.01 when compared to control

group.
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Figure 3: Semiquantitative real-time PCR analysis of CYP27A1 mRNA expression on
Leydig cells from adult rats treated in vitro with 1,25-D3; and/or E2 and BPA. Incubation
time: (A) 3 h, (B) 6 h, (C) 10 h and (D) 24 h. Relative quantity of CYP27A1 mRNA was
normalized by ribosomal protein L19 mRNA and results expressed as fold change compared
with control values. Data are represented as mean + s.e.m. of four independent experiments.
*p <0.05 and “p < 0.01 when compared to control group; “*p < 0.01 when compared do 1,25-
Ds group; @@p <0.01 and @@@p <0.001 when compared to E2 group.
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Figure 4: Semiquantitative real-time PCR analysis of ESR1 mRNA expression on Leydig
cells from adult rats treated in vitro with 1,25-Ds and/or E2 and BPA. Incubation time: (A) 3
h and (B) 6 h. Relative quantity of ESR1 mRNA was normalized by ribosomal protein L19
mRNA and results expressed as fold change compared with control values. Data are
represented as mean + s.e.m. of four independent experiments. **p < 0.01 when compared to
control group.
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Figure 5: Semiquantitative real-time PCR analysis of CYP19 mRNA expression on Leydig
cells from adult rats treated in vitro with 1,25-D3 and/or E2 and BPA. Incubation time: (A, B)
6 h. Relative quantity of CYP19 mRNA was normalized by ribosomal protein L19 mRNA
and results expressed as fold change compared with control values. Data are represented as
mean + s.e.m. of four independent experiments. **p < 0.01 when compared to control group.
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Figure 6: E2 and 1,25-D; effects on 45Ca2+ influx in adult rat Leydig cells treated in vitro.
A time-course curve was realized for E2 at 10-12 M (A) and time and dose-response curves
were realized for 1,25-Ds (B). Values are means = S.E.M. of two independent experiments.
*#*p <0.001, compared to control group.



