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RESUMO

Os Teleostei apresentam grande plasticidade frente & expresséo sexual e em
muitas espécies a condicdo de hermafroditismo € frequente. Durante a
diferenciacdo gonadal, a gbnada sofre uma série de alteracdes em seu epitélio
germinativo. Entretanto, até o presente momento, ha poucas informacdes sobre
as alteracdes que podem ocorrer também no compartimento intersticial. Frente
a auséncia de informacdes sobre o papel desempenhado pelas
metaloproteinases (MMPs) na remodelacdo gonadal dos peixes, o presente
trabalho avaliou a acdo das MMPs durante a diferenciacdo gonadal de Danio
rerio (zebrafish), bem como o uso de compostos naturais (Camellia sinensis e
Bauhinia sp.) como possiveis inibidores das MMPs. Durante o hermafroditismo
juvenil de zebrafish, observou-se uma intensa remodelacdo da matriz
extracelular na inverséo sexual dos juvenis e 3 tipos de MMPs foram detectadas:
MMP-9 (em cistos germinativos), MMP-2 (em células em apoptose) e MMP-14
(em poucas células germinativas e células sométicas ao redor dos cistos).
Concomitantemente, a membrana basal nos tecidos supostamente masculinos
estava ausente. Juvenis expostos a altas doses de Camellia e Bauhinia
apresentaram uma diminuicdo significativa de MMPs, levando a uma
desorganizacao tecidual da gonada e inibicdo da remodelagdo gonadal. Como
conseqguéncia, o tecido gonadal feminino foi detectado em um maior nimero de
individuos nos grupos experimentais, aumentando significativamente a
porcentagem de fémeas de cada grupo. Os compostos naturais possivelmente
atuaram como inibidores de MMPs e influenciaram de forma efetiva e duradoura
a determinacdo fenotipica do sexo de Danio rerio. Uma vez que a inversao
sexual foi definitiva, estudos com compostos naturais podem ser promissores
para o desenvolvimento de novas técnicas visando o controle reprodutivo e

obtencdo de monossexos nas pisciculturas.

Palavras-chave: hermafroditismo, inversao sexual, inibidores de

metaloproteinases, zebrafish, morfogénese gonadal.
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ABSTRACT

Teleostei show great plasticity in terms of sexual expression and in many species
the condition of hermaphroditism is frequent. During gonadal differentiation, the
gonad undergoes a series of changes in its germinal epithelium. However, until
this moment, there is little information on the changes that may also occur in the
interstitial compartment. In view of the lack of information on the role played by
the metalloproteinases (MMPs) in fish gonadal remodeling, the present study
evaluated the action of MMPs during the gonadal differentiation of Danio rerio
(zebrafish), as well as the use of natural compounds (Camellia sinensis and
Bauhinia sp.) as possible inhibitors of MMPs. During the juvenile
hermaphroditism of zebrafish, an intense remodeling of the extracellular matrix
was observed in the sexual inversion of juveniles and 3 types of MMPs were
detected: MMP-9 (in germline cysts), MMP-2 (in apoptotic cells) and MMP-14 (in
a few germ and somatic cells around the cysts). Concomitantly, the basement
membrane in the supposedly male tissues was absent. Juveniles exposed to high
doses of Camellia and Bauhinia showed a significant decrease in MMPs, leading
to gonad tissue disorganization and inhibition of gonadal remodeling. As a
consequence, female gonadal tissue was detected in a greater number of
individuals in the experimental groups, significantly increasing the percentage of
females in each group. The natural compounds possibly acted as inhibitors of
MMPs and effectively and lastingly influenced the phenotypic sex determination
of Danio rerio. Once the sex inversion was definitive, studies with natural
compounds may be promising for the development of new techniques aiming at

reproductive control and obtaining monosex in fish farms.

Keywords: hermaphroditism, sex inversion, metalloproteinase inhibitors,

zebrafish, gonadal morphogenesis.
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1. INTRODUCAO

Os peixes Teleostei apresentam grande plasticidade frente a expressao
sexual e estratégias reprodutivas (Nagahama, 1983; Vazzoler, 1996; Nakatani et
al., 2001) e ainda que a maioria das espécies seja predominantemente dioica ou
gonocoristica (Nagahama, 1983), algumas familias de diferentes ordens
apresentam a condicao de hermafroditismo (Hoar, 1969; Le Gac e Loir, 1999; Lo
Nostro, 2000; De Mitcheson e Liu, 2008).

Em algumas espécies, esse tipo de hermafroditismo pode se dar apenas
durante a diferenciacdo gonadal do espécime, sendo classificado como
hermafroditismo juvenil (Takahashi, 1977). O Cypriniformes Danio rerio é
bastante conhecido por apresentar este tipo de diferenciacdo gonadal
(Takahashi, 1977), na qual todos os individuos, independente do sexo
genotipico, diferenciam-se como fémeas e, posteriormente, antes do término do
processo de estabelecimento da gbnada, metade da populacdo sofre uma
inversao sexual e se tornam machos (Uchida et al., 2002).

Essa inversdo do tecido gonadal nos peixes, seja em animais em
diferenciagao (Mazzoni et al., 2015) ou mesmo durante ciclos sexuais de adultos
(Mazzoni et al., 2018), demanda a acdo de diversas moléculas e processos
biolégicos. Sabe-se que as metaloproteinases de matriz (MMPSs) estdo
envolvidas durante essa remodelacdo do tecido gonadal ao longo do ciclo
reprodutivo, tanto em animais dioicos (Santana e Quagio-Grassiotto, 2014),
guanto em hermafroditas (Mazzoni et al., 2018).

As MMPs, enzimas sintetizadas por varios tipos celulares e bastante
conhecidas nos mamiferos, promovem a degradacdo da matriz extracelular e
estdo envolvidas em diversos processos biolégicos como o desenvolvimento
embrionario, implantacdo do blastocisto, morfogénese dos 0rgaos,
desenvolvimento dos sistemas, ovulagdo, remodelacao teciduais, entre outros
(Lu et al., 2011 para revisao). A atividade das MMPs é regulada endogenamente
pela presenca de inibidores teciduais, conhecidos como TIMPs (Tissue Inhibitors
of Metaloproteinases) que mantém o equilibrio entre a degradacao e a sintese
do tecido conjuntivo, controlando assim a integridade da matriz extracelular
(Khokha et al., 2013). Os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPSs) sé&o
expressos por uma variedade de tipos celulares e estdo presentes na maioria

dos tecidos e fluidos corporais (Brew et al., 2000; Lambert et al., 2004; Visse e
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Nagase, 2003).

Muitas espécies de vegetais possuem substancias, como compostos
fendlicos (Croft, 1998), com a capacidade de mimetizar os TIMPs e
consequentemente influenciar uma série de atividades biologicas (Schmitz et al.,
2005). Os compostos fendlicos englobam uma gama enorme de substancias,
entre elas os acidos fendlicos, os quais, por sua constituicdo quimica, possuem
propriedades antioxidantes (Prado, 2009). Estes compostos apresentam, em sua
estrutura, varios grupos benzénicos caracteristicos, tendo como substituintes
grupamentos hidroxilas (Herndndez; Prieto Gonzales, 1999), e dividem-se em
flavonoides (polifendis) e nao-flavonoides (fendis simples ou acidos). Os
flavonoides compreendem um grupo de compostos fendlicos amplamente
distribuidos nas frutas e nos vegetais (Graham, 1992; Van Acker, 1996).

Dentre as variedades de espécies de vegetais existentes, Camellia sinensis
(cha verde) e Bauhinia sp. (pata-de-vaca) sdo conhecidas por apresentarem
esses compostos fendlicos (Salatino et al., 1999; Neto, 2008; Vuong et al., 2010)
e suas folhas e galhos sao, eventualmente, utilizadas como decoracgéo
ornamental em aquérios ou mesmo para acidificacdo da agua, na tentativa,
muitas vezes, de induzir a desova de peixes ornamentais. Entretanto, uma vez
que estes compostos podem agir como TIMPs, a diferenciacdo gonadal dos
peixes poderia ser afetada, considerando que as MMPs podem estar presentes
no processo de morfogénese gonadal, especialmente em espécies que
apresentem diferenciacdo gonadal indireta, ou seja, condicdo de
hermafroditismo juvenil. Em vista disto, o presente trabalho avaliou a influéncia
de compostos naturais extraidos de folhas e troncos de Camellia sinensis e
Bauhinia sp. durante a remodelacdo gonadal de Danio rerio ao longo sua

diferenciacéo gonadal.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Biologia Reprodutiva dos Peixes Teleostei

Dentre os vertebrados, os Teleostei sdo 0s que apresentam maior
plasticidade em relagdo a expressdo sexual e estratégias reprodutivas
(Nagahama, 1983; Vazzoler, 1996; Nakatani et al., 2001). A maioria dos
Teleostei € predominantemente dioica ou gonocoristica, ou seja, apresenta
individuos de uma mesma espécie com sexos separados (Nagahama, 1983).
Porém, o hermafroditismo também pode estar presente entre os Teleostei, sendo
frequente em algumas familias, como por exemplo, em Serranidae e
Synbranchidae (Hoar, 1969; Le Gac e Loir, 1999; Lo Nostro, 2000; De Mitcheson
e Liu, 2008).

Define-se como hermafroditismo funcional, a condicdo na qual parte
representativa de individuos dentro de uma populacdo atua como individuos
sexualmente maduros, cada qual com ambos o0s sexos funcionais em algum
periodo de sua vida (Sadovy e Shapiro, 1987; Wu et al., 2010). Em animais
sexualmente maduros, 0 hermafroditismo pode ocorrer de forma simultanea
(sincrbnica) ou sequencial (Yamamoto, 1969; Sadovy e Shapiro, 1987; Helfman
et al., 1997).

Enquanto o hermafroditismo simultaneo, no qual ambos os sexos sao
concomitantemente funcionais em um mesmo individuo, € caracteristico de
espécies marinhas, especialmente aquelas que habitam recifes de coral, o
hermafroditismo sequencial € amplamente difundido entre os Teleostei
(Reinboth, 1988) e caracteriza uma das mais marcantes expressdes de
plasticidade no desenvolvimento sexual, bem como parte de uma estratégia
reprodutiva bem sucedida (Devlin e Nagahama, 2002).

Ha dois tipos de hermafroditismo sequencial: 1) protandrico: no qual os
individuos inicialmente masculinos mudam de sexo, tornando-se fémeas na vida
adulta; 2) protoginico: no qual os individuos inicialmente femininos mudam de
sexo, tornando-se machos na vida adulta (Devlin e Nagahama, 2002). O
hermafroditismo sequencial pode ser encontrado tanto em espécies dulcicolas
(Antoneli, 2006 para revisao) como em espécies marinhas. Dentre estas ultimas,
as mais conhecidas pertencem a familia das garoupas (Liu e De Mitcheson,
2009), badejos (Heemstra e Randall, 1993) e os peixes conhecidos como peixes-

palhaco (Madhu et al., 2010 para reviséo).



Além deste tipo de hermafroditismo, estabelecido em animais
sexualmente maduros, um fendbmeno semelhante ocorre durante a
diferenciacdo gonadal de algumas espécies de Teleostei, sendo a mais
conhecida delas o Cypriniformes Danio rerio (Takahashi, 1977). Ao longo do
processo de morfogénese gonadal, todos os individuos desta espécie
desenvolvem gbnadas femininas, as quais, subsequentemente degeneram em
50% da populacdo, sendo substituidas por um tecido testicular em crescente
desenvolvimento (Takahashi, 1977). Este processo é denominado de
hermafroditismo juvenil e pode ser observado em outras espécies de Teleostei
tanto dulcicolas (Takahashi e Shimizu, 1983; Strissmann et al., 1996; Mazzoni
et al., 2015) quanto marinhas (Liu e De Mitcheson, 2009; Miura et al., 2003),
caracterizando um desenvolvimento gonadal do tipo indireto (espécies
gonocoristicas indiferenciadas) (Yamamoto, 1969).

Apesar do controle genético ser um dos principais determinantes do sexo,
a determinacdo sexual em peixes é resultado de uma complexa rede entre
diferentes genes especificos (Nishimura et al.,, 2015) associados a fatores
externos, determinando o sexo fisiologico dos peixes (Striissmann et al., 1996;
Cesar et al., 2005). Dessa forma, a determinacdo sexual e a diferenciacéo
gonadal, bem como a inversao ou reversao do sexo, sdo controladas tanto por
fatores genéticos, como também fisiolégicos, comportamentais (Baroiller e
D’Cotta, 2001; Devlin e Nagahama, 2002) e ambientais (Striissmann et al., 1996;
Cesar et al., 2005).

2.2. Estrutura Gonadal

A organizacdo basica das gbnadas é comum a todos os Teleostei, e
apresenta-se dividida em dois compartimentos: o compartimento intersticial e o
compartimento germinativo, ambos separados por uma membrana basal, na
qual o epitélio germinativo encontra-se apoiado (Grier et al., 2009; Grier e Uribe-
Aranzabal, 2009; Quagio-Grassiotto et al., 2011).

Os ovarios dos Teleostei, em sua maioria, sdo 0rgaos pares e cavitarios
com o compartimento germinativo em forma de lamelas que se projetam a partir
da capsula emdirecédo a luz do o6rgdo (Nagahama, 1983). Ja os testiculos,
também o6rgdos pares, podemvariar de simples bolsas alongadas a érgéos

foliaceos com funcdo espermatogénica e/ou secretora (Burns et al., 1995). O
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epitélio germinativo masculino, que recobre os tdbulos ou l6bulos testiculares,
organiza-se em cistos formados por grupos de células germinativas em

desenvolvimento sincrénico, envoltas pelas células de Sertoli (Grier, 1981).

2.3. Diferenciacéao e Desenvolvimento Gonadal

Apesar da diferenciacdo gonadal nos Teleostei ter sido alvo de varios
estudos nas Ultimas décadas, especialmente em espécies de agua doce
(Nakamura et al., 1998; Devlin e Nagahama, 2002), estes se concentram na
diferenciagdo gonadal como um todo, ndo se preocupando com detalhes da
formacdo de estruturas gonadais cruciais para um entendimento mais completo
do processo de diferenciacdo gonadal. Somente na ultima década, descri¢cdes
histolégicas mais detalhadas sobre estes processos foram estudadas,
especialmente no que se refere a formacado do epitélio germinativo (Mazzoni et
al., 2010; Mazzoni, 2013; Meijide et al., 2016; Mazzoni et al., 2014, 2015; Valentin
et al., 2016; Mazzoni e Quagio-Grassiotto, 2017).

Sabe-se que durante o desenvolvimento gonadal, seja em animais juvenis
ou sexualmente maduros, ha proliferacdo do epitélio germinativo (Grier e Lo
Nostro, 2000; Grier, 2002; Nakamura et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al., 2011),
diferenciacédo das células que o compdem (Nakamura et al., 2008; Lubzens et
al., 2010; Mazzoni et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al., 2011; Mazzoni, 2013),
mudancas estruturais da gbnada e alteragcdes morfoldégicas das células,
preparando o animal para o periodo de maturacédo e liberacdo dos gametas
(Mylonas e Zohar, 2001). Estes estudos enfatizam principalmente as alteracdes
ocorridas no epitélio germinativo. Entretanto, mudancas significativas ocorrem
também no compartimento intersticial ou estromal, tanto durante o ciclo
reprodutivo (Santana e Quagio-Grassiotto, 2014; Mazzoni et al., 2018), como
durante a diferenciacdo gonadal (Mazzoni et al., 2015).

O compartimento intersticial € constituido especialmente por elementos
de tecido conjuntivo, como fibroblastos e células sanguineas, além de células
mesenquimais, mioides, esteroidogénicas, vasos sanguineos, nervos e uma
grande quantidade de matriz extracelular (Cauty e Loir, 1995; Loir et al., 1995;
Pudney, 1996; Schulz et al., 2010; Grier, 2012). Assim, as mudancas ocorridas
no compartimento intersticial dos peixes merecem ser investigadas mais

detalhadamente durante a inversdo sexual, uma vez que, quando associadas as
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alteracdes do epitélio germinativo, tornam-se as principais responsaveis pelas
modificacdes morfo-funcionais observadas no tecido gonadal, que se encontra

em constante desenvolvimento (Hulboy et al., 1997; Mazzoni et al., 2018).

2.4. Matriz Extracelular e Remodelacao Gonadal
Em todos os vertebrados, os orgaos reprodutivos sofrem drasticas
alteracbes em suas propriedades estruturais e funcionais ao longo da vida.
Essas mudancas, as quais sao orquestradas pelos hormonios e frequentemente
mediadas por fatores de crescimento, envolvem uma extensa remodelagéao do
tecido conjuntivo (Hulboy et al., 1997).

A matriz extracelular, uma vez constituida por moléculas de diferentes
naturezas, as quais sao produzidas, exportadas e complexadas pelas células,
permite a modulagéo da estrutura, fisiologia e biomecanica dos tecidos (Lu et al.,
2011 para revisao). Dessa forma, acaba por desempenhar um papel dinamico
em processos metabalicos, influenciando mecanismos celulares de proliferacéo,
diferenciacao e apoptose (Hulboy et al., 1997; Page-McCaw et al., 2007; Lu et
al., 2011). Dentre os componentes mais abundantes da matriz extracelular
animal, esta o coldgeno. O colageno confere resisténcia mecanica aos tecidos
e pode estar envolvido, direta e indiretamente, na adeséo e diferenciacao celular,
quimiotaxia e, por meio de proteinas de adesdo, podem transmitir informacdes
as células sobre alteracdes fisicas e quimicas que ocorrem no meio extracelular
(Lu et al., 2011 para revisao; Carvalho e Recco-Pimentel, 2013).

Durante o desenvolvimento gonadal dos Teleostei, uma constante
remodelacdo dotecido intersticial é requerida, de acordo com as mudancas
sofridas pelo epitélio germinativo, seja ao longo de ciclos reprodutivos (Santana
e Quagio-Grassiotto, 2014), ou durante a diferenciacdo gonadal (Mazzoni et al.,
2015). Essa remodelacdo do tecido conjuntivo requer eventos de degradacao e
nova sintese dos componentes da matriz extracelular (Hulboy et al., 1997; Lu et
al., 2011). A degradagéao dos componentes da matriz & efetuada por diversas
enzimas proteoliticas, porém acredita-se que as metaloproteinases de matriz
(MMPs) séo as principais envolvidas neste processo (Hulboy et al., 1997; Page-
McCaw et al., 2007; Khokha et al., 2013).

As MMPs sdo um grupo de proteinas estruturalmente relacionadas

(endopeptidases), dependentes de calcio e zinco e ativas a pH fisiolégico
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(Birkedal-Hansen et al., 1993; Powell e Matrisian, 1996; Page-McCaw et al.,
2007). Estas enzimas atuam na degradacdo de uma grande variedade de
componentes da matriz extracelular durante a remodelacéo tecidual, podendo
estar envolvidas na regulacao da sinalizacdo célula-célula e célula-matriz (Page-
McCaw et al., 2007; Martins et al., 2013).

Além das MMPs, as células também secretam proteinas inibitorias da
atividade das MMPs, conhecidas como inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) (Khokha et al., 2013). Os TIMPs sédo expressos durante a remodelacéo
tecidual contribuindo para manter o equilibrio metabdlico e estrutural da matriz.
Dessa forma, em condicdes fisiolégicas, existe um equilibrio entre a razdo de
MMPs e TIMPs (Woessner, 1991).

Em mamiferos, duas principais metaloproteinases (MMP-9 e MMP-2) foram
descritas como reguladoras de alguns dos eventos envolvidos durante o
processo de remodelacao do epitélio germinativo masculino (Longin et al., 2001).
Ja nos ovarios, a presenca da MT-MMP1 (proteina transmembrana) e MMP-2
podem estar relacionadas ao rompimento da parede do foliculo (Hagglund et al.,
1999).

Em Teleostei, as MMPs tém sido crescente alvo de estudos nos ultimos
anos, especialmente durante a fase embrionaria (Mazzoni e Quagio-Grassiotto,
2021), na qual estas enzimas desempenham papel fundamental na
remodelacdo de tecidos durante o periodo de morfogénese e de
desenvolvimento dos mais diversos sistemas do organismo, atuando em
processos de migracéo, proliferacao e diferenciacéo celular (Zhang et al., 2003a,
2003b, 2003c; Crawford e Pilgrim, 2005; Keow et al., 2011; Janssens et al., 2013;
Mazzoni e Quagio-Grassiotto, 2021). Contudo, em aspectos tangentes a biologia
reprodutiva, raros sdo os estudos que relacionam a remodelacdo gonadal a acdo
das MMPs, e ainda assim, nenhum deles mostra a acdo dessas enzimas durante
a diferenciacéo gonadal.

Os estudos em Teleostei restringem-se a poucas espécies e mostram a
acado das MMPs em fases especificas do ciclo reprodutivo masculino (Chaves-
Pozo et al.,, 2003, 2005, 2008; Santana e Quagio-Grassiotto, 2014) e nos
processos de maturacdo oocitaria, ovocitacao e regressao folicular (Kimura et
al., 2001; Ogiwara et al., 2005; Thomé et al., 2010). Recentemente, Mazzoni e

colaboradores (2018) mostraram a acdo das MMPs na inversao sexual de
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adultos da enguia Synbranchus marmoratus. Porém, estudos sobre o papel das

MMPs durante o hermafroditismo juvenil nos Teleostei sdo desconhecidos.

2.5. Os Compostos Naturais e suas Propriedades

Na aquariofilia € comum o uso de substancias naturais como folhas ou
troncos de arvore com o objetivo de acidificar o meio para induzir desovas,
aclimatar determinadas espécies ou simplesmente enfeitar o ambiente.
Entretanto, algumas destas espécies vegetais, como a Camellia sinensis (cha
verde) e a Bauhinia sp. (pata-de-vaca) comumente utilizada na forma de galhos
em aquarios, apresentam propriedades que mimetizam os TIMPs (Ribeiro et al.,
2010; Dos Santos, 2013). Tais propriedades se devem a diferentes compostos
gue esses vegetais apresentam como, por exemplo, os flavonoides.

Os flavonoides sdo compostos fendlicos presentes em diversos grupos do
reino vegetal, e geralmente sdo encontrados em folhas, flores, raizes e frutos
das plantas (Cowan, 1999), que desempenham funcdes importantes, dentre elas
destacam-se a protecao da radiagcdo UV, a protecdo contra microrganismos,
acao antioxidante, inibicAo enzimatica, entre outras (Nijveldt et al., 2001).
Possuem uma estrutura quimica basica composta por um nucleo, o qual é
constituido por trés anéis fendlicos (Tapas et al., 2008) e dependendo do
namero, lugar e combinacdo dos grupamentos participantes da molécula, os
flavonoides podem ser classificados em: antocianinas, flavonas, flavondis,
auronas, cauconas, isoflavonas, flavononas, catequinas e di-hidroflavonais.

As atividades bioquimicas dos flavonoides e de seus metabdlitos
dependem de sua estrutura quimica, que podem variar com substituicbes
incluindo hidrogenacéao, hidroxilagées, metilacbes, malonilacdes, sulfatacbes e
glicosilacdes (Birt et al., 2001).

Os flavonoides pertencem a uma ampla classe de substancias quimicas de
origem natural, cuja sintese nao ocorre em seres humanos, mas estudos revelam
que os flavonoides exibem uma grande acdo sobre os sistemas biologicos
demonstrando efeitos antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, citotoxico,
antineoplasico, antioxidante, antihepatotéxico, antihipertensivo, hipolipidémico,

antiinflamatorio e antiplaquetario (Pelzer et al., 1998).
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2.5.1. Camellia sinensis

As propriedades medicinais dos chas tém sido estudadas desde o inicio
dos tempos, por causa das substancias presentes que agem na protecdo do
organismo e auxiliam no combate aos radicais livres, responsaveis pelo
envelhecimento celular precoce (Matsubara e Rodriguez, 2006). Dentre os chas
mais consumidos ao redor do mundo, temos o cha verde, extraido da planta
asiatica Camellia sinensis (familia Theaceae). Apés a colheita, a sua preparacéo
pode dar origem a cinco principais tipos de chas: o branco, o preto (indiano), o
verde (japonés e chinés), o preto chinés (oolong) e o vermelho (também
conhecido como Pu-erh) (Manfredini et al., 2004; Wu et al., 2007).

A composicdo fitoquimica das folhas e flores da Camellia sinensis é
dependente de diversos fatores, dentre eles, o clima, praticas de cultivo, estagcédo
do ano, variedade e idade da planta. Estudos recentes tém demonstrado os
beneficios a salde humana ao consumir este cha no dia a dia, o qual contribui
no tratamento de diversas doencas através do seu potencial anticarcinogénico,
propriedades antioxidantes, hipoglicemiante e anti-inflamatéria (Oliveira, 2012).
Entre as substancias presentes nos chas, estdo as proteinas, glicidios, acido
ascorbico e félico, manganés, potassio, vitaminas do complexo B, polifendis,
monosideos de flavonoides e flavonas, taninos, cafeina, epicatecéis livres e
esterificados pelo acido galico, e a epigalocatequina-3-galato (EGCG).
(Miyazaki, 2008).

Aproximadamente 26,7% dos compostos totais presentes no cha verde,
correspondem aos monbémeros de catequinas (Schmitz et al., 2005). As
catequinas (flavonoides) atuam na inativacdo dos radicais doando elétrons
através dos atomos de hidrogénio para o oxigénio, evitando assim a producéo
deles no organismo (Lodi e Navarro, 2011), além disso, também possuem
atividades quimioprotetoras, que impedem o crescimento de células

cancerigenas no organismo (Silva e Navarro, 2007; Saigg e Silva, 2009).

2.5.2. Bauhinia sp.
Conhecida popularmente como pata-de-vaca, unha-de-vaca, entre outros
nomes, Bauhinia sp., € uma planta arbustiva, decidua, grande ou arborea,
perene, que pode atingir até 8 metros de altura e esta classificada na familia

Fabaceae de acordo com a lista de espécies da Flora do Brasil (Vaz, 2010). Seus
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frutos sdo legumes (vagens) achatados e deiscentes (Lorenzi e Matos, 2002).
Esse género é comumente utilizado como ornamentais em jardins e pracas,
sendo amplamente distribuidas, com cerca de 300 espécies, das quais 200 séo
brasileiras (Vaz e Tozzi, 2005). A pata-de-vaca é utilizada de forma terapéutica
(Lorenzi e Matos, 2002), sendo considerada antidiabética, diurética (Silva &
Cechinel Filho, 2002) e hipocolesterolemiante (Lorenzi e Matos, 2002).

Muitos estudos sobre sua composicao fitoquimica indicam a presenca de
glicosideos, &cidos organicos, sais minerais, taninos, pigmentos e mucilagens
nas espécies de Bauhinia (Lorenzi e Matos, 2002). O efeito hipoglicémico e
potencial antioxidante do flavonoide kaempferitrina também foram encontradas
na espécie B. forficata, (De Souza et al., 2004). Além disso, extratos etandlicos
de B. variegata revelaram atividade quimiopreventiva e efeitos citotoxicos sobre
tumores de figado de rato e linhagens celulares cancerigenas humanas
(Rajkapoor et al., 2006).

2.5.3. Tintura de Vegetais

A tintura € uma formulagdo muito conhecida nos receituarios de plantas
medicinais (Matos, 2000; Velloso e Peglow, 2003) e consiste numa solucao
preparada com etanol, misturas hidroalcoodlicas em diversas concentracoes, éter
ou misturas destes, na qual uma parte dos principios ativos deve ser extraida em
proporcdes que variam entre mais de duas e menos de dez partes do liquido
extrator (Sonaglio et al., 2003). Além disso, podem ser preparadas com uma ou
mais matérias-primas, sendo assim classificadas em simples e compostas

(Farmacopeia, 2019).

2.6. O Modelo Experimental

Considerando que os Teleostei hermafroditas constituem um excelente
modelo bioldgico para estudos a respeito da remodelacédo gonadal, uma vez que
sofrem naturalmente inversdo do sexo, e dadas as informacfes até entéo
inexistentes sobre o papel das MMPs nas alteracdes do tecido gonadal dos
peixes durante sua diferenciagdo gonadal, tomou-se como modelo experimental
Danio rerio, por apresentar hermafroditismo juvenil.

Danio rerio conhecido popularmente como paulistinha ou zebrafish, € um

pequeno peixe tropical de agua doce, pertencente a familia Cyprinidae, Ordem
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Cypriniformes (Nelson et al., 2016). Muito popular na aquariofilia como espécie
ornamental, apresenta grande tolerancia a variacbes ambientais e a
manipulacdes em cativeiro. Tem um comprimento total que varia de 2.0 a 4.0 cm
e pode viver até trés anos de idade (Dammski et al., 2011) ou mais em cativeiro
(observagao pessoal).

Nativo do sul da Asia, o Danio rerio é originario dos principais rios da india,
Bangladesh e Nepal. Sdo onivoros e, na natureza, suportam grande variacdes
de pH (5.9 a 8.5) e temperatura (16 a 38°C). Vivem em cardumes e se acasalam
em grupos, durante o inicio da manha. As fémeas espalham seus ovos sobre o
substrato, sem apresentar cuidado parental. Os ovos, demersais e nao adesivos,
desenvolvem-se rapidamente, dando origem as larvas apds o periodo de 24 a
48h (Dammski et al., 2011).

Danio rerio € espécie que vem sendo cada vez mais utilizada como modelo
experimental nas mais diversas areas de pesquisas cientificas, incluindo estudos
referentes a salde e doencas humanas. As principais justificativas para isso
devem-se ao seu pequeno tamanho, facilidade na criagdo e manutencao, e por
apresentar importante homologia com os mamiferos, incluindo roedores e
humanos (Lieschke et al., 2007).

Por apresentar um estado de hermafroditismo juvenil durante sua
diferenciacdo gonadal, no qual metade da populacéo, fenotipicamente feminina,
passa por um processo de remodelacdo gonadal, resultando na formacao de
uma gbnada masculina (Takahashi, 1977; Uchida et al., 2002; Siegfried e
Nusslein-Volhard, 2008), Dani rerio constitui-se de um excelente modelo
experimental para o desenvolvimento da proposta aqui apresentada, bem como
para estudos no campo da biologia reprodutiva, devido a sua alta taxa
reprodutiva, rapido desenvolvimento embrionario e ciclo de vida (Dammski et
al., 2011). Dada essa enorme versatilidade da espécie, a aquicultura tem sido
grandemente beneficiada pela expansao das pesquisas com Danio rerio, uma
vez que os resultados obtidos em laboratério podem, muitas vezes, ser aplicados

para outras espécies de Teleostei, especialmente aquelas de dificil manipulacéo.
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3. OBJETIVOS
Com base nas informacdes apresentadas, o presente trabalho visou
avaliar a acdo de compostos naturais como possiveis agentes inibidores de
metaloproteinases (TIMPS) na inversdo sexual de Danio rerio, durante seu
hermafroditismo juvenil. Para tanto, a proposta avaliou, concomitantemente, a
acado das MMPs ao logo do processo de remodelacéo tecidual, bem como seu

papel nas alteracdes morfofisiologicas da gdbnada de Danio rerio.

3.1. Objetivos Especificos

1) Analisar o processo de formacdo do compartimento germinativo e
intersticial de Danio rerio durante o periodo de diferenciacdo gonadal sob
condi¢cbes normais e sob a acdo de compostos naturais (Camellia sinensis e
Bauhinia sp.);

2) Avaliar a acdo de dois compostos naturais (Camellia sinensis e
Bauhinia sp.), como possiveis inibidores de metaloproteinases de matriz
(TIMPs) durante a diferenciagdo gonadal no hermafroditismo juvenil de Danio
rerio;

3) Realizar a imunolocalizacdo das metaloproteinases MMP-2, MMP-9 e
MMP-14 durante os processos de inversado sexual em juvenis de Danio rerio em
animais tratados com 0os compostos naturais e em animais controle;

4) Verificar se houve inverséo sexual definitiva em animais tratados com

Camellia sinensis e Bauhinia sp.
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4. MATERIAS E METODOS
4.1. Os animais

Animais adultos de Danio rerio (24 fémeas e 48 machos) adquiridos por
reproducéo em cativeiro junto ao Grupo de Pesquisa de Biologia da Reproducéao
de Peixes e Organismos Aquaticos (BIOREPOAQUA) na cidade de Alfenas -
MG, foram transferidos para o laboratério e mantidos por 40 dias para
aclimatacdo em aquario de 200 litros, com temperatura de 27 £ 1°C, pH=7.0 £
2.0 e fotoperiodo ambiente. Apds aclimatacdo dos espécimes, 09 individuos
adultos (03 fémeas e 06 machos) foram transferidos para aquarios individuais de
30 litros para montagem dos grupos experimentais, totalizando 08 aquarios (02
aquarios para cada grupo, com 09 espécimes por aquario e 18 espécimes por
grupo). Durante todo periodo de quarentena e experimentacdo, oS peixes
adultos foram alimentados exclusivamente com racdo comercial para peixes

“Tetra® Color Bits” e “Alcon Basic® Large Flakes”, duas vezes ao dia.

4.2. Obtencgéo da Tintura

A obtencédo da tintura de ambas 0s espécimes vegetais utilizadas neste
trabalho (Camellia sinensis e Bauhinia sp.) foi realizada em laborat6rio, seguindo
0 protocolo proposto por Schiedeck e colaboradores (2008).

As folhas das duas plantas foram adquiridas em uma loja de produtos
naturais na cidade de Alfenas-MG. O material foi seco a 60°C em estufa por 24h
e em seguida triturado. Para a obtencédo da tintura, 200g das folhas trituradas
foram misturados em 800mL de etanol etilico hidratado (&lcool de cereais 96%)
a 70% (v/v). Essa solugcdo permaneceu em repouso por 4 semanas e apds esse
periodo, foi realizada a peneiracdo para retirada dos fragmentos maiores de
vegetais. A solugao foi filtrada em filtros Whatman de fibra de vidro de 0,6um. A
tintura foi armazenada em recipientes de vidro ambar com tampa vedadora e

guardadas em geladeira.

4.3. Os Grupos Experimentais
Os animais foram separados em 4 grupos: Grupo Controle (GC); Grupo 1
(tintura de Camellia senensis); Grupo 2 (tintura de Bauhinia sp.) e Grupo 3

(pedacos de tronco da arvore pata-de-vaca Bauhinia sp.) e mantidos igualmente
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em aquarios individuais de 30 litros, com 0os mesmos parametros anteriores da
agua. Foram montados 08 aquarios, sendo 02 aquarios, contendo 03 fémeas e
06 machos, para cada grupo experimental. Durante 07 dias, fémeas e machos
de cada aquério foram mantidos separadamente no mesmo aquario por uma tela
vertical, a fim de evitar desova antes do periodo de tratamento completo.

Na semana seguinte, as telas foram removidas no periodo da manha e
apos 5 + 1h, a desova ocorreu em todos os grupos. Os grupos foram tratados
durante os 07 dias que antecederam a desova. Os Grupos 1 e 2, receberam a
quantidade de 30 gotas (1500l a concentracao de ~1,6g/L) ao dia de tintura de
Camellia sinensis e de Bauhinia sp., respectivamente. No Grupo 3, foram
adicionados, no primeiro dia do experimento (ou seja, sete dias antes da
desova), 500g de fragmentos de troncos da arvore pata-de-vaca (Bauhinia sp.).

O Grupo Controle recebeu 28 gotas ao dia de alcool de cereais a 70%
(diluido em agua destilada) + 02 gotas de acidificante “Labcon® Acid” para baixar
gradualmente o pH da agua. Nado houve renovacdo de agua de nenhum dos
aquarios ao longo de experimento. Nao foi utilizada bomba de aeracéao.

Durante o experimento, os valores de pH foram mensurados diariamente
em todos os aquarios, utilizando um phmetro de bancada (Mylabor) para avaliar
a acidificacao da agua na presenca dos compostos naturais.

Apés a desova, os adultos foram retirados dos aquarios de reproducédo. Os
ovos, larvas e juvenis foram mantidos nas aguas ja tratadas dos aquarios pelos
proximos 20 dias. Durante este periodo, ndo foram acrescentados novos
compostos naturais na dgua dos aquarios.

Os ovos e larvas (n = 10 por coleta) foram coletados diariamente por 14
dias pos-fertilizacao (dpf). Dos 14 ao 30dpf, a coleta dos juvenis ocorreu
periodicamente a cada 2 dias. A partir dos 30dpf, os animais foram coletados a
cada 3 dias até apresentarem diferenciacdo gonadal completa, em torno de
70dpf (Uchida et al., 2002). Entretanto, apos 20dpf, os juvenis foram transferidos
para aquarios de 50 litros, com agua livre de compostos naturais e/ou troncos,
temperatura de 27 + 1°C, pH = 7.0 e fotoperiodo ambiente.

A Ultima coleta ocorreu aos 90dpf para verificar a porcentagem de machos
e fémeas na populagéo. Todos os espécimes coletados foram anestesiados por
imersdo em solucdo aquosa de benzocaina, dissolvida em alcool absoluto na

dose de 1mg?, e eutanasiados de acordo com as normas da Comisséo de Etica
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no Uso de Animais 39/2017 - CEUA — UNIFAL (Anexo ).

4.4. Preparacdo do Material para a Microscopia de Luz

As amostras foram fixadas in totum em solucdo de glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 4% em tampao Sorensen (0,1M a pH 7,2) por pelo menos 24
horas. Apos fixacdo, o material foi desidratado em uma série crescente de alcool
etilico (70% por 4 horas; 95% por 4 horas), infiltrados e incluidos em historesina
(glicol-metacrilato) — Leica historesin. Os cortes histoldgicos seriados com 3um
de espessura, obtidos em micrétomo equipado com navalhas de aco foram
submetidas a diferentes coloracdes: Hematoxilina Férrica/Eosina (HE); Azul de
Toluidina-Borax (AT); e Acido Periddico de Schiff + Hematoxilina Férrica +
Metanil Yellow (MY) (Quintero-Hunter et al., 1991). O Método de Reticulina (MR),
gue envolve impregnacgéao por prata, foi empregado para o acompanhamento da
remodelacdo da membrana basal ao longo do processo de inversdo sexual
durante o hermafroditismo juvenil, conforme proposto por Mazzoni e
colaboradores (2015). Além do tecido gonadal, os figados também foram
avaliados, a fim de identificar possiveis hepatotoxicidades. A documenta¢éo do
material foi realizada através de um sistema de foto-documentacdo digital
(AMScope MU-1000 Software) pertencente ao Grupo de Pesquisa
BIOREPOAQUA.

4.5. Imunohistoquimica para localizacado das Metaloproteinases (MMPs)
Os embrides, larvas e juvenis foram fixados in totum em solucdo de
paraformaldeido 4% em tampédo Sorensen (0,1M a pH 7,2), por 12 horas e
mantidos em alcool etilico até o processamento. A imunohistoquimica das
amostras também foi realizada in totum, conforme protocolo proposto por
Mazzoni e Quagio-Grassiotto (2020). As amostras foram lavadas em Sorensen
por 1 hora, submetidas a recuperacao antigénica por calor, em panela a vapor,
imersas em tampao citrato (0,01 M, pH 6.0) por 15 minutos a temperatura de
aproximadamente 95°C. Logo em seguida, as amostras foram lavadas em
tampéo PBS e incubadas com 3% de perdxido de hidrogénio em tampéao por 10
minutos para inativar a peroxidase endogena dos tecidos. Sequencialmente,
foram lavadas em tampéo de bloqueio (BSA 1% + TRITON X-100 + leite em po)
diluido em PBS por 1 hora para permitir a permeabilizacdo e para bloquear a
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reacdo inespecifica dos anticorpos nos tecidos. As amostras foram incubadas
com anticorpos primarios (ABCam na proporcdo de 1:200) anti- MT1-MMP
(MMP14), anti-MMP2 ou anti-MMP9 por 2 horas a temperatura ambiente em
mesa agitadora. Apds incubagdo com anticorpo primario, as amostras foram
incubadas com anticorpo secundario conjugado com peroxidase, por 1 hora a
temperatura ambiente. A atividade da peroxidase para todas as imunorreacdes
foi revelada através da incubacdo dos material com 0,05% de DAB (3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride) em tampdo PBS contendo 0.05% de
perdxido de hidrogénio por 5 minutos a temperatura ambiente. As amostras
foram lavadas em agua destilada e re-fixadas em Karnovsky por 24 horas. O
material foi processado para inclusédo em historesina e os cortes seriados obtidos

foram corados com Hematoxilina de Harris.

4.6. Zimografia in situ

Para localizar e comprovar a presenca de atividade gelatinolitica do
material, foi realizada uma zimografia in situ de acordo com a técnica proposta
por Mazzoni e colaboradores (2018). As gonadas de juvenis foram fixadas em
36.7mM ZnCI2 + 0.1 M Tris (pH 7.4) por 12 horas, antecedendo a desidratacéo
e inclusdo em paraplast (Sigma-Aldrich). Os cortes foram mantidos a 59°C
overnight, desparafinizados em xilol e reidratado com banhos graduais de etanol.
O substrato foi preparado dissolvendo 1mg de gelatina DQ em 1mL de agua Milli-
Q e foi posteriormente diluido 1:50 em tampéo de reacdo contendo TRIS-HCI
50mM, NaCl 150mM, CaCl2 5mM e Azida de Sédio 0.2mM (pH 7.6). Dessa
mistura, 250uL foram colocados sobre os cortes histologicos, cobertos por
Parafilm e incubado em camara Umida escura a 37°C. Apds 2 horas, o Parafilm
foi removido e os cortes foram lavados com agua Milli-Q e fixados em formalina
tamponada (4%) por 10 minutos no escuro. Os cortes foram lavados em banhos
de PBS (5 minutos) e montados com Fluoroshield Mounting Medium com DAPI
(Sigma-Aldrich). Para verificar a contribuicdo das MMPs, laminas para controle
negativo foram pré-incubadas com EDTA 20mM por 1 hora. O EDTA 20mM
também foi adicionado ao substrato. Os cortes foram analisados usando
microscopio fluorescente (Nikon Eclipse 80i), usando filtro FITC, conforme

instrugdes do fabricante.
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4.7. Analise Estatistica
A porcentagem do numero de individuos masculinos, femininos e em
remodelacdo gonadal analisados foram submetidos a analise variancia (one way
ANOVA) e ao teste de Tukey (Statistica® 7.0), quando obtido dados com
diferenca significativa (com nivel de significancia (p) < 0.05), assim como 0s

valores de pH.
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5. RESULTADOS

Durante a diferenciacdo gonadal de Danio rerio, 0os eventos celulares
observados para o estabelecimento do epitélio germinativo tanto masculino,
guanto feminino, foram os mesmos nos 4 grupos experimentais: Grupo Controle,
Grupo 1 (tintura de Camellia sinensis), Grupo 2 (tintura de Bauhinia sp.), e Grupo
3 (troncos de Bauhinia sp.). Entretanto, a propor¢cdo sexual encontrada entre
fémeas e machos de cada grupo foi diferente.

Assim, inicialmente, ser&o descritos abaixo, os eventos celulares ao longo
da diferenciacdo gonadal de D. Rerio, independende do grupo experimental a
qual pertencem, visto que ndo houve diferenca entre os processos celulares
durante a diferenciacdo gonadal dos grupos tratados em relacdo ao Grupo
Controle.

5.1. A Morfogénese Gonadal durante o Hermafroditismo Juvenil

5.1.1. O Primordio Gonadal

Em todos os grupos experimentais, o primordio gonadal (Fig. 1A-C) de
Danio rerio manteve-se aos pares sobre o peritbnio ao longo da cavidade
celomatica, presos por uma fina camada de mesentério gonadal. Cada primérdio
gonadal localiza-se ventralmente ao rim e dorsalmente & bexiga natatoéria.
Histologicamente, sdo formados apenas por células germinativas primordiais
(CGPs) e células somaticas (Fig. 1B,C). As células somaticas apresentam forma
variada, sendo predominantemente pavimentosas, com nucleo basdfilo e
citoplasma escasso. Ja as CGPs sao grandes células arredondadas com nucleo
descondensado e volumoso (Fig. 1B,C). Apresentam um _nucléolo bastante
evidente e citoplasma escasso. O primérdio gonadal foi observado até o 10° dia

pos-fertilizacao (dpf).

5.1.2. A Génada Indiferenciada
O ndamero de células germinativas primordiais (CGPs) e somaticas
presentes no primordio gonadal aumentou gradualmente ao longo do
desenvolvimento gonadal, em animais de todos os grupos experimentais. Como
resultado, tem-se um aumento do tamanho do tecido gonadal, que passa a

constituir uma gbénada indiferenciada, que apresenta abundante quantidade de

20



CGPs e intensa atividade mitética. As gbnadas indiferenciadas de Danio rerio
foram observadas em animais medindo até 0,5 cm, os quais apresentavam de
10 a 14dpf.

Nesta etapa, as gbnadas indiferenciadas mantém-se aos pares e tornam-
se mais alongadas, passando a ocupar 2/3 da cavidade celomética a partir da
papila urogenital. S&o formadas por CGPs dispersas por entre células somaticas.
Nas seccdes parassagitais, as gonadas indiferenciadas sdo mais espessas
quando comparadas ao primordio gonadal, devido a maior quantidade de células

germinativas e somaticas.

Figura 1: A-C) Corte histoldgico sagital de juvenil de Danio rerio (10dpf), mostrando o primérdio
gonadal. bx: bexiga natatéria, pa: pancreas, s: células somaticas (epiteliais), CGP: células
germinativas primordiais. Coloracdo: MY. Barra: 100um (A), 20um (B), 10um (C).

5.2. Diferenciacdo Gonadal durante o Hermafroditismo Juvenil
As gbnadas de Danio rerio ndo se diferenciam diretamente em um ovario
ou testiculo, apresentando, portanto, desenvolvimento gonocoristico indireto, ou
seja, em todos os individuos desta espécie, o tecido gonadal desenvolve-se
inicialmente em ovario, independente do sexo genotipico.
Entre 14 e 16dpf, todos os individuos dos 4 grupos experimentais
apresentaram desenvolvimento de um tecido ovariano.
Entre 16 e 20dpf, em todos os grupos, parte dos individuos apresentaram
degeneragéo do tecido ovariano e remodelacdo em um tecido testicular. No
Grupo Controle, 54% dos espécimes analisados apresentaram remodelacao do

tecido gonadal, o qual passou a apresentar concomitantemente caracteristicas
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femininas e masculinas, até caracterizacao definitiva de uma génada feminina e
masculina em individuos diferentes, aos 30dpf. Ja nos Grupos 1 e 2, no mesmo
periodo de 16 a 20dpf, somente 31% e 33% dos individuos sofreram
remodelacdo gonadal, respectivamente, enquanto o restante permaneceu com
caracteristicas femininas no tecido gonadal. O Grupo 3 apresentou 56% de
individuos com remodelacdo gonadal. Esses dados foram apresentados na

Figura 2.
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Figura 2: Frequéncia (%) de individuos analisados apresentando remodelagdo gonadal no
periodo de 16 a 20dpf. Diferentes letras denotam diferengas significativas (p < 0.05). Legenda:
GC (Grupo Controle); G1 (Grupo 1 - tintura de Camellia senensis); G2 (Grupo 2 - tintura de
Bauhinia sp.) e G3 (Grupo 3 - pedacos de tronco da arvore pata-de-vaca).

Em todos os grupos, o restante dos individuos que nao apresentaram
remodelacdo gonadal, ou seja, individuos supostamente femininos, mostraram
uma continua progressao no desenvolvimento do tecido ovariano. Assim, parte
da populacdo, em qualguer um dos grupos, apresentou entre 16 e 20dpf
gbnadas totalmente desenvolvidas em um ovario ou em gbnadas transicionais

com caracteristicas masculinas e femininas.

5.2.1. Diferenciagdo Ovariana
5.2.1.1. Foliculogénese
A diferenciagdo ovariana em Danio rerio ocorreu precocemente, em

animais que apresentavam apenas 16dpf, em todos os grupos (Fig. 3A). As
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primeiras etapas do processo foram caracterizadas pela entrada das células
germinativas, agora oogonias, em meiose e inicio do processo de foliculogénese
(Fig. 3B,C).

No inicio do processo de diferenciacdo gonadal, as oogbnias, imersas no
tecido gonadal, podem estar associadas ou ndo as células somaticas. Oogbnias
isoladas proliferam por mitose dando origem a novas oogbnias (Fig. 3B,C).
Quando associadas as células somaticas formam um cisto de oogbnias, que ao
entrar em meiose originam cistos de odcitos profasicos iniciais (Fig. 3B-E). Uma
vez que cada oogbnia da origem um cisto e tendo inicio as divisbes celulares,
formam-se diferentes cistos proximos um do outro, originando grupamentos
(conjuntos celulares), delimitados gradativamente por uma mesma membrana
basal em formacao (ver descricdo adiante). Assim, ao longo de toda gbnada,
observam-se oogonias isoladas individualmente entre células sométicas, e cistos
delimitados por células somaticas derivadas do epitélio, contendo oogbnias e/ou
odocitos profasicos iniciais (Fig. 3B-F).

As oogobnias sao células arredondadas que apresentam citoplasma
escasso com granulagdes correspondentes as “nlages”, e nucleo grande,
esférico com um ou mais nucléolos bem evidentes. Os od6citos, presentes nos
cistos sdo também arredondados, com nucleo contendo cromatina em distintas
formas de organizacéo de acordo com a etapa da profase em que se encontram,
porém seus citoplasmas ndo os diferem, mantendo-se sempre ligeiramente

acidofilo e escasso.
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Figura 3: A-F) Cortes sagitais mostrando o processo de diferenciacdo da gdénada feminina de
Danio rerio (16dpf) a partir de uma génada indiferenciada (A). B-F) Formacao de cistos de o6citos
proféasicos iniciais. G-H) Corte transversal da gdnada indiferenciada. S: célula somatica, ci: cistos
germinativos, g: oogodnia, ol: odcito leptoténico, m: metafase, pf: célula pré-folicular, in: intestino,
0z: 00cito zigoténico, go: gbnada, me: mesentério. Coloragdo: MY. Barra: 10um (A,C,E,F), 20pm
(B,H), 25um (D), 100um (G).

Os o0citos profasicos apresentam inicialmente nacleo mais basofilo do

gue as oogobnias. O odcito leptoténico apresenta nucleo fortemente baséfilo, com
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ao menos um nucléolo bastante evidente (Fig. 3B-E). Com a progressao da
préfase, ocorre perda gradual da basofilia nuclear do odcito. O o6cito em
zigoteno (Fig. 3F) apresenta maior condensacdo cromossémica, dando um
aspecto granular ao nucleo.

Em cortes transversais, a gonada de animais com 16dpf apresenta um
formato regular e oval, sendo delimitada externamente por um epitélio simples
pavimentoso (Fig. 3G,H).

Em animais com 18dpf, os cistos agora contendo odcitos em final de
paquiteno e inicio de dipléteno (Fig. 4A-C) séo invadidos pelas células sométicas
epiteliais — as agora células pré-foliculares. As células pré-foliculares envolvem
total e gradativamente cada o6cito que se separa do cisto, dando origem a um
foliculo ovariano (Fig. 4C-F). Durante esse processo conhecido como
foliculogénese, as células pré-foliculares, apds se diferenciarem em células
foliculares, iniciam a formacdo da membrana basal. Gradativamente, a
membrana basal é sintetizada individualizando cada foliculo ovariano. Aos
18dpf, com a entrada e permanéncia do odcito em dipléteno, o citoplasma
aumenta em volume tornando-se gradualmente mais basofilo, dando inicio ao
crescimento primario (Fig. 4G-1). O odcito diploténico agora isolado no foliculo
ovariano, e em crescimento primario, apresenta nicleo com um nuamero variavel
de nucléolos. O tecido gonadal expande-se em comprimento e largura, devido
ao aumento do numero e tamanho de odcitos e de cistos germinativos. Nessa

etapa da diferenciacédo ovariana, a gbnada mostra-se ainda compacta (Fig. 4G-

).
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Figura 4: Cortes sagitais mostrando o processo de diferencia¢do da gdnada feminina de Danio
rerio (18dpf). Com o progresso da meiose, a gbnada aumenta em comprimento, bem como os
cistos germinativos. Os o00citos entram em crescimento primario, porém a gbénada ainda
permanece como uma estrutura compacta. me: mesentério, bx: bexiga natatéria, pa: pancreas,
s: célula somética, ci: cistos germinativos, g: oogdnia, ol: odcito leptoténico, od: odcito diploténico,
in: intestino, n: ndcleo; nu: nucléolo, f: célula folicular, op: oécito em crescimento primario.
Coloracdo: MY. Barra: 40um (A,D,G), 30um (B,E,H), 20um (C,F,I).
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5.2.1.2. Formacao das Lamelas Ovigeras e o Epitélio Germinativo

A formacado das lamelas ovigeras em Danio rerio teve inicio aos 20dpf,
nos Grupos Controle e Grupo 3. Nesta etapa, ha grande quantidade de odcitos
em crescimento primario, além de oogonias e cistos de oocitos profasicos (Fig.
5A-C). Em ambos os grupos, durante a formacdo das lamelas ovigeras,
perpendicularmente ao tecido gonadal, células soméaticas na regido dorsal da
gbnada reorganizam-se, criando fileiras paralelas entre si no interior da génada.
Estas fileiras de células, ao se afastarem, formam invagina¢des ao longo do
ovario, delimitando, assim, as lamelas ovigeras (Fig. 5A-F). Nestas regides de
formacdo de fileiras de células soméaticas, houve resposta positiva para a
deteccao por imunohistoquimica para a metaloproteinase de matriz MMP-9 (Fig.
5G,H). Os espacos interlamelares formados tornam-se cada vez mais profundos
e, gradualmente, as lamelas aumentam em tamanho. Na regiao de projecéo e
formacdo das lamelas ovigeras, células somaticas periféricas ao tecido gonadal
reorganizam-se formando um epitélio que margeia as lamelas recém-formadas
(Fig. 5D-F). Este epitélio recém-formado isola as células germinativas do limen
interlamelar. Assim, oogonias aprisionadas entre as células epiteliais constituem
agora o epitélio germinativo feminino de Danio rerio.

Concomitantemente a formacdo das lamelas ovigeras, o0 estroma
ovariano do Grupo Controle e Grupo 3 inicia sua diferenciagdo, mostrando-se
ainda pouco desenvolvido (Fig. 5F).

Aos 22 dias poés-fertilizacdo, no Grupo Controle e no Grupo 3, 0os odécitos
em crescimento primario tornam-se ainda maiores (Fig. 51) e na periferia de seu
citoplasma, vesiculas comecam a ser formadas, constituindo os alvéolos
corticais (Fig. 5J,K), PAS positivos, devido a sua natureza polissacaridica. Ao fim
do crescimento primario, uma camada acelular glicoproteica, PAS positiva,
conhecida como zona pelucida (Fig. 5K), é sintetizada entre o0 odcito e as células
foliculares. O ovario destes grupos mostram-se com lamelas ovigeras totalmente

desenvolvidas e definidas (Fig. 51-K).
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Figura 5: A-H) Cortes sagitais mostrando o processo de diferenciacdo formacao das lamelas
ovigeras em Danio rerio (20dpf). G-H) Imunohistoquimica para deteccdo positiva da MMP9 (seta)
em células somaticas que participam do processo de formacdo das lamelas. I-K) Corte
longitudinal de um ovéario completamente diferenciado em Danio rerio (22dpf). me: mesentério,
op: odcito em crescimento primario, int: intestino, eg: epitélio germinativo, s: célula somatica, in:
intersticio, la: lamela ovigera, n: nicleo, ac: alvéolo cortical, zp: zona pellcida. Coloragéo: MY,
Hematoxilina (G,H). Barra: 50pm (A,D,G,J), 25um (B,C,E,F,G,H,K), 20pum (H), 100um (1).
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Entre 20 e 22dpf, nos Grupos 1 e 2, embora houvesse grande quantidade
de odcitos entrando em crescimento primario, além de oogdnias e cistos de
oocitos profasicos, as lamelas ovigeras ndo mostravam-se nitidamente
delimitadas e o tecido ovariano permaneceu ainda compacto (Fig. 6A-C). Esse
tecido gonadal foi denominado aqui de ovario — tipo 1. Nao houve
imunolocalizacdo para MMP-9 ou MMP-2 nos ovarios dos individuos destes
grupos (Fig. 6D) e o tecido ovariano ainda mostrava-se pouco organizado apos
a delimitacdo das primeiras lamelas ovigeras (Fig. 6E,F). Esses animais, com
22dpf do Grupo 1 e 2 apresentavam ovarios relativamente menores que 0s

ovarios do Grupo Controle e Grupo 3.
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Figura 6: A-D) Cortes sagitais mostrando o processo de diferenciacdo do ovario em Danio rerio
nos Grupos 1 e 2 (20dpf). D) Imunohistoquimica para deteccdo da MMP9 e MMP-2, que mostrou
resposta negativa em todos os tipos celulares. |-K) Corte longitudinal de um ovario
completamente diferenciado em Danio rerio (22dpf). Od: odcito diploténico, op: odécito em
crescimento primario, eg: epitélio germinativo, s: célula somética, la: lamela ovigera, n: nucleo,
zp: zona peldcida. Coloragdo: MY (A-C,E,F), Hematoxilina (D). Barra: 100um(A,E), 50um (B),
20um (C,D,F).

Nos Grupos 2 e 3, 30% e 33%, respectivamente, dentre os individuos
supostamente femininos, apresentaram ovarios com tecido gonadal distinto das

demais fémeas (Fig. 7), seja dentro dos préprios grupos ou em relagéo ao Grupo
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Controle. Estes ovarios, denominados aqui de ovario - tipo 2, em animais com
22dpf mostravam-se desorganizados e com grande quantidade de granulocitos
(Fig. 7A-C) no estroma ovariano (intersticio). Os foliculos ovarianos mostravam-
se retraidos e algumas células gaméticas apresentavam aspecto de
degeneracao celular (Fig. 7C,D). Nao houve deteccdo de MMP-9 e MMP-2

nestes ovarios (Fig. 7D).
===

w

Figura 7: A-D) Cortes sagitais mostrando caracteristicas do ovario — tipo 2 em Danio rerio nos
Grupos 1 e 2 (22dpf). Note a grande quantidade de tecido intersticial e granuldcitos, além da
desorganizacao lamelar. D) Imunohistoquimica para detecgédo da MMP-9 e MMP-2, que mostrou
resposta negativa em todos os tipos celulares. la: lamela ovigera, in: intersticio, gr: granulécito,
od: odcito diploténico, op: oécito em crescimento primario. Coloragdo: MY (A-C), Hematoxilina
(D). Barra: 100pum(A), 20um (B,C,D).

Apds 30dpf, os ovéarios dos animais dos Grupos 1 e 2 apresentaram
ovarios totalmente estabelecidos (Fig. 8). Alguns individuos do Grupo 1 ainda
apresentavam ovarios - tipo 2 (Fig. 8A), embora o tecido gonadal ovariano ja
estivesse totalmente definido, sem a presenca de caracteristicas tecido gonadal
masculino. Os ovarios — tipo 1 dos animais do Grupo 1 apresentaram lamelas
ovigeras ainda pouco definidas (Fig. 8B), enquanto que os ovarios do Grupo 2
(Fig. 8C) e do Grupo 3 (Fig. 8D), mostravam lamelas muito semelhantes as
encontradas nos ovarios do Grupo Controle.
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Figura 8: Cortes sagitais dos ovarios de Danio rerio (30dpf) A) Ovario — tipo 2 do Grupo 1. B)
Ovério — tipo 1 do Grupo 1. C) Ovéario do Grupo 2 com lamelas ovigeras bem definidas. D) Ovario
do Grupo 3 com lamelas ovigeras também definidas. la: lamela ovigera, in: intersticio, op: oécito
em crescimento primario, eg: epitélio germinativo, ac: alvéolos corticais. Coloracdo: MY. Barra:
100pm.

Neste periodo, aos 30dpf, os Grupos Controle, 1, 2 e 3 apresentaram
51%, 81%, 77% e 54% (Fig. 9) de animais com tecido gonadal feminino,

respectivamente.
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Figura 9: Frequéncia (%) de individuos analisados apresentando tecido gonadal feminino em
animais com 30 e 90pdf. Diferentes letras denotam diferencas significativas entre os grupos (p <
0.05). Legenda: GC (Grupo Controle); G1 (Grupo 1 - tintura de Camellia senensis); G2 (Grupo 2
- tintura de Bauhinia sp.) e G3 (Grupo 3 - pedacos de tronco da arvore pata-de-vaca).

5.2.2. Diferenciacéo Testicular

Em todos os grupos, entre 14 e 16dpf, observam-se dois tipos de tecidos
ovarianos: o primeiro, caracteristicamente feminino (conforme descrito acima), e
0 segundo, com uma maior quantidade de células somaticas, tecido intersticial
mais desenvolvido e presenca de granuldcitos (Fig. 10A-C). Este segundo tipo
de tecido gonadal foi descrito aqui como um tecido gonadal supostamente
masculino, porém, a quantidade de individuos com este tipo gonadal variou entre
0s 4 grupos experimentais. Assim, entre 0os espécimes analisados com idades
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entre 16 e 20dpf, esta gonada em processo de remodelacdo tecidual foi
detectada em 54% dos individuos do Grupo Controle, em 31% dos individuos do
Grupo 1, em 33% dos individuos do Grupo 2 e em 56% dos individuos do Grupo
3, conforme ja apresentado na Figura 2. Este tecido gonadal passou a apresentar
concomitantemente caracteristicas femininas e masculinas, até caracterizacédo
definitiva de uma génada masculina.

O tecido gonadal supostamente masculino, de animais com 16dpf, em
qualquer um dos grupos, € formado por uma grande quantidade de células
somaticas que aumentam consideravelmente, além de cistos germinativos,
compostos de odcitos profasicos e oogbnias (Fig. 10B,C). Nesta etapa, os
primeiros sinais de apoptose e o aumento da infiltracdo de células fagociticas
séo observados ao longo de todo tecido gonadal (Fig. 10C).

Aos 18dpf, observa-se uma aparente queda no nuamero de cistos de
oocitos profasicos e o tecido gonadal mostra-se bastante desorganizado (Fig.
10D-F). Células fagociticas como macrofagos e granuldcitos sdo facilmente
observadas. Em cortes transversais, observa-se também a desorganizacao do
tecido gonadal, o qual apresenta um formato bastante irregular (Fig. 10G,H).

Em individuos supostamente masculinos com 20dpf, foram observadas
gbnadas em transicdo, com caracteristicas femininas e masculinas, em um
mesmo tecido gonadal (Fig. 11A). Nesta etapa, o tecido gonadal aumenta em
comprimento e surgem pequenos espacos intra-teciduais (Fig. 11A-D). Estes
espacos formados sdo primoérdios de um compartimento luminal. As primeiras
células germinativas masculinas misturam-se aos o0citos diploténicos
remanescentes. Observam-se um pequeno numero de espermatogonias,
espermatécitos e espermatozoides (Fig. 11D,F). Corpos apoptéticos sdo ainda
observados com frequéncia (Fig. 11E).

Aos 22dpf, o epitélio germinativo estabelece-se totalmente a partir dos
espacos recém-formados (Fig. 11G). Espermatogonias ja encistadas por células
somaticas associam-se as células somaticas que constituem o compartimento
luminal, sendo incorporadas junto ao epitélio, formando assim, o epitélio
germinativo masculino de Danio rerio (Fig. 11H,l). Com a rapida entrada das
espermatogbnias em meiose, nota-se 0 aumento de cistos de espermatocitos
por todo o tecido gonadal (Fig. 11H,l). Agora, o tecido gonadal exibe

caracteristicas de um testiculo.
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Figura 10: A-F) Cortes sagitais mostrando o processo de diferenciacado da gbnada supostamente
masculina de Danio rerio (14-16dpf), que passa por uma completa remodelacéo tecidual. Notar
0 aumento de células somaticas, infiltracdo de granuldcitos, desorganizacéo estrutural do tecido
gonadal e presenca de corpos apoptéticos. G-H) Corte transversal da gbnada supostamente
masculina. in: intestino, bx: bexiga natatoria, s: célula somatica, ci: cisto germinativo, go: gbnada,
gr: granuldcito, ca: corpos apoptoticos, ol: odcito leptoténico, od: odcito diploténico, g: gbnias,
me: mesentério, pa: pancreas. Coloracdo: MY. Barra: 50um (A), 20um (B,C,E,F,H), 40um (D,G).
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Figura 11: A-F) Cortes sagitais da gbnada de Danio rerio (18-20dpf), em processo de transicao,
mostrando uma fase de intersexo. Notar a presenca de espermatozoides e de o6citos em uma
mesma gbnada. G-1) Cortes sagitais da gbnada de Danio rerio (20-22dpf), apds adquirir as
caracteristicas de uma gbénada masculina. Nota a grande quantidade de cistos de
espermatdcitos. tu: tubulo testicular, ca: corpos apoptéticos, g: gbnias; na: anafase, od: odcito
diploténico, c: espermatdcitos, me: metéfase, z: esperatozoides, bx: bexiga natatoria, in:
intestino, ci: cistos. Coloragdo: MY. Barra: 50um (A), 20um (B,F,l), 10um (B-inset), 25um (C,D,E),
80um (G), 40um (H).

A espermatogénese progride e, aos 28dpf, nota-se a presenca dos
primeiros espermatozoides preenchendo o compartimento luminal (Fig. 12A-B).
Entre 40 e 50dpf, ocorre desenvolvimento do testiculo, o qual passa a
apresentar um maior numero de células germinativas, entre estas,
espermatogobnias, espermatdcitos e um maior nimero de espermatozoides (Fig.

12C,D). Aos 60dpf, os individuos masculinos ja produzem uma grande
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quantidade de espermatozoides que preenchem todo o lumen dos tubulos
testiculares (Fig. 12E,F). Estes tubulos tornam-se anastomosados e apresentam
um epitélio descontinuo, formado, principalmente, por cistos de

espermatogonias (Fig. 12E,F).

Figura 12: Cortes sagitais de testiculos de Danio rerio, mostrando o desenvolvimento da génada,
progressdo da espermatogénese e producdo de espermatozoides em individuos com 28dpf
(A,B), 50dpf (C,D) e 60dpf (E,F). tu: tibulos testiculares, z: espermatozoides, S: célula de Sertoli,
g: espermatogdnia, eg: epitélio germinativo, c: espermatocitos. Coloracdo: MY. Barra: 50um
(A,C,E), 15um (B,D,F).

35



N&o foram encontradas diferencas significativas nos tecidos gonadais
masculinos de quaisquer individuos dos grupos experimentais 1, 2 e 3 (Fig.
13A,B) quando comparados ao Grupo Controle. Entretanto, no Grupo 1, alguns

individuos apresentaram epitélio germinativo pouco organizado (Fig. 13C,D).

Figura 13: A-B) Cortes longitudinais de testiculos de Danio rerio, mostrando o epitélio
germinativo totalmente estabelecido e a producéo de espermatozoides em individuos com 60dpf
nos Grupos 1, 2 e 3 C-D) Cortes sagitais de testiculos de Danio rerio, mostrando o epitélio
germinativo desorganizado em individuos com 60dpf no Grupo 1. tu: tdbulos testiculares, z:
espermatozoides, S: célula de Sertoli, g: espermatogbnia. Coloracdo: MY. Barra: 80um (A,C),
25pum (B,D).

5.3. O Compartimento Intersticial e o Compartimento Germinativo

Em Danio rerio, o compartimento germinativo é separado do
compartimento intersticial desde as primeiras etapas da diferenciacédo gonadal
feminina (Fig. 14A-D), independente do grupo analisado. A membrana basal é
produzida gradativamente e de forma pontual pelas células somaticas, pré-
foliculares (Fig. 14A,B). Assim, sob cada célula pré-folicular, nota-se a formacéao
de pequenos segmentos de membrana basal, que, posteriormente, ao se
unirem, circundam completamente o cisto germinativo (Fig. 14C,D). Dessa
forma, os componentes germinativos, constituidos por cistos de oogbnias e
olcitos profasicos, sdo individualizados pela membrana basal em varios

conjuntos distintos ao longo do tecido gonadal. Posteriormente, durante a
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formacao do foliculo ovariano, a membrana basal é sintetizada gradativamente
individualizando cada foliculo (Fig. 14E,F).

Ja no tecido gonadal supostamente masculino, a membrana basal esta
ausente nos tecidos gonadais que apresentam caracteristicas morfolégicas
femininas (Fig. 14G), bem como durante a remodelagcdo gonadal para uma
gbnada masculina (Fig. 14H-K). A membrana basal forma-se gradualmente e é
estabelecida somente ap6s a diferenciacdo testicular ocorrer e o epitélio
germinativo masculino estar totalmente estabelecido (Fig. 14L). E sintetizada ao
redor dos tabulos testiculares de forma continua ou incompleta, nas regifes em

gue ocorrerdo anastomoses (Fig. 14M,N).
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Figura 14: Cortes histolégicos das gdnadas de Danio rerio, mostrando a formagao da membrana
basal em gbdnadas femininas (A-F) e gbnadas masculinas (G-N). Notar que nas gbnadas
femininas, a membrana basal comeca a ser sintetizada ja nas primeiras etapas da diferenciacao,
enquanto que as gbnadas masculinas apresentam uma membrana basal definida somente ap6s
o total estabelecimento da génada em um testiculo. g: gbnias, s: célula somatica, ci: cistos
germinativos, od: odcito diploténico, op: odcito em crescimento primario, eg: epitélio germinativo,
z: espermatozoides, ta: tibulos testiculares anastomosados, seta: membrana basal. Coloragéo:
MR. Barra: 20um (A,D,G,H,K), 10um (B,1), 30um (C), 50um (E,M), 25um (F,N), 40um (J), 80um
(L).
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5.4. Deteccdo de Proteinas por Imunohistoquimica durante a
Remodelacdo Gonadal

5.4.1. Deteccgao das Metaloproteinases de Matriz MMP-9, MMP-2 e

MMP-14

A presenca de 3 tipos de Metaloproteinases de Matriz (MMP-9, MMP-2 e
MMP-14) foi observada durante diferentes etapas da remodelacédo gonadal, em
gbnadas em transicdo de Danio rerio (Figs. 15 e 16) do Grupo Controle e de
31%, 33% e 56% dos individuos do Grupo 1, 2 e 3, respectivamente, durante o
periodo de 16 a 20dpf.

Os individuos, de todos 0s grupos, que nao sofreram remodelacdo gonadal
neste periodo, apresentaram tecido gonadal com caracteristicas femininas e nédo
houve detec¢éo de nenhum tipo de MMPs.

No inicio da transicdo gonadal (18dpf), cistos germinativos do tecido
gonadal supostamente masculino, que ainda apresentava caracteristicas
femininas, mostraram uma reposta positiva a deteccdo da enzima MMP-9,
enquanto que as demais células somaticas, epiteliais ou intersticiais néo
apresentaram qualquer tipo de resposta (Fig. 15A). J& a MMP-14 foi detectada
em algumas poucas células germinativas (od0citos profasicos) e em algumas
células sométicas ao redor dos cistos (Fig. 15B,C). A marcacao para MMP-2 foi
positiva junto as células que apresentavam corpos apoptéticos (Fig. 15D,E).

Aos 19dpf, a gbnada tornou-se mais desorganizada (Fig. 15F) com a
presenca ainda de corpos apoptéticos e odcitos diploténicos (Fig. 15G). Nesta
etapa, a MMP-2 foi detectada no espaco intersticial (Fig. 15F), bem como em
algumas células intersticiais (Fig. 15H,J). Os odcitos diploténicos apresentaram
marcacgao para a enzima MMP-9 (Fig. 15G,1).

Com a formacé&o dos primeiros tubulos testiculares, a gbnada que ainda
apresentava alguns odcitos diploténicos, teve resposta positiva a MMP-9, tanto
em cistos de espermatogonias, como em regides de corpos apoptoéticos (Fig.
16A,B). Ja a MMP-14 foi detectada em células somaticas (pré-Sertoli), que
delimitam a lGz do tdbulo testicular (Fig. 16C,D). Ainda na mesma etapa de
remodelagdo gonadal, foi detectada a presenca da MMP-2 no compartimento
intersticial, bem como em algumas células somaticas, foliculares, ao redor dos
oocitos diploténicos (Fig. 16E,F). Apos a diferenciacdo total da gbnada em um

testiculo, apenas a MMP-9 foi detectada em alguns granuldcitos (Fig. 16G,H) no
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Grupo Controle, 2 e 3. Ja no Grupo 1, em alguns testiculos com epitélio
desorganizado, nenhuma das MMPs foram detectadas em qualquer tipo celular
(dados ndo mostrados).
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Figura 15: Imunohistoquimica para deteccao das metaloproteinases MMP-9 (A, G e |), MMP-14
(B e C)e MMP-2 (D, E, F, H e J) nas gbnadas em processo de transi¢éo de Danio rerio. ci: cistos
germinativos, s: célula somética, z: espermatozoides, od: odcito diploténico, ol: o0dcito
leptoténico, ca: corpos apoptoticos, g: gbnias, cin: células intersticiais, in: intersticio, seta: regides
imunomarcadas. Contra-coloracao: Hematoxilina de Harris. Barra: 15um (A,l), 20um (B,F), 10um
(C,E,J), 25um (D,G,H).
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Figura 16: Imunohistoquimica para detec¢ao das metaloproteinases MMP-9 (A, B, G e H), MMP-
14 (C e D) e MMP-2 (E e F) nas gbnadas em fase de intersexo (A-F) e no testiculo j4 diferenciado
(G e H). Notar a queda da expressdo das MMPs ao longo do processo de diferenciagdo. tu:
tubulos testiculares, z: espermatozoides, od: odcito diploténico, ca: corpos apoptoticos, g:
espermatogbnias, S: célula de Sertoli, in: intersticio, gr: granuldcito, seta: regifes
imunomarcadas. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Barra: 50um (A,G), 25um (B,C,E),
10um (D,F), 20um (H).

5.5. Zimografia in situ
Cortes histolégicos do tecido gonadal feminino de Danio rerio de todos os
grupos, com 20dpf, foram submetidos a zimografia in situ para deteccdo da
atividade das gelatinases MMP-2 e MMP-9 (Fig. 17). Os ovarios do Grupo
Controle responderam positivamente a atividade gelatinolitica. Em individuos do
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Grupo 1, a atividade das gelatinases néo foi detectada. No Grupo 2, os ovarios
paresentaram atividade gelatinolitica diminuida. Ja& no Grupo 3, foi detectada
atividade em células somaticas e gaméticas, assim como no Grupo Controle (em
verde). Tecidos gonadais femininos de individuos com a mesma idade (20dpf)
do Grupo Controle, que receberam EDTA em seu substrato de incubacao

(controle negativo), também apresentaram atividade gelatinolitica diminuida.

DAPI FITC MERGED
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Figura 17: Atividade das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) no tecido gonadal do Danio rerio (20dpf).
Zimografia in situ do tecido gonadal usando substrato de gelatina DQ, nos diferentes grupos
experimentais e com EDTA (controle negativo). A fluorescéncia verde (FITC) mostra a atividade
gelatinolitica, enquanto os nicleos sdo mostrados em azul (DAPI). A primeira coluna mostra os
ovarios corados em Azul de Toluidina (AT) para observacdo da morfologia geral. od: odcito
diploténico, op: o6cito em crescimento primario, s: célula somética, ci: cistos germinativos, seta:
atividade de gelatinase. Barra: 80um.

Os ovarios de animais com 30dpf também foram submetidos a zimografia

in situ (Fig. 18). Os ovarios do Grupo Controle e do Grupo 3 responderam
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positivamente & atividade gelatinolitica. Em individuos do Grupo 1 e do Grupo 2,
a atividade das gelatinases foi bastante diminuida. Tecidos gonadais femininos
de individuos com a mesma idade (30dpf) do Grupo Controle, que receberam
EDTA em seu substrato de incubacao (controle negativo), também apresentaram

atividade gelatinolitica diminuida.
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Figura 18: Atividade das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) no tecido gonadal do Danio rerio (30dpf).
Zimografia in situ do tecido gonadal usando substrato de gelatina DQ, nos diferentes grupos
experimentais e com EDTA (controle negativo). A fluorescéncia verde (FITC) mostra a atividade
gelatinolitica, enquanto os nucleos sao mostrados em azul (DAPI). A primeira coluna mostra os
ovarios corados em Azul de Toluidina (AT) para observacdo da morfologia geral. la: lamela
ovigera, op: oécito em crescimento primario, s: célula somatica, eg: epitélio germinativo, seta:
atividade de gelatinase. Barra: 80um.
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5.6. Variacao do pH

A variacdo do pH ao longo do experimento foi demonstrada na Figura 19.
Apos 24h de exposicdo, o pH dos aquarios dos trés grupos experimentais
expostos aos compostos naturais diminuiu. O pH do Grupo Controle tornou-se
mais alto durante as primeiras 48h, diminuindo apds este periodo. O pH dos
aguarios submetidos a exposicdo aos compostos naturais (G1, G2 e G3)
manteve-se durante todo o periodo abaixo do pH do Grupo Controle. Entretanto,
somente o G1 apresentou diferenga significativa quando comparado ao Grupo
Controle. Embora tenham ocorrido alguns picos durante o experimento, o pH em

todos os grupos apresentou uma queda consideravel, sendo mais brusca no G1.
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Figura 19: Comparacdo dos valores de pH entre o Grupo Controle (GC) e os Grupos
Experimentais G1, G2 e G3. A) Varia¢do do pH durante o periodo de exposicdo aos compostos
naturais (dos 7 dias antecedentes a fecundacao (-7 a 0) e até 20 dias p6s-fecundacédo). B) Média
(+ desvio padrédo) do pH em cada grupo experimental durante o periodo de exposicao mostrado
em A. Diferentes letras denotam diferencas significativas entre os grupos (p < 0.05). Legenda:
GC (Grupo Controle); G1 (Grupo 1 - tintura de Camellia senensis); G2 (Grupo 2 - tintura de
Bauhinia sp.) e G3 (Grupo 3 - pedacos de tronco da arvore pata-de-vaca).
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5.7. Histologia Hepatica
Em todos os grupos experimentais, o tecido hepatico de fémeas, machos
e hermafroditas de 20dpf apresentou morfologia compativel aos figados do
Grupo Controle, com grande quantidade de granulos de glicogénio no citoplasma
dos hepatdcitos, intensamente marcados com PAS (Fig. 20). Nao foram
observadas alteracdes quanto a conformacao histologica dos corddes hepaticos,
parénquima ou sinusoides em nenhum dos individuos. Sinais de esteatose,

degeneracdo ou alteragces na vesicula biliar ndo foram observadas.

Figura 20: Cortes histoldgicos dos figados de Danio rerio durante o periodo de hermafroditismo
juvenil (20dpf). fi: figado, co: cordao hepdtico, si: sinusoide, in: intestino, ov: ovario, bx: bexiga
natatoria. Coloracao: MY. Barra: 30um.
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6. DISCUSSAO
6.1. Remodelacdo Gonadal

Até o presente momento, ndo ha relatos da descricdo detalhada sobre a
formacgé&o do epitélio germinativo e do compartimento intersticial em Danio rerio,
tampouco a acdo das MMPs na inversdo sexual durante o hermafroditismo
juvenil. Em Danio rerio, esse mecanismo de inversao sexual é caracterizado pela
degeneracéo do tecido gonadal correspondente ao primeiro sexo, seguido pela
substituicdo, desenvolvimento e maturacdo do tecido germinativo do sexo
oposto, havendo sempre um periodo correspondente a uma fase de intersexo,
conforme visto em outras espécies (Devlin e Nagahama, 2002; Uchida et al.,
2002; Mazzoni et al., 2015, 2018). Isso mostra a alta bipotencialidade das células
germinativas, as quais permanecem indiferenciadas até que sejam expostas a
influéncias hormonais que induzem a sua diferenciacdo em oogobnias ou
espermatogobnias (Devlin e Nagahama, 2002; Mazzoni et al., 2015) ou mesmo a
fatores externos, como a presenca dos compostos aqui utilizados, que
diminuiram a propor¢do de machos e fémeas nos grupos tratados,
especialmente em G1 e G2 em relagdo ao Grupo Controle.

No presente estudo ficou claro que a membrana basal € uma estrutura
fundamental no estabelecimento do epitélio germinativo e gbdnadas
supostamente femininas ou masculinas podem ser distinguidas precocemente
pela presengca ou auséncia desta membrana basal, que segrega os
compartimentos germinativo e intersticial, conforme também relatado para o
Characidae Gymnocorymbus ternetzi durante seu desenvolvimento gonocérico
indireto (Mazzoni et al., 2015). Apesar do fato de ambos os individuos
(geneticamente machos e fémeas) terem tecidos ovarianos morfologicamente
idénticos, os dados obtidos pelo Método de Reticulina permitiu distinguir dois
padrées de formacdo da membrana basal entre fémeas (que apresentam
desenvolvimento da membrana basal) e machos (que n&o apresentam
desenvolvimento da membrana basal nas primeiras etapas da diferenciacéo
gonadal).

A membrana basal é uma fina camada de matriz extracelular, que separa
as células epiteliais do tecido conjuntivo subjacente, e é responsavel pela
manutencao da integridade do tecido e prevencédo da morte celular inadequada

(Domogatskaya et al.,, 2012). Dentre as suas muitas fungbes, também é
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responsavel por estabelecer a polaridade celular, induzir a proliferacdo e
diferenciacdo celular e constitui uma barreira estrutural contra a invasao de
células indesejaveis (Crouch et al., 1996). Neste sentido, as MMPs parecem ter
um papel importante na diferenciagdo sexual de Danio rerio, uma vez que sua
detecc¢do coincide com as gbnadas nas quais nao h4 membrana basal evidente.

Nos individuos geneticamente femininos de Danio rerio, 0s eventos da
diferenciacdo gonadal sdo bastante semelhantes a outros Teleostei (Devlin e
Nagahama, 2002; Mazzoni e Quagio-Grassiotto, 2017). Durante o
desenvolvimento do ovario, os cistos de oogonias e de odcitos profasicos dao
origem aos o6citos em crescimento primario. As lamelas ovigeras desenvolvem-
se e 0 estroma ovariano diferencia-se. Ao ser sintetizada ja nas primeiras etapas
da diferenciacdo gonadal, a membrana basal segrega o compartimento
germinativo dos componentes intersticiais, e posteriormente, suporta o epitélio
germinativo ja diferenciado (Mazzoni et al., 2010). J4& nos individuos
geneticamente masculinos de Danio rerio, a membrana basal é sintetizada
tardiamente, somente apds o total estabelecimento do epitélio germinativo
masculino, quando as metalproteinases deixam de ser detectadas. Nas gonadas
em transicdo, a membrana basal estd completamente ausente, quando
observada a microscopia de luz. Coincidentemente nesta etapa, ha uma grande
remodelacdo do tecido gonadal, incluindo altas taxas de apoptose de oécitos e
deteccdo de MMPs, especialmente nas células gaméticas femininas. Uchida e
colaboradores (2002, 2004) também relataram a diminuicdo e desaparecimento
de odcitos em gbnadas em transicdo de Danio rerio através do mecanismo de
apoptose e dados semelhantes foram descritos durante o hermafroditismo
juvenil de Gymnocorymbus ternetzi (Mazzoni et al., 2015). Uma vez que a
membrana basal em tecidos gonadais masculinos passa a ser sintetizada,
coincidindo com a inativacdo das MMPs, é provavel que tais enzimas estejam

envolvidas neste processo de diferenciacdo gonadal em Danio rerio.

6.2. Expresséo das Metaloproteinases durante a Inversdo Sexual
A matriz extracelular regula processos basicos nos tecidos e sua
manuteng¢do por agdo das MMPs contribui para movimentagédo, crescimento,
diferenciacéo e sobrevivéncia celular (Lukashev e Werb, 1998 para revisédo). Em

outras palavras, as MMPs desempenham um papel de extrema importancia na
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manutencao dos tecidos de vertebrados, entre eles, os peixes, conforme
verificado neste estudo, nas gbnadas em remodelacdo. Nos vertebrados, muitas
das MMPs existentes sdo consideradas como um componente constitutivo de
fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, em condi¢des normais, sendo
expressas de acordo com a necessidade do tecido em que se encontram (Hipps
et al., 1991).

Em Teleostei, os dados sobre a atuacdo das MMPs nas gbnadas sao
escassos, porém Chaves-Pozo e colaboradores (2008) constataram que estas
MMPs séo expressas tanto por células germinativas como por células somaticas,
durante o ciclo reprodutivo masculino e feminino. Esse mesmo mecanismo
ocorre durante a reversdao de sexo, quando ocorre remodelacdo gonadal em
animais adultos (Mazzoni et al., 2018). Estudos sobre a atuacdo das MMPs em
machos de Teleostei também foram descritos por Santana e Quagio-Grassiotto
(2014), mostrando que os fibroblastos podem ser as principais células
responsaveis pela producéo e secrecdo de MMP-2 no compartimento intersticial
dos peixes, participando ativamente das alteracbes que ocorrem na gonada,
durante o ciclo reprodutivo.

Neste aspecto, as mudancas do compartimento intersticial em génadas de
Teleostei sdo ainda mais intensas em animais que apresentam inversao de sexo,
na qual hd uma enorme remodelacdo do tecido gonadal, especialmente nos
componentes intersticiais, que desmontam uma estrutura inicial para reconstruir
uma nova arquitetura gonadal constituida de um sexo oposto ao de origem. No
presente estudo, essa remodelacdo gonadal, foi resultado, ao menos em parte,
da acdo das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, ativadas por uma terceira
metaloproteinase de membrana, a MMP-14.

Embora esses trés tipos distintos de MMPs tenham sido detectados durante
a remodelacdo gonadal em todos os grupos aqui analisados, houve uma queda
significativa no nimero de animais que sofreram remodelagcéo gonadal, tanto no
Grupo 1, quanto no Grupo 2, diminuindo a quantidade de machos nestes grupos.
Isso se deve ao fato de ter havido uma diminui¢cdo da atividade das MMPs nestes
individuos tratados com tintura de Camellia senensis e Bauhinia sp., conforme
detectado por zimografia in situ, mostrando ainda que Camellia senensis
apresentou uma maior influéncia na remodelacéo. Possivelmente, a inibicdo das

MMPs tenha impedido a reverséo de parte da populagdo feminina em masculina.
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Contudo, no grupo em que a aplicagcdo do composto natural se deu através da
introducéo de troncos na agua, a inibicdo das MMPs e conseguinte inibicdo da
mudanca do sexo nao foi significativa, assim como no Grupo Controle.

No Grupo Controle e no Grupo 3, as metaloproteinases MMP-9 foram
detectadas principalmente no citoplasma de alguns odcitos, pertencentes as
gbnadas em transicdo, ou seja, aguelas que prosseguiram para a inversao
sexual (gbnadas supostamente masculinas). Nas gbnadas supostamente
femininas, os odcitos ndo apresentaram resposta positiva a MMP-9. Neste tipo
de tecido gonadal, a MMP-9 foi detectada em fases posteriores, nas células
somaticas que promovem a formacdo das lamelas ovigeras. Se a MMP-9
realmente tiver um papel importante na formacéo das lamelas ovigeras do Grupo
Controle, este pode ser um forte indicio de que estas mesmas MMPs foram, de
fato, inibidas, ao menos parcialmente, nos Grupos 1 e 2, 0s quais apresentavam
ovarios com lamelas ovigeras desorganizadas e pouco delimitadas, mesmo em
individuos supostamente femininos, promovendo um atraso no estabelecimento
do epitélio germinativo nestes grupos.

Em relacdo & metaloproteinase MMP-2, sua expressao foi menor do que a
de MMP-9, em todas as etapas da remodelacdo gonadal de Danio rerio, sendo
encontrada junto aos corpos apoptéticos, intersticio e algumas células foliculares
do Grupo Controle e Grupo 3. Neste aspecto, parece haver uma relacéo entre a
atividade das MMPs e a constituicAo momenténea do tecido gonadal. Ou seja,
no inicio do processo de remodelacédo, quando ha uma predominancia de tecido
gonadal feminino, a MMP-9 mostra-se mais expressa, especialmente nos
odcitos. Ja ao final do processo, quando o tecido gonadal masculino torna-se
predominante, a MMP-2 esté presente com maior atividade, especialmente em
cistos germinativos e granulécitos. Por outro lado, ap6s o desenvolvimento total
do testiculo, nenhuma destas MMPs foi detectada nas células testiculares.
Porém, supbe-se que se o ciclo reprodutivo masculino for acompanhado, dados
semelhantes aos de Santana e Quagio-Grassiotto (2014) podem ser obtidos,
uma vez que granulocitos em testiculos plenamente desenvolvidos de Danio
rerio apresentaram resposta positiva para MMP-9. Ou seja, sua atuacdo e
expressao deve variar conforme as diferentes fases do ciclo reprodutivo.

A expressao e localizacdo da metaloproteinase MMP-14, frequentemente

coincidiu com a expressao das demais MMPs aqui estudadas. Possivelmente, a
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correlacao deste fato ocorre por se tratar de uma proteina transmembrana, que
ativa as demais MMPs para que possam atuar sobre determinado tecido (Khokha
et al., 2013).

6.3. Acao dos Compostos Naturais durante a Remodelacdo Gonadal

Sabe-se que os flavonoides, fitocompostos e polifendlicos encontrados em
plantas, apresentam diversas atividades biolégicas devido a sua capacidade de
modular determinadas enzimas e receptores celulares, além de que, muitas
dessas substancias possuem a capacidade de mimetizar os TIMPs (Ribeiro et
al., 2010; Dos Santos, 2013), e consequentemente influenciar a degradacéo da
matriz extracelular. Uma vez que as MMPs participam dos processos de
degeneragdo da matriz extracelular, a partir dos resultados obtidos neste
trabalho, observamos que a tintura obtida dos compostos de Camellia sinensis
e de Bauhinia sp. foram habeis em inibir a atividade das MMPs, que dessa forma
impediu a modelacao gonadal durante o hermafrodistismo juvenil de Danio rerio,
levando a uma inibicdo da inversdo sexual de um numero significativo de
individuos nos Grupos 1 e 2, aumentando, assim, a porcentagem de fémeas.

Embora a inibicdo das MMPs ocorra por acdo de compostos naturais em
doses mais elevadas, € importante ter conhecimento de que algumas espécies
de plantas, muitas vezes utilizadas comumente na aquariofilia com o intuito de
tentar aproximar o ambiente de confinamento do ambiente natural e até mesmo
induzir a reproducéo, podem ser capazes de influenciar a remodelacéo do tecido
gonadal nos peixes e, quica, em algumas outras espécies aquaticas.

Os dados encontrados entre 16 a 20dpf no presente estudo, mostram que
0 Grupo Controle obteve a taxa de 54% de animais com hermafroditismo juvenil,
coincidindo com os dados descritos na literatura (Uchida et al., 2002), em que
metade da populagéo feminina sofre remodelacao tecidual, originando um tecido
gonadal masculino. Nos grupos experimentais Grupo 1 e 2, a taxa de animais
com hermafroditismo juvenil foi de 31 e 33%, respectivamente. Esta queda
significativa na taxa de individuos com remodelacdo gonadal em relacdo ao
Grupo Controle pode ser atribuida a acdo dos compostos adicionados
diariamente a agua, que agiram como possiveis TIMPs. Isso explica 0 aumento
da taxa de fémeas aos 30 e 90dpf, nos Grupos 1 e 2, uma vez que o tecido

gonadal de tais individuos permaneceu como feminino.
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No Grupo 3 (troncos de Bauhinia sp.), foi encontrada a porcentagem de
56% de animais com remodelacdo gonadal, indicando que 0s compostos
utilizados nao foram capazes de influenciar significativamente a remodelacéo
tecidual e a morfogénese gonadal ocorreu normalmente. Considerando que
aproximadamente 50% dos animais, em condi¢des normais, sofram
remodelacéo tecidual, adquirindo tecido gonadal masculino (Takahashi, 1977),
a introducao de troncos da espécie Bauhinia sp. ha agua nao foi significativa. A
explicacdo para este resultado pode se dar ao fato de que os compostos
presentes na agua (no Grupo 3) poderiam estar em menor concentragao, ja que
os troncos foram introduzidos uma Unica vez no aquario ao longo do
experimento, diferentemente dos Grupos 1 e 2.

A acdo dos compostos naturais aqui utilizados, possivelmente, tem efeito
somente durante seu periodo de exposicao. Entretanto, o estabelecimento do
epitélio germinativo ocorreu de forma definitiva, mesmo apos a 20dpf, quando os
animais nao foram mais expostos a estes compostos. Ainda assim, as MMPs
nao foram capazes de causar uma nova remodelacdo gonadal na auséncia
desses possiveis TIMPs, uma vez que as porcentagens de animais com tecido
gonadal feminino definitivo encontradas nos grupos experimentais 30 e 90dpf
foram significativas, quando comparadas ao Grupo Controle. Nestes grupos G1
e G2, os animais permaneceram como fémeas até atingir maturacdo sexual
(90dpf) e nado sofreram inversdo sexual, comprovando que a acao dos
compostos utilizados teve acéao efetiva e duradoura.

Em termos econdmicos, o esclarecimento dos mecanismos que regem a
determinacao sexual é bastante promissor para o cultivo de animais em cativeiro,
uma vez que permite a manipulagdo e controle da sexualidade desejavel para
espécies de importancia ornamental ou comercial (Reis et al., 2016). O
desenvolvimento de novas técnicas de manejo de controle do sexo representa
um grande potencial para piscicultura, permitindo o aumento da produtividade, a
partir da obtencdo exclusiva do um determinado sexo, o qual apresenta
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas e comportamentais desejaveis para um
melhor cultivo.

Atualmente a manipulagdo fenotipica do sexo em cativeiro tem sido
realizada principalmente através de cruzamentos dirigidos (Mair et al., 1997) ou

da aplicacdo de hormoénios esteroides exdgenos ou de inibidores das enzimas
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esteroidogénicas (Piferrer, 2001) o que possibilita a inversao/reversao do sexo
do animal e consequentemente a obtencdo de monossexos nas pisciculturas.
Porém, apesar da existéncia de diversas formas de manejo, varios fatores
genéticos ou ambientais podem levar a geracdo de individuos ndo desejaveis.
Portanto, o controle reprodutivo nas pisciculturas representa ainda, em muitos
aspectos, um grande desafio a ser vencido.

Além disso, apesar da utilizacdo de hormdnios ser a técnica mais comum
para a producdo de monossexos (Borges et al., 2005), ainda existe uma certa
preocupacdo frente ao ambiente, quanto aos individuos hormonal ou
geneticamente manipulados. Portanto, nossos resultados se mostram
relevantes, ja que o uso de compostos naturais se mostrou capaz de inibir a
inversdo sexual, podendo assim se tornar uma opcgao para substituir os
hormdnios que sao aplicados nos peixes como estimulo para mudanca de sexo
(Popma & Green, 1990). Neste sentido, 0 uso de substancias naturais pode ser
mais vantajosa para a manipulacdo sexual em peixes por apresentar menos

danos ambientais, embora os estudos nesta area precisem ser aprofundados.

6.4.Toxicidade Compostos Naturais

Os compostos naturais aqui utilizados, Camellia sinensis (cha verde) e de
Bauhinia sp. (pata-de-vaca) s&o reconhecidos por apresentarem alto teor de
compostos polifendlicos, reconhecidos por suas atividades anticarcinogénica,
antioxidantes, antiinflamatérias e quimioprotetoras (Schmitz et al., 2005; Teixeira
e Santos, 2011). Entretanto 0 uso continuo e altas doses dessas substancias
podem causar graus de toxicidade tanto para 0 homem quanto para 0s animais
(Martins et al., 2012). Essa citotoxicidade se da principalmente no figado, um
dos principais 6rgaos metabdlicos do corpo (Takabayashi et al., 2004; Schmidt
et al., 2005), podendo levar a lesdes hepéticas. Entretanto, em doses
controladas, o risco de toxicidade torna-se menor.

No presente estudo, tanto o uso da Camellia sinensis como o da Bauhinia
sp. ndo se mostrou téxico aos espécimes, sejam eles adultos ou juvenis, uma
vez que o tecido hepatico destes animais ndo apresentaram lesdes, conforme
observado nas analises histolégicas. Aparentemente, os Unicos efeitos dessas
substancias foram mimetizar os TIMPs (especialmente nos Grupos 1 e 2) e

diminuir o pH da agua. Embora tais compostos naturais tenham diminuido o pH
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da dgua em todos o0s grupos experimentais, a queda do pH ndo pode ser
atribuida diretamente a inibicdo das MMPs, uma vez que no Grupo Controle
também houve queda do pH. Esse dado reforca o indicio de que esses
compostos naturais podem ser utilizados como TIMPs (Schmitz et al., 2005) e

desempenhar um papel importante na remodelacdo gonadal de peixes.
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7. CONCLUSAO

- As MMPs tem um papel extremamente importante na inversao do sexo
dos animais, e que compostos naturais como 0s aqui utilizados - Camellia
sinensis (cha verde) e Bauhinia sp. (pata-de-vaca) - mimetizam os TIMPs, sendo
capazes de inibir a producdo de MMPs e consequentemente impedir o
estabelecimento do epitélio germinativo masculino em Danio rerio, quando

utilizados em altas doses;

- A presenca ou auséncia da membrana basal na gbnada em formacéo
permite distinguir dois padrdes de tecido gonadal que culminam com a formagéo

de fémeas e machos funcionais;

- E possivel que as MMPs atuem diretamente no estabelecimento da
membrana basal, especialmente durante o periodo de hermafroditismo juvenil

de Danio rerio;

- Camellia sinensis (cha verde) se mostrou um composto mais eficaz que

Bauhinia sp. ao inibir as MMPs durante a remodelacédo gonadal de Danio rerio;

- A acéo dos compostos utilizados, na forma de tintura, teve acéo efetiva e

duradoura, indicando que a inversao sexual foi definitiva.
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(MMPs) a partir de Compostos Naturais na Diferenciagao Gonadal durante o
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