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Saber Viver

Ndo sei... Se a vida é curta ou longa demais pra nds,
mas sei que nada do que vivemos tem sentido,
se ndo tocamos o coragdo da pessoas.

Muitas vezes basta set:
Colo que acolhe,

Brago que envolve,
Palavra que conforta,
Siléncio que respeita,
Alegria que contagia,
Lagrima que corre,
Olhar que acaricia,
Desejo que sacia,

Amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo.
E o que dd sentido a vida.

E o que faz com que ela

Ndo seja nem curta,

Nem longa demais.

Mas que seja intensa,

Verdadeira, pura...

Enquanto durar

Cora Coralina
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Homenagem e Dedicatoria
A minha amada MAE ...

Uma mde é capaz de dar tudo sem receber nada. De amar com todo o seu coragdo
sem esperar nada em troca. De investir tudo em um projeto sem medir a rentabilidade que
lhe trard de volta. Uma mde seque tendo confianca em seus filhos quando os outros ji a
perderam.

Sou grata por Deus ter colocado a senhora em minha vida. Te amo hoje, amanha
e sempre. Minha rainha sem coroa, meu diamante, meu raio solar que me ilumina todos os
meus dias, mesmo que ocorram discussées entre nés em poucos minutos jd estamos bem.

Durante anos, vocé cuidou de mim e contava belas historias e antes de terminar
vocé me cobria e via que eu jd havia pegado no sono... Passarei a_fazer isso contigo, e
quando vocé estiver bem velhinha farei questdo de dar comida em tua boca, contar
historias para vocé dormir e nunca te deixaret.

Obrigado por ser minha mde.

A meu amado PAI ...

Pai, gostaria de tentar expressar o mewu amor por vocé, mas isso é impossivel, pois
o meu amor é inexplicdvel, a inica coisa que eu sei é que vocé é essencial para minha
vida.

®Pai, obrigado por todos os momentos da minha vida, obrigada pelos carinhos,
obrigado pela super protecdo, obrigado pelos conhecimentos, obrigado por tudo que eu
tenho hoje, obrigado Pai por vocé ser um SUPER PAL

Vocé é a pessoa que eu sei que posso sempre confiar, a pessoa que estd sempre
pronta para me ajudar e, acima de tudo, é a pessoa que eu convivo e, compartilho os meus
melhores e piores momentos. Pai, vocé é o 1inico homem que estd sempre por perto, e que
faria tudo por mim.
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entrado em minha vida de uma forma tdo siutil, de uma forma tdo fofa que em pouco
tempo me conquistou por inteira, e quando menos percebi vocé jd havia se tornado uma
pessoa muito especial para mim.

Por quantas vezes me apoiou, estendeu suas mdos nos momentos mais dificeis
durante a minha caminhada cientifica ... Ndo posso deixar de te agradecer pelos
ensinamentos cientificos e por ser tdo atenciosa comigo mesmo em minhas horas de surtos,
de choros, de ansiedades... rsts

Agradeco também por me fazer sorrir ©, pelas bobagens ditas, as brincadeiras,
as viagens, os abragos e as palavras lindas que me disse por vdrios momentos.

Em pensar que no primeiro dia que te conheci hd 11 anos, ndo sabia o que fazer,
ndo tinha reagdo alguma, ficava pensando: meu Deus, o que vou falar, serd que ela vai
me receber bem? E tenho certeza de que vocé deve ter pensado o mesmo ... e quem sabe até
mais ... alids, jd tinha seus orientados e sabia que cada pessoa tem seu jeito particular de
ser, de pensamentos e opinides diferentes.

E assim, os dias foram passando e cada dia mais, a respeito e a amo. Vocé tem
uma energia tdo boa, mas tdo boa, que simplesmente é assim: nos orientados quando
estamos com quaisquer dificuldades, sabemos que podemos contar com vocé como se fosse
nossa mde .... sentimos aquele sorriso sincero no seu rosto, que nos acalma e nos conforta
de verdade!

Isso tudo se resume em uma simples palavra AMOR, Uma palavra que apesar de
pequena tem um significado enorme. Podemos valorizar este sentimento por cada caricia,
por cada gesto meigo seu, por cada bem praticado. Se existe alguém especial, esse alguém
¢ vocé Laura. Vocé estard sempre no meu coragdo, pois te considero como minha sequnda
mde e mde faz parte da nossa vida para sempre ...

TEAMO!
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Processo de diferenciacio gonadal em Pseudoplatystoma fasciatum e
tentativa de feminilizacido com 17p-estradiol.

Resumo geral

O Pseudoplatystoma fasciatum é uma espécie nobre que apresenta carne sem espinhos, sabor delicado
e textura firme. Nesta espécie, as fémeas atingem maior tamanho e apresentam melhores taxas de
crescimento que os machos. Assim, o objetivo desde trabalho foi descrever o processo de
desenvolvimento e diferencia¢do gonadal do P. fasciatum e avaliar a possibilidade da feminilizagdo
com uso do hormonio 17B-estradiol. Para a descrigdo da diferenciagdo e desenvolvimento gonadal, os
juvenis de P. fasciatum foram obtidos por meio de reproducdo induzida de reprodutores mantidos em
diversas estagdes de reproducdo e pisciculturas de reproducdo induzida (Centro de Aquicultura da
UNESP “CAUNESP”, piscicultura Andrade e piscicultura Mar & Terra); ja para o tratamento
hormonal, os juvenis foram obtidos e mantidos na piscicultura Mar & Terra. As coletas para a
diferenciagdo e desenvolvimento gonadal foram realizadas em tempos pré-estabelecidos, iniciando a
partir de 39 dias pos-fertilizagdo (dpf) e até completarem 240 dpf. Para o tratamento hormonal os
juvenis com 39dpf receberam ragdo incorporada com 17B-estradiol e alimentados diariamente até a
saciedade. Foi utilizado um grupo controle e trés grupos tratados (50, 100, 150mg/Kg de ragdo
comercial extrusada com 40% de proteina bruta). As coletas iniciaram com 39 dpf e depois
periodicamente nos seguintes tempos 45, 57, 70, 100 dpf. Aos 39 dpf observaram-se pares de gonadas
indiferenciadas como estruturas simples, localizadas dorsalmente ao intestino e ventralmente ao rim.
Entre 39 e 45 dpf observamos pela primeira vez evidéncias histologicas no inicio de diferenciagdo em
gonada feminina e gonada masculina. Com 60 a 70 dpf as diferencas externas e internas das gonadas
femininas e masculinas permitiam a identificacdo morfoldgica de precursores de ovarios e testiculos,
porém, tanto a gonada feminina quanto a masculina eram constituidas principalmente por células
somaticas e raras células germinativas do tipo indiferenciadas, denominadas de oogdnias para gonadas
femininas e espermatogdnias para gonadas masculinas. No periodo de 100 a 113 dpf as gonadas de
ambos os sexos aumentaram de tamanho e as gonias proliferaram e tornaram diferenciadas, contendo
ninhos com cistos de oogonias na gonada feminina e cistos de espermatogdnias na génada masculina.
Além disso, na gonada feminina surgiram pequenas projecoes a partir da tinica albuginea em diregéo
a cavidade ovariana, enquanto que na gonada masculina observou-se a formacéo da tinica albuginea e
dos tubulos seminiferos. No intervalo de 120 a 150 dpf observamos pela primeira vez o6citos em
profase 1. No mesmo periodo, a gdonada masculina continha apenas espermatogdnias e células de
Sertoli. Com 180 dpf a gonada feminina apresentava odcitos diploténicos, células pré-foliculares,
alguns foliculos ovarianos com odcitos em crescimento primario, espagos extravasculares e estroma
ovariano. O ovario estava completamente formado com 240 dpf contendo cistos de oogonias, foliculos
ovarianos, células somaticas e foliculares. Também estavam evidentes nessa fase o epitélio
germinativo e a tinica albuginea. Na gonada masculina no periodo de 180 a 240 dpf, observou-se pela
primeira vez a presenga de espermatdcitos primarios no interior de cistos. Para o tratamento hormonal,
as dosagens com 17f-estradiol e/ou o tempo de administragdo avaliado em cada periodo de tratamento
(45, 60, 70, 100 dpf) ndo foram efetivos (p>0,05) para inversdo sexual em P. fasciatum, porém, a
média geral de porcentagem de fémeas e machos no final do experimento mostrou uma tendéncia para
a feminilizagdo. Também ndo houve diferengas significativas entre a média geral do comprimento
total entre fémeas e machos (p>0,05), sendo observado um crescimento linear e correlagdo positiva (p
< 0,05) para o comprimento em fun¢do do peso em ambos os sexos. Além disso, anormalidades néo
foram identificadas nas goénadas em nenhum dos tratamentos. Pode-se concluir que a diferenciagdo
externa das gonadas ocorreu precocemente devido ao dimorfismo sexual em relagéo a proliferagdo das
células somaticas, sendo que as gonadas femininas diferenciaram previamente as gonadas masculinas.
Além disso, conclui-se que o periodo labil (anterior a diferenciacdo sexual) para P.fasciatum ocorre
antes de 39 dias pos-fertilizagdo e a administracdo hormonal deve-se iniciar antes desse periodo.

Palavras-chave: histologia, gonada, reprodugfo, inversdo sexual.
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Process of gonadal differentiation in Pseudoplatystoma fasciatum and
attempted feminization with 17p-estradiol.

General abstract

Pseudoplatystoma fasciatum is an important species, with unspined meat, delicate flavor and firm
texture. Females of this species reach larger sizes and have better growth rates than males. The
objective of this study was to describe the gonad development and differentiation of P. fasciatum and
evaluate the potential feminization effect of the 17 - estradiol hormone. For development and gonadal
differentiation description, P. fasciatum juveniles were obtained through the hormonal induction of various
breeders maintained in different reproductive stations and fish farms of inducted reproduction (Centro de
Aquicultura Unesp “CAUNESP”, Andrade and Mar&Terra piscicultures); for the hormonal treatment
juveniles were obtained and maintained in Mar&Terra pisciculture. Samples for development and gonadal
differentiation were performed on pre-set points starting from 39 days post-fertilization (dpf) until complete
240 dpf. For the hormonal treatment juveniles (39 dpf) were fed daily to satiation with artificial food
incorporated with 17-estradiol. We used a control group and three treated groups (50, 100, 150mg/kg
of commercial extruded feed containing 40% crude protein). Sampling started at 39 (dpf) and
periodically at the following times 45, 57, 70 and 100 dpf. At 39 dpf gonads were undifferentiated
observed as simple structures, located ventrally to intestine and dorsally to kidney. From 39 to 45 dpf we
observed the first histological clues of female and male gonad differentiation. At 60-70 dpf the external and
internal differences of male and female gonads enabled the morphological identification of ovaries and
testes precursors, however, both the male and the female gonad consisted mainly of somatic cells and rare
germ cells of the undifferentiated type, referred as oogonia for female gonads and spermatogonia for male
gonads. From 100 to 113 dpf, gonads from both sexes increased in size and gonias proliferate and became
differentiated, containing nests with oogonia cysts in the female gonad and spermatogonial cysts in the
male gonad. Furthermore, in the female gonad small projections appeared from the tunica albuginea
toward ovarian cavity, while in male gonad we observe the tunica albuginea and seminiferous tubules
formation. From 120 to 150 dpf, we observe for the first time oocytes in prophase 1. At the same stage,
male gonad only contained spermatogonia and Sertoli cells. At 180 dpf the female gonad had diplotenic
oocytes, pre-follicular cells, some ovarian follicles with oocytes in primary growth, extravascular spaces
and the ovarian stroma. The ovary was fully formed at 240 dpf, containing oogonial cyst, ovarian follicles,
follicular and somatic cells. At this stage were also evident the germinal epithelium and tunica albuginea.
In the male gonad in the period from 180 to 240 dpf, we observe for the first time the presence of primary
spermatocytes within cysts. The hormonal treatments with 17-estradiol and the administration time
evaluated in each stage (45, 60, 70, 100 dpf) were not effective (p> 0.05) for P. fasciatum sex reversal,
however the overall average of female and male percentage at the final stage of the experiment show a
trend to feminization. No significant differences were observed between the total length mean of males and
females (p> 0.05), being observed a linear growth and a positive correlation (p <0.05) for the length
depending on the weight in both sexes. No gonads abnormalities were identified in any of the
treatments. We can conclude that external differentiation of gonads occurred prematurely due to
sexual dimorphism in the proliferation of somatic cells, because female gonads differentiated prior to
the male gonads. Furthermore, we concluded that the labile period (prior to sexual differentiation) of
P. fasciatum occurs before 39 days post-fertilization and hormonal treatment should be started before
this time.

Keywords: histology, gonads, reproduction, sexual inversion.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Pseudoplatystoma fasciatum pertence a ordem dos Siluriformes e sdo nativos das
bacias hidrograficas da América do Sul. E uma espécie de bagre com porte avantajado, habito
alimentar noturno e podem alcangar até¢ 1,52 m de comprimento (AGOSTINHO et al., 2004).
Em cativeiro alcangam 2 Kg no primeiro ano, tamanho estipulado para o mercado (CAMPOS,
2005). Na aquicultura, esta espécie apresenta alto valor, em razdo da qualidade de sua carne
(ROUBACH et al, 2003), o que tem despertado interesse dos piscicultores
(BALDISSEROTO e GOMES, 2005).

De acordo com Miranda e Ribeiro (1997), trata-se de uma das espécies piscicolas de
agua doce mais importantes do Brasil, com importancia histérica na produ¢do da pesca.
Baldisseroto e Gomes (2005), afirmaram que o surubim cultivado ja tem uma participagao
significativa nas vendas em varios mercados, sendo normalmente comercializado por valores
superiores ao produto oriundo da pesca extrativista, aumentando assim sua importancia na
aquicultura com meio de suprir tal demanda. Ainda assim, a producdo anual ¢ baixa (1.592,5
toneladas) quando comparada com outras espécies nativas como o tambaqui (30.598,5
toneladas), o matrinxa (2.899,5 toneladas) e o pacu (12.397,0 toneladas) (IBAMA, 2008).
Nesta espécie as fémeas atingem tamanhos superiores e apresentam taxas de crescimento
superior a dos machos (ROMAGOSA et al., 2003; THEODORO, 2004) fator este que pode
ser aproveitado para incrementar o rendimento da produg@o em cativeiro.

Aspectos diversos relacionados a producdo do P. fasciatum tem sido explorados, tais
como: seu crescimento ¢ interagdes biométricas (MATEUS e PETRERE JR., 2004),
larvicultura (ANDRADE et al., 2004), genética (REVALDAVES et al., 2005), nutricdo
(GONCALVES e CARNEIRO, 2003; MARTINO et al, 2005), estresse fisiologico
(MORAES e BIDINOTTO, 2000; LIMA et al., 2006) e reproducdo (SATO et al., 1997;
BRITO e BAZZOLI, 2003; CAROLSFELDT et al., 2003; BATLOUNI; ROMAGOSA e
BORELLA, 2006). No entanto, o inicio do processo de diferenciacdo gonadal nesta espécie
ou “periodo 1abil” ¢ definido como o tempo em que as gonadas indiferenciadas apresentam
capacidade de resposta frente a uma acdo de esterdides exdgenos ou xenoestrogenos
(STRUSSMANN, MORIYAMA; et al.,, 1996; STRUSSMANN et al., 1997; WILLIAMS;
LECH e BUHLER, 1998; PIFERRER, 2001; MARLATT; HEWITT e VAN DER KRAAK,
2006). Esse periodo ndo ¢ conhecido e trata-se de ferramenta fundamental para a tentativa de

feminilizacdo da espécie.
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Segundo Pandian e Sheela (1995) métodos de direcionamento sexual sdo empregados
em diversas espécies durante o periodo labil, sendo que a mais comum ¢ a técnica de inversao
sexual, apresentando diversas metodologias, tais como, imersdo em hormdnio
(BOMBARDELLI et al., 2007), fornecimento de horménio por meio de racdo
(MAINARDES-PINTO et al., 2000; MEURER; HAYASHI e BOSCOLO, 2003; MEURER
et al., 2005; NAKAGHI et al., 2009), controle de temperatura (AZUMA et al., 2004;
ABOZAID; WESSELS e HOERSTGEN-SCHWARK, 2012; ATHAUDA; ANDERSON e
DE NYS, 2012; ZANONI et al., 2013), manipulagio cromossomica (AVILLA e
ROMAGOSA, 2004) e manipulacdo em nivel molecular (BHANDARI et al., 2004).

Neste contexto, a descrigdo do processo de diferenciagdo e desenvolvimento gonadal
da espécie Pseudoplatystoma fasciatum por meio de técnicas microscopicas, tem como o
objetivo analisar detalhadamente a temporizagdo e os eventos morfologicos do
desenvolvimento do ovario e testiculo, assim como também os processos envolvidos.
Adicionalmente, a utilizagdo do hormoénio feminino 17f-estradiol-E2 na ragdo ¢ necessaria

para producao de peixes monosexos, incrementando a produgdo em cativeiro desta espécie.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Gonadogénese e diferenciacio das células germinativas

Embora haja muitos trabalhos relacionados a gonadogénese e diferenciacdo das células
germinativas em peixes teledsteos (YOSHIKAWA e OGURI, 1978; STRUSSMANN, COTA;
et al., 1996; GRANDI ¢ COLOMBO, 1997; NAKAMURA et al., 1998; DEVLIN e
NAGAHAMA, 2002), estes ndo detalharam a formacdo de estruturas gonadais ao longo do
processo de diferenciacdo. No entanto, estudos histologicos durante os processos de
morfogénese das gonadas, sdo importantes para um melhor entendimento dos mecanismos de
diferenciagdo sexual gonadal (NAKAMURA et al, 1998) como também auxiliam a
desenvolver métodos e ferramentas eficientes para direcionar o sexo das espécies pertencentes
a aquicultura (HUNTER e DONALDSON, 1983; FOYLE, 1993; STRUSSMANN;
TAKASHIMA e TODA, 1996).

Em anfibios, peixes cartilaginosos e na maioria dos vertebrados, o primoérdio gonadal
possui uma dupla origem, caracterizada por dois tipos distintos de proliferagdo celular. Um
tipo de proliferacdo ocorre na regido cortical, como alongamentos somaticos nas cristas
genitais, dando origem a um ovario. Outro tipo se prolifera na regido medular, a qual ¢
destinada a dar origem aos testiculos (HOAR, 1969). Em contraste, nos teledsteos acredita-se

que o primordio gonadal é de origem simples, portanto, as células somaticas do estroma
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gonadal dao origem a um Unico primdrdio que se desenvolve diretamente no epitélio
peritoneal (cortex), como observado por Nakamura (1978) para sete espécies de cinco
familias (Tilapia mossambica, Oreochromis mossambicus; salmdao masu, Oncorhynchus
masou; salmao chum, Oncorhynchus keta; whitespotted char, Salvelinus leucomaenis;
goldfish, Carassius auratus; medaka e top minnow, Gambusia affinis). Independentemente do
primoérdio gonadal ter origem simples ou dupla, as células germinativas primordiais estdo
dentro ou migram para a regido cortical da génada para constituir o epitélio germinativo

(HOAR, 1969).

2.2. Aspectos morfolégicos da diferenciacio sexual gonadal

As interagdes entre células germinativas, células somaticas adjacentes ¢ tecidos
especializados de outros 6rgaos possuem um papel fundamental no desenvolvimento do sexo
funcional em peixes (YAMAMOTO, 1969; NAKAMURA et al., 1998).

As gonadas rudimentares originam-se de espessamentos do mesoderma conhecidos
como cristas germinativas, que se projetam para dentro da cavidade celdomica, as quais se
localizam ventralmente ao rim e lateralmente ao mesentério dorsal, sendo delimitada pelo
mesotélio ou epitélio celomatico (NAKAMURA et al., 1998; DEVLIN ¢ NAGAHAMA,
2002; OTANI et al., 2005). Tais gonadas podem permanecer sob um periodo de crescimento
somatico lento sem diferenciacdo ou atividade germinativa histoldgica aparente, o qual pode
durar dias, meses ou até anos dependendo da espécie. Este periodo de inatividade relativa, em
algumas espécies, ¢ seguido pelo aparecimento de caracteristicas histologicas que sinalizam o
inicio da diferenciag@o sexual em testiculos ou ovarios (gonocoristicos “diferenciados”). Em
outras espécies, denominadas de gonocoristicas “indiferenciadas”, o aparecimento das
caracteristicas histologicas da diferenciagdo gonadal marcam o inicio de uma fase
intermediaria (toda fémea ou intersexual), a qual € posteriormente seguida por diferenciacdo
em ovarios ou testiculos definitivamente (YAMAZAKI, 1983; STRUSSMANN e
NAKAMURA, 2002; MEIJIDE; LO NOSTRO e GUERRERO, 2005).

De acordo com Striissmann ¢ Nakamura (2002), outra caracteristica distinta do
desenvolvimento das gonadas dos teledsteos (em relagdo aos anfibios e a maioria dos
vertebrados), ¢ o desenvolvimento do sistema gonoducto. Em fémeas, ¢ por meio do
gonoducto que ocorre a liberagdo dos oocitos ovocitados durante a desova, assim como
também a liberacdo do esperma maduro nos machos no periodo reprodutivo. Em vertebrados,
exceto peixes, os ductos de Miiller e os de Wolf desempenham embriologicamente, um papel

importante na formacdo do ttero nas fémeas e ducto eferente nos machos, respectivamente.



Tese de Doutorado Fernanda Nogueira Valentin 4

Em contraste, o sistema de gonoducto na maioria dos peixes teledsteos é formado por

diferentes processos morfogenéticos.

2.3. Eventos da diferenciacdo ovariana

Na maioria dos teledsteos gonocoristicos estudados até o momento, a diferenciagdo
sexual feminina € precoce ¢ antecede a masculina. O inicio da diferenciacdo ovariana
caracteriza-se pelo inicio da proliferacdo celular (mitose ¢ meiose) € o surgimento de arranjos
peculiares entre as células somaticas que formardo a cavidade ovariana (STRUSSMANN e
NAKAMURA, 2002).

Relata-se uma intensa proliferagdo mitédtica das células germinativas e a formagdo de
ninhos logo antes do inicio da meiose (STRUSSMANN e NAKAMURA, 2002). Em algumas
espécies, as divisdes mitoticas das células germinativas precedem a meiose e também a
proliferacdo mitotica das células somaticas (inicio da formacdo da cavidade ovariana).
Geralmente a meiose e a proliferacdo das células somaticas ocorrem simultanecamente em
fémeas. Porém, somente em algumas espécies a diferenciacdo somatica precede a
diferenciagdo germinativa como ¢ o caso dos ciprinideos (JENSEN e SHELTON, 1983), das
enguias (COLOMBO e GRANDI, 1996) e salmonideos (NAKAMURA, 1982).

Um dos processos celulares para a formagao da cavidade ovariana ¢ a proliferacdo de
células somaticas nas extremidades das gbonadas e consequentemente o surgimento de
protuberancias. Estas se projetam umas sobre as outras até a sua fusdo, formando assim uma
cavidade ampla ao longo da gonada. Processos com estas caracteristicas foram observados e
descritos na tilapia mossambica Oreochromis mossambicus (NAKAMURA e TAKAHASHI,
1973), tilapia nildtica Oreochromis niloticus NAKAMURA ¢ NAGAHAMA, 1985) e peixe-
rei Odontesthes bonariensis (STRUSSMANN; TAKASHIMA e TODA, 1996).

2.3.1. Estrutura Ovariana

Na maioria dos teledsteos, os ovarios sdo Orgdos pares, saculiformes, alongados e
localizam-se dentro da cavidade celomatica (NAGAHAMA, 1983). De acordo com as
caracteristicas anatOmicas, os ovarios de teledsteos podem ser de dois tipos: (a) o tipo
cistovariano, no qual o limen ovariano tem continuidade com o oviduto, por meio do qual os
ovocitos alcancam o meio externo; ¢ (b) do tipo gimnovariano, no qual o oviduto esta ausente,
de modo que os ovocitos sao liberados diretamente na cavidade celdmica para depois alcangar
o meio externo (HOAR, 1969). Os ovarios sdo revestidos pela tunica albuginea (constituida
de tecido conjuntivo denso), a qual emite projecdes (lamelas) dividindo o ovario em

compartimentos (BERNARDES e DIAS, 2000). Margeando as lamelas ovigeras e
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consequentemente delimitando o limen ovariano, encontra-se o epitélio germinativo

(MAZZONI; GRIER e QUAGIO-GRASSIOTTO, 2010).

2.3.2. Epitélio Germinativo e Foliculogénese

O epitélio germinativo difere de todos os outros epitélios, pois possuem células
germinativas, as quais se diferenciam em gametas femininos (odcitos) ou masculinos
(espermatozoides). As células somaticas se tornam células pré-foliculares quando se
associam a um o6cito meiodtico no epitélio germinativo. Juntas, as células pré-foliculares e os
odcitos ddo inicio a foliculogénese formando um foliculo. No final da foliculogénese, o
foliculo ¢ envolvido completamente por uma membrana basal e as células pré-foliculares
tornam-se células foliculares (GRIER; URIBE e PARENTI, 2007; QUAGIO-GRASSIOTTO
etal., 2011).

Uma vez que o foliculo ovariano ¢ formado, ou seja, quando o processo de
foliculogénese se completa, o odcito inicia efetivamente seu crescimento primario (GRIER;
ARANZABAL e PATINO, 2009), conhecido também por crescimento pré-vitelogénico
(WALLACE e SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983; SELMAN e¢ WALLACE, 1989).
Nessa fase, ocorre o aparecimento dos alvéolos corticais no ooplasma periférico, os quais
contém glicoproteinas que sdo liberadas no espago perivitelinico no momento da fertilizagao,
constituindo um bloqueio a poliespermia (HART, 1990). O aparecimento dos alvéolos
corticais marca a etapa final do crescimento primario dos oocitos (PATINO e SULLIVAN,
2002; GRIER; ARANZABAL e PATINO, 2009). A partir dai os odcitos estardo prontos para
responder aos estimulos que conduzem a incorporacdo de vitelo, maturacdo e posterior

ovulagio (GRIER; ARANZABAL e PATINO, 2009).

2.4. Eventos da diferencia¢ao Testicular

Em machos gonocoristicos diferenciados, os elementos germinativos e somaticos
geralmente permanecem em repouso durante um longo periodo. Em muitas espécies
estudadas (STRUSSMANN; TAKASHIMA e TODA, 1996), o ducto eferente aparece como
uma pequena fenda no tecido estromal. No peixe-rei, Odontesthes bonariensis, o atributo para
o testiculo foi precedido por um arranjo de células somaticas em volta da regido hilar,
precedendo a formacdo do ducto espermatico (STRUSSMANN; TAKASHIMA e TODA,
1996). A diferenciacdo testicular se inicia pela intensa proliferacdo mitdtica das células
germinativas e a formacdo de cistos germinativos na periferia da gonada. No entanto, este
processo ocorre tardiamente em relagdo a ovogénese (NAKAMURA e NAGAHAMA, 1985;
1989; STRUSSMANN; TAKASHIMA e TODA, 1996).
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2.4.1. Estrutura Testicular

Testiculos sdo oOrgdos pares, dorsalmente localizados na cavidade celomatica,
conectados a vesicula gasosa na por¢do cranial ¢ aos rins na por¢do caudal. Em algumas
espécies de teledsteos, os testiculos sdo formados por franjas de diferentes tamanhos e formas
ao longo de toda superficie, como demonstrado em P. fasciatum (BATLOUNI;
ROMAGOSA ¢ BORELLA, 2006). Quanto a morfologia do compartimento germinativo, os
testiculos podem ser de dois tipos: (a) o tipo lobular apresentam 16bulos que terminam em
fundo cego na periferia dos testiculos e podem ser encontrados em Perciformes, como o caso
do robalo branco Centropomus undecimalis (GRIER e TAYLOR, 1998); e (b) o tipo tubular
anastomosado, onde tubulos anastomosados percorrem o compartimento germinativo
formando uma rede ramificada e anastomosada por todo parénquima testicular (GRIER e
ARANZABAL, 2009). Os testiculos tubulares anastomosados sdo encontrados principalmente
em peixes pertencentes a ordem dos Siluriformes, Lepisosteiformes, Salmoniformes, por
exemplo, Ictalurus punctatus (PATINO et al., 1996), Ictalurus natalis, Lepisosteus
platyrhincus, Oncorhynchyus miykiss (GRIER, 1993).

2.4.2. Tipos celulares
Nos testiculos de P. fasciatum (familia Pimelodidae) as espermatogdnias primadrias,
sofrem divisOes mitdticas que originam as espermatogonias secundarias, localizadas dentro de
espermatocistos. Os dois tipos de espermatogdnias se localizam principalmente na regido
basal dos tibulos seminiferos. Estas se dividem por mitose e entram em meiose através da
profase 1 (leptoteno, zigdtenos, paquiteno e diploteno e diacinese). Por conseguinte, apds a
metafase e telofase I, os espermatocitos secundarios sdo formados. Com a progressdo em
telofase II, cada espermatocito secundério origina duas espermadtides que passam pelo
processo da espermiogénese, que consiste na diferenciagdo das espermatides em
espermatozodide. No final da espermiogénese, os cistos se rompem ¢ 0s espermatozoides sao
liberados para o Iumen testicular. Este tipo de espermiogénese é denominado cistico (GRIER,
1981; SELMAN e WALLACE, 1986; GRIER, 1992; CARVALHO e RECCO-PIMENTEL,
2001; BATLOUNI; ROMAGOSA e BORELLA, 2006; GRIER ¢ ARANZABAL, 2009;

SCHULZ et al., 2010)
Durante o processo de diferenciagdo testicular, as células de Sertoli, com formato
piramidal, aderem a lamina basal dos tubulos seminiferos e envolvem as células da linhagem
espermatogénica dentro dos cistos. As células de Sertoli tem fun¢do importante na nutricao,

na proliferacdo e/ou diferenciacdo e no suporte das células germinativas (CARVALHO e
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RECCO-PIMENTEL, 2001; MRUK e CHENG, 2004; SCHULZ et al., 2005; CASSEL;
NEVES DA SILVA e FERREIRA, 2013).

No compartimento intersticial ha tipos celulares e tecidos que sdo extremamente
importantes, como células mioides, tecido conjuntivo e vasos sanguineos (CAUTY e LOIR,
1995). Outro tipo celular encontrado sdo as células de Leydig que apresentam funcdo

esteroidogénica, importante para a diferenciacdo sexual e regulacdo da espermatogénese

(SKAAR etal., 2011).

2.5. Esteroidogénese em peixes

Os hormonios esterdides sdo derivados do colesterol e as cinco maiores classes
incluidas sdo os progestagenos, glucocorticoides, mineralocorticoides, androgenos e
estrogenos (MATHEWS; AHERN e VAN HOLDE, 2002). Tais hormdnios esterdides nao
sdo liberados logo apds a sintese; sendo os niveis de hormdnios circulantes controlados
principalmente por sinais provenientes do cérebro (MATHEWS; AHERN e VAN HOLDE,
2002). As principais rotas bioquimicas deste processo sdo bastante conservadas em
vertebrados, apesar de rotas complementares e ndo tradicionais ocorrerem nos peixes
teledsteos, resultando em esterdides diferenciais (Figura 1). Com frequéncia, estes esteroides
diferenciais tomam fungdes analogas dos esterdides de mamiferos, os quais em peixes podem
chegar a ser meros intermediarios da sintese de outros produtos finais (NAGAHAMA et al.,
2004).

Classicamente, estrogenos e androgenos tém sido associados as caracteristicas de
fémeas e machos, respectivamente. No entanto, estes esterdides ndo sdo exclusivos de um
sexo especifico, uma vez que a esteroidogénese ¢ constituida por uma série de rotas
metabolicas interdependentes como ilustra a Figura 1 abaixo. Onde é possivel observar de
forma resumida as principais rotas da esteroidogénese nos peixes teledsteos. A
interdependéncia das rotas ¢ notada, por exemplo, na sintese de estrégeno; o qual é produzido
a partir da aromatizacdo dos androgenos através da enzima aromatase P450 (P450arom), que
¢ responsavel pela mudanga do sexo masculino para feminino (conversor de testosterona para
17B-estradiol), também chamada de aromatase gonadal ou aromatase ovariana. A Figura 1
também ilustra a sintese de 11-cetotestosterona (11-CT), o principal andrégeno produzido nas
gbnadas dos peixes. A testosterona sofre acdo da P450 110 hidroxilase (P45011p), que dara
origem a 11pB-hidroxitestosterona (11BOHT) (ndo ilustrado na figura) que por sua vez ¢
convertido em 11-CT pela enzima 11B-hidroxisteroidesidrogenase (11BHSD) (YARON,
1995; SCHULZ e NOBREGA, 2011).
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Figura 1. Esquema resumido das principais rotas da esteroidogénese nos peixes teleosteos. O
colesterol, precursor de todos os esterdides, ¢ convertido em pregnenolona, o qual ¢
metabolizado em 17a-hidroxiprogesterona que a partir dele sdo formados todos os esteroides
sexuais, DHP (dihidroprogsterona), T (testosterona), E2 (estradiol) e 11-CT (11-
cetotestosterona). As enzimas P450aromatase (P450arom) e P450 11B-hidroxilase
(P45011B)/ 11B-hidroxisteroidesidrogenase (11BHSD) estdo envolvidas na formagao de E2 e
11-KT, respectivamente a a partir da testosterona (SCHULZ e NOBREGA, 2011).

A producdo dos esterdides sexuais ¢ regulada pelo eixo hipotdlamo-hipofise, através
da liberacdo de gonadotropinas, FSH (hormonio foliculo estimulante) e LH (hormonio
luteinizante), sendo que trabalhos mais recentes tém demonstrado que o FSH possui um
potencial esteroidogénico maior que o LH (SCHULZ et al., 2010). Desta forma, alteracoes
hormonais podem ndo s6 afetar a reprodugdo em peixes adultos, mas também podem interferir
no processo de diferenciagdo gonadal (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002). Neste sentido ¢
necessario destacar que a administracdo de esteroides sexuais no momento da determinagdo
sexual, pode influenciar fortemente no caminho da diferenciacdo gonadal (YAMAMOTO,
1969; DEVLIN e NAGAHAMA, 2002; MATSUDA, 2003).

Durante o desenvolvimento das gonadas existe uma etapa conhecida como periodo
labil, que ¢ definida como o tempo em que as gonadas indiferenciadas apresentam capacidade
de resposta frente a uma agdo de esterdides exdgenos ou xenoestrogenos (STRUSSMANN,
MORIYAMA; et al., 1996; STRUSSMANN et al., 1997; WILLIAMS; LECH e BUHLER,
1998; PIFERRER, 2001; MARLATT; HEWITT e VAN DER KRAAK, 2006).
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Nos tratamentos hormonais realizados nesta etapa sdo necessarias exposi¢des minimas
e doses também baixas para obter o sexo gonadal desejado. Além disso, este periodo,
considerado como espécie-especifico, reflete na ocorréncia de eventos gonadais que nao
podem ser visualizados em histologia, apenas por biologia molecular. Tais eventos ocorrem
antes dos primeiros sinais de diferenciagdo gonadal histolégica (FERNANDINO et al., 2008).

Atualmente, a maior parte da informacao que se tem sobre a aplicagdo de esterdides no
processo de diferenciacdo gonadal nos peixes provém de tratamentos experimentais com
horménios esterdides, inibidores da sintese dos mesmos e com antagonistas dos receptores de
esteroides (NAGAHAMA et al., 2004). Os resultados obtidos s@o positivos quando se observa
uma alteragdo na relagdo de sexos, e ¢ interessante destacar que o tipo de agdo promovida
pelos esterdides sexuais durante o desenvolvimento embrionario e durante a vida
juvenil/adulta, ndo ¢ a mesma. Durante a diferenciacdo sexual, os esterdides atuam
principalmente como fatores morfogenéticos, porém mais tarde atuam como ativadores ou
repressores da maturacdo sexual (PIFERRER, 2001; SCHULZ e NOBREGA, 2011).

A manipulagdo com esterdides sexuais durante o periodo de determinacdo sexual pode
direcionar o padrdo da expressdo de genes envolvidos no processo de diferenciacdo gonadal e
conseqiientemente no seu desenvolvimento. Por exemplo, em embrides de aves, ZW
revertidos sexualmente, o tratamento com inibidor de aromatase estimula a expressdo de
dmrtl e uma redugdo na expressdo de aromatase (SMITH; KATZ e SINCLAIR, 2003).
Também, existem varios estudos que relacionam a interagcdo entre temperatura e hormonios,
como o trabalho realizado por Murdock & Wibbels (2006) e Fernandino et al. (2008),
demonstrando que a administragdo exdgena de estrogenos resulta numa redugao dos niveis da
expressdo do gene dmrtl durante o periodo labil a temperatura.

Em mamiferos, os produtos de outros genes envolvidos na diferenciacdo gonadal
podem estar regulando a esteroidogénese, sendo o hormoénio anti-miilleriano (Amh) um dos
mais estudados (RACINE et al, 1998). O Amh regula negativamente a expressdo da
aromatase gonadal, diminuindo assim a aromatiza¢do de estrogenos a androgenos, o que leva
a formagdo do sexo masculino (DICLEMENTE et al., 1992; JOSSO et al, 1998;
ROUILLER-FABRE et al., 1998).

Por sua vez, de acordo com Wang e Orban (2007) e Vizziano et al. (2007) o amh é o
gene candidato a diminuir a expressdo da aromatase gonadal (cypl9al) o que levaria ao
aparecimento do testiculo em zebrafish e na truta arco-iris durante o periodo de diferenciacao
gonadal. Em adicdo aos relatos anteriores, a administracdo de 17p-etinilestradiol (E2) em

zebrafish causa a regulacdo negativa da expressao de amh e dmrt (SCHULZ et al., 2007). Em
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truta arco-iris, a administragdo de 17a-estinilestradiol (EE2) induz a maioria dos genes da
diferenciagdo ovariana (fox/2a, foxI2b, fst, bmp4 e fshb). Concomitantemente, os estrogenos
reprimem fortemente alguns dos genes da diferenciagdo testicular (amh, sox9a2), embora,
outros ndo sejam suprimidos neste processo (dmrtl,nr0bl,sox9al e pax2a) (RODRIGUEZ-
MARI et al., 2005; VIZZIANO et al., 2008).

Assim, visando obter subsidios para embasar futuras tentativas de inversdo sexual
desta espécie, o objetivo deste trabalho foi conhecer e definir o momento do inicio do
processo de diferenciacdo gonadal nesta espécie. Uma vez que foi demonstrado que o periodo
labil (momento antes da diferenciacdo gonadal) ¢ o periodo ideal para intervencdo hormonal
ou por temperatura para que ocorra a inversdo sexual. Deste modo, esta pesquisa teve como
objetivo descrever histologicamente a diferenciacdo e desenvolvimento gonadal em fémeas e
machos de Pseudoplatistoma fasciatum. Ainda neste contexto, sendo o 17f-estradiol
popularmente conhecido, o objetivo deste trabalho também foi estudar a alteragdo
morfoldgica da gonada de juvenis de P. fasciatum avaliando a influencia deste hormonio sob

a reversao sexual dessa espécie.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Descrever os eventos morfologicos durante a diferenciacdo e o desenvolvimento
gonadal e avaliar o efeito do hormdnio 17B-estradiol (E2) sobre a determinagdo sexual em P.

fasciatum.

3.2. Objetivos especificos

Descrever histologicamente, através de cortes semi-seriados, as gonadas em formagéo e
o processo de diferenciacdo e desenvolvimento gonadal de juvenis com 39 a 240 dias pos-
fertilizagdo.

Avaliar histologicamente o efeito do hormoénio 17-estradiol (E2) nas gonadas em

formacao durante o periodo de desenvolvimento gonadal (39 a 100 dias pds-fertilizagao).
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4, CONCLUSOES

Este trabalho fornece informac¢des detalhadas e importantes a cerca do
desenvolvimento gonadal e biologia basica do P. fasciatum, trazendo conhecimentos
inovadores em relacdo a diferenciagdo e desenvolvimento gonadal feminino: 1) a proliferacdo
das células somaticas permite identificar precocemente a gonada feminina, diferenciando-a da
masculina pela formacdo da cavidade ovariana, 2) a proliferacio das células somadticas
antecede a proliferacdo das células germinativas, 3) a foliculogénese se completa em um
periodo tardio em relacdo as outras espécies de Siluriformes, provavelmente devido ao P.
fasciatum ser um peixe de grande porte.

Em relacdo a diferenciag@o e desenvolvimento gonadal masculino de P. fasciatum este
estudo também traz inovagodes a respeito da proliferacdo das células somaticas que permitiu
identificar precocemente a gonada masculina pela formacao dos lobos. Outro fato interessante
foi em relagdo aos movimentos celulares, principalmente das células somaticas, que tinham
um direcionamento particular & génada masculina, indicando que as células germinativas se
movimentam passivamente acompanhando o movimento das células somaticas. Vale ressaltar,
que diferenciacdo celular com a entrada da meiose ocorreu em um periodo tardio comparado a
outras espécies e o estagio final da espermatogénese ndo foi alcangado, muito provavelmente
por ser um peixe de grande porte. Este estudo prové conhecimentos relevantes sobre o
desenvolvimento gonadal da referida espécie, servindo de referéncia para posteriores
pesquisas de cunho basico e aplicado.

Nao foi observada diferenga significativa (p>0,05) de inversdo sexual entre os
tratamentos com 50, 100, 150 mg/Kg de 17B-estradiol em cada periodo de tratamento (45, 60,
70, 100 dpf) para inversdo sexual em P. fasciatum, porém, a média geral de porcentagem de
fémeas ¢ machos no final do experimento mostrou uma tendéncia para a feminilizacdo ao

longo do desenvolvimento gonadal.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
E importante ressaltar que em P. fasciatum:

e A diferenciacdo externa das goénadas ocorreu precocemente em ambos 0s
SeX0s.

e O desenvolvimento e diferenciagdo celular das gonadas ocorreram previamente
nas gonadas femininas comparadas as gonadas masculinas.

e Portanto, conclui-se que o periodo labil (anterior a diferenciacdo sexual) para
P. fasciatum ocorre antes de 39 dias pos-fertilizagdo e a administragdo
hormonal deve-se iniciar antes desse periodo.
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