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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.



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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