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RESUMO

O robalo-flecha (Centropomus undecimalis) € um peixe hermafrodita protandrico de
grande importancia econémica. Um dos principais entraves na sua producao consiste na
obtencg&o de matrizes fémeas em cativeiro. Como alternativa, realiza-se captura de fémeas
selvagens ou induz a inversao sexual utilizando esteroides sexuais. No entanto, pouco se
sabe sobre as informacg6es genéticas relacionadas a reproducdo e diferenciacdo sexual
nesta espécie. Diante deste cenario, neste estudo procuramos entender o efeito dos
esteroides sexuais no eixo reprodutivo durante a diferenciacdo gonadal. Para isto,
analisamos a expressao da Kisspeptina encefélica, a morfologia gonadal e os perfis
transcriptomicos (RNA-seq) das gbnadas pos-tratamento com esteroides. Para tanto, 450
animais indiferenciados foram divididos em 3 grupos os quais receberam dieta basal
(controle), suplementada com 17a-metiltestosterona (MT) ou suplementada com 17p-
estradiol (E2) por 45 dias. Os encéfalos e as gbnadas dos animais foram coletados logo
apos o tratamento hormonal e em intervalos de 4 meses durante o periodo de 1 ano. Os
resultados da expressdo génica dos encéfalos mostraram que os grupos tratados com MT
e E2 apresentaram aumento nos niveis de RNAm de kiss1 em relacdo ao controle. Os
transcritos primarios do receptor kissr2 ndo variaram entre os tratamentos. Quanto a
morfologia, o grupo tratado com MT apresentou gdnada mais desenvolvida e com
caracteristicas morfologicas de testiculo. O grupo E2 também apresentou gbnada mais
desenvolvida, porém com caracteristicas morfol6gicas de ovario. Para analise do RNA-
seq foi adotada a estratégia de novo. A montagem do transcriptoma gerou 45579
transcritos com uma taxa de completude 85,6% e de mapeamento de 67%. Foram
identificados genes diferencialmente expressos (GDES) entre os tratamentos, dentre eles
alguns relacionados a diferenciacdo sexual, incluindo os genes pro-testiculo (nr5a2, thx1
dmrt3, ptch3, ptch2, shh, etc) no grupo MT, e no grupo E2 os GDEs pro-ovario (cypl9al,
foxI2, irx5, wntda, rspol, fst, etc). Nossos resultados até o presente momento sugerem
que os neurdnios kiss1 sdo sensiveis a agao dos esteroides sexuais. O tratamento com MT
estimulou o desenvolvimento testicular, por outro lado o E2 parece ter invertido o destino
da diferenciacdo sexual das go6nadas, resultando em um ovario no inicio do
desenvolvimento. Por fim, o transcriptoma de novo das génadas gerado aqui resultou em
um recurso gendmico valioso para a triagem de vias e genes potenciais envolvidos na

diferenciacdo sexual de C. undecimalis.



ABSTRACT

The commom snook (Centropomus undecimalis) is a protandric hermaphrodite fish of
high economic importance. One of the main bottlenecks in the production of common
snook consists in obtaining the captive females. As an alternative, wild females are
captured or sex reversed by using sex steroids. However, little is known about the genetic
information related to reproduction and sex differentiation in this species. Based on this
scenario, this thesis aims to unravel the effects of sex steroids on the reproductive axis
during gonadal differentiation. For this, we analyzed the expression of brain kisspeptin,
gonadal morphology, and transcriptomic profiles (RNA-seq) of gonads after steroid
treatment. For this purpose, 450 undifferentiated animals were divided into 3 groups
which received a basal diet (control), supplemented with 17a-methyltestosterone (MT) or
supplemented with 17B-estradiol (E2) for 45 days. The encephalon and gonads were
collected immediately after hormonal treatment and at 4-month intervals during 1 year.
The results revealed that MT and E2 increased brain kiss1 mRNA levels compared to
control. Kissr2 receptor transcripts did not vary between treatments. As regards to the
morphology, the group treated with MT showed an advanced gonadal development with
morphological features of a testis. The group that received E2 also had more developed
gonads, but with morphological characteristics of the ovary. RNA-seq analysis was
performed using de novo transcriptome of C. undecimalis. The assembly of the
transcriptome generated 45,579 transcripts with a complete ratio of 85.6% and a mapping
rate of 67%. Differentially expressed genes (DEGs) were identified between treatments,
some related to sex differentiation, including the pro-testis genes (nr5a2, tbx1 dmrt3,
ptch3, ptch2, shh, etc.) in the MT group and the E2 group the pro-ovarian DEGs (cyp19al,
foxlI2, irx5, wntda, rspol, fst, etc). Our results suggested that kiss1 neurons are sensitive
to the action of sex steroids. Treatment with MT stimulated testicular development, on
the other hand, E2 seems to have reversed the fate of sex differentiation of the gonads,
resulting in an ovary at the beginning of development. Finally, de novo gonadal
transcriptome in the thesis has resulted in a valuable genomic resource for screening

potential pathways and genes involved in the sexual differentiation of C. undecimalis.
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1. INTRODUCAO

Dentre os vertebrados, 0s peixes teleGsteos sdo 0s que apresentam maior
plasticidade sexual, conferindo a alguns exemplares a capacidade de mudar de sexo em
determinados periodos da vida de forma natural ou induzida (LE PAGE; DIOTEL;
VAILLANT; PELLEGRINI et al., 2010; PIFERRER, 2001). Em relacdo aos mecanismos
reprodutivos, a maioria das espécies de peixes € gonocoristica, isto €, apos a determinacao
sexual, as gbnadas sdo diferenciadas em ovario ou testiculo, com o sexo gonadal
permanecendo fixo por todo o ciclo de vida (KOBAYASHI; NAGAHAMA,
NAKAMURA, 2013). Além do gonocorismo, 0s peixes podem ser hermafroditas
simultaneos, ou seja, o tecido gonadal feminino e masculino estdo presentes
simultaneamente, mas ndo necessariamente com producdo de gametas. Ja 0s
hermafroditas sequenciais apresentam o desenvolvimento de tecido gonadal masculino e
feminino em momentos distintos, neste caso, a producdo dos gametas masculinos e
femininos ndo ocorre simultaneamente, mas sim ap0s um processo de inversdo de sexo
natural (KOBAYASHI et al., 2013). Os hermafroditas sequenciais sdo classificados
como: protandricos (individuos tém a primeira maturacdo sexual como machos e depois
invertem para fémeas) ou protoginicos (individuos atingem a primeira maturacao sexual
como fémeas e depois invertem para machos); e mais raramente 0S monossexuais: as
populacbes sdo compostas exclusivamente de fémeas ginogenéticas (BAROILLER;
GUIGUEN; FOSTIER, 1999); (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002).

Além disso, os teledsteos apresentam diferentes formas de determinacdo e
diferenciacdo sexual (PIFERRER, 2001). A determinacdo do sexo pode ser (1) genética,
na qual ha heranca de um gene master presente no cromossomo sexual, que pode ser
monofatorial (XX/XY ou ZZ/ZW) ou polifatorial, em que a soma de varios loci

independente  determina o fendtipo sexual (KOBAYASHI;, NAGAHAMA,;



NAKAMURA, 2013; SCHARTL, 2004), e/lou (2) ambiental, fatores abioticos
(temperatura da 4gua, pH) ou bidticos (densidade populacional) podem
determinar/diferenciar o sexo (BAROILLER; D'COTTA,; SAILLANT, 2009).

Independentemente do sexo genético e/ou ambiental, em varias espécies de
teledsteos é possivel alterar a via da diferenciacdo sexual durante determinados periodos
do desenvolvimento através do uso de esteroides sexuais (BAROILLER; D'COTTA,
2016; SINGH, 2013).

Na aquicultura, a utilizacdo dos esteroides sexuais exdgenos tem como principal
finalidade o controle da taxa de sexo da populagdo (LEET; GALL; SEPULVEDA, 2011).
Um dos androgenos mais utilizados ¢ o 17a-metiltestosterona (MT). Estudo recente em
C. undecimalis mostrou que €é possivel acelerar o inicio da espermatogénese
administrando MT (PASSINI; STERZELECKI; DE CARVALHO; BALOI et al., 2018).
Assim como é possivel promover inversao sexual em espécies gonocoristicas (KITANO;
TAKAMUNE; NAGAHAMA,; ABE, 2000), acelerar a mudanca de sexo feminino para
masculino em espécies hermafroditas protoginicas (SARTER; PAPADAKI; ZANUY;
MYLONAS, 2006) ou até mesmo induzir machos primarios nessas espécies (LEE; HUR;
NA; BAEK et al., 2014). Similarmente, os estrogenos tem sido utilizados para
feminizacdo de espécies gonocoristicas (PIFERRER, 2001) e protandricas, por exemplo
C. undecimlais e Amphirion ocellaris (PHUC THUONG; SUNG; AMBAK; ABOL-
MUNAFI, 2017).

Os efeitos desses tratamentos hormonais ocorrem de forma sistémica, o que
significa que eles podem influenciar o eixo reprodutivo. Como nos vertebrados, o sistema
reprodutivo dos peixes é regulado pelo eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (Figura 1)
(WELTZIEN et al., 2004). No hipotalamo estdo presentes 0s neurdnios que secretam

GnRH (horménio liberador de gonadotropina) os quais possuem projecdes que 0S



conectam diretamente a glandula hipofise. Na hipdfise, o GnRH estimula as células
gonadotrépicas, células produtoras do horménio foliculo estimulante (Fsh) e horménio
luteinizante (Lh), na sintese e secrecdo das gonadotropinas (Fsh e Lh) (ZOHAR et al.,
2010). As gonadotropinas através da corrente sanguinea chegam até as gbnadas e
estimulam a producao dos esteroides sexuais (androgenos, estrégenos e progestagenos),
que por sua vez controlam a gametogénese e atuam no eixo-hipotalamico-hipofisario
através de um mecanismo de retroalimentacdo estimulatério (feedback positivo) ou

inibitério (feedback negativo) (ZOHAR et al., 2010).

Hipotialamo

ﬂ
1
|
i
|
|
J

+
R

LH & FSH Horménio luteinizante (LH)

l Horménio foliculo-estimulante (FSH

GONADAS

!

Esteroides sexuais

4

Figura 1. Eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal em peixes teledsteos. Neur6nios hipotaldmicos secretores
de horménio liberador de gonadotropina (GnRH) inervam diretamente a hipéfise (vermelho). O GnRH
estimula a sintese e liberacdo das gonadotropinas, horménio foliculo estimulante (Fsh) e horménio
luteinizante (Lh). O Fsh e o Lh liberados pela hipofise serdo transportados via corrente sanguinea até as
gbnadas e estimulardo a sintese e a liberagcdo dos hormdnios esteroides. Os horménios esteroides através de
um mecanismo retroalimentacdo (positiva/negativa) atuam na regulagdo do eixo. Adaptado de Maruska &
Fernald (2011).
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Um outro peptideo que atua no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal € a
kisspeptina. Inicialmente descoberta em mamiferos como um supressor de metastase, a
Kisspeptina € um peptideo codificado pelo gene KISS1 (LEE; MIELE; HICKS;
PHILLIPS et al., 1996), o qual se liga ao receptor acoplado a proteina G, GPR54 ou
KISSR1 (KOTANI; DETHEUX; VANDENBOGAERDE; COMMUNI et al., 2001).

A primeira evidéncia do papel da kisspeptina relacionada a reproducdo foi
encontrada em membros de uma familia portadores do hipogonadismo hipogonadotrofico
isolado (HHI), condicdo caracterizada por uma deficiéncia na secrecdo das
gonadotropinas (FSH e LH), resultado de uma mutacao no receptor GPR54 (DE ROUX;
GENIN; CAREL; MATSUDA et al., 2003). Semelhantemente, modelos murinos
knockout para o receptor da kisspeptina (GPR54-/-) de ambos os sexos apresentaram
anormalidades no desenvolvimento sexual como hipodesenvolvimento dos caracteres
sexuais (Figura 2) e baixos niveis plasmaticos de gonadotropinas que foram
reestabelecidos quando administrado GnRH andlogo (FUNES; HEDRICK;
VASSILEVA; MARKOWITZ et al., 2003; SEMINARA; MESSAGER; CHATZIDAKI;

THRESHER et al., 2003).
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Figura 2. Andlise macroscopica de ratos machos e fémeas selvagens e GPR54 -/-, com 30 dias de idade.
(A) Visualizacdo externa de macho selvagem e GPR54-/-, mostrando pénis de tamanho reduzido. (B)
Testiculo reduzido de macho GPR54-/- comparado ao macho selvagem. (C) Cornos uterinos e ovarios
reduzidos de fémea homozigota comparados a fémea selvagem. Retirado de Funes et al,. (2003).

Por outro lado, a administracdo de kisspeptina resultou no desenvolvimento
precoce dos caracteres sexuais em camundongos fémeas (NAVARRO; CASTELLANO;
FERNANDEZ-FERNANDEZ; BARREIRO et al., 2004), elevacio nos niveis
plasméticos de FSH e/ou LH em outros mamiferos (MATSUI; TAKATSU; KUMANO;
MATSUMOTO et al., 2004); (MAGEE; FORADORI; BRUEMMER; ARREGUIN-
AREVALDO et al., 2009; MESSAGER; CHATZIDAKI; MA; HENDRICK et al., 2005).
Este efeito estimulatério da kisspeptina no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal é
inibido na presenca de um antagonista do GnRH, sugerindo assim, a atuacdo das
kisspeptinas na secrecdo de gonadotropinas via ativacéo dos neurdénios GnRH (MATSUI,;
TAKATSU; KUMANO; MATSUMOTO et al.,, 2004). Essa via de atuacdo foi
comprovada através da identificacdo dos receptores GPR54 nos neurdnios GnRH e do

12



aumento dos niveis plasmaticos de GnRH apds a administracdo do peptideo kisspeptina
(MESSAGER et al., 2005). Na maioria dos mamiferos, os neurdnios kisspeptinérgicos
KISS1 estdo localizados majoritariamente nos ndcleos anteroventral periventricular
(AVPV) e no nucleo arqueado (ARC) do hipotalamo (LEHMAN; MERKLEY;
COOLEN; GOODMAN, 2010)

Em mamiferos, a regulacdo das kisspeptinas ocorre via esteroides sexuais (REF).
Efeitos estimulatério ou inibitorio dos esteroides sexuais via kiss foi validado pela
presenca de receptores de androgenos e estrdgenos nos neurénios Kisspeptinérgicos em
camundongos (KAUFFMAN; PARK; MCPHIE-LALMANSINGH; GOTTSCH et al.,
2007; SMITH; DUNGAN; STOLL; GOTTSCH et al., 2005). Porém, a regulacao dos
esteroides difere entre neurdnios do ndcleo AVPV e do nicleo ARC do hipotalamo de
roedores (Figura 3) (KAUFFMAN; PARK; MCPHIE-LALMANSINGH; GOTTSCH et
al., 2007)

Para avaliar a acdo dos esteroides, ratos (IRWIG; FRALEY; SMITH; ACOHIDO
et al., 2004; SMITH; CUNNINGHAM; RISSMAN; CLIFTON et al., 2005) e macacos
(SHIBATA; FRIEDMAN; RAMASWAMY; PLANT, 2007) foram castrados e o
resultado observado foi um aumento na expressdo do RNAm KISS-1 no ARC do
hipotdlamo. Por outro lado, quando administrado hormonios esteroides, testosterona ou
estradiol, a expressdo diminui. Esses dados sugerem que os neurbénios KISS1 do ARC
desempenham um papel ativo na regulacdo do feedback negativo GnRH. Ja a populacéo
de neurénios kisspeptinérgicos localizados no AVPV apresentam aumento da expressdo
na presenca dos esteroides sexuais e uma reducdo na auséncia, atuando como um
feedback positivo nos hormonios secretores de GnRH (SMITH; CLIFTON; STEINER,
2006; SMITH; CUNNINGHAM; RISSMAN; CLIFTON et al., 2005; SMITH; LI;

PEREIRA; CLARKE, 2009).
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Figura 3. Modelo de sinalizacdo da via kisspeptina no encéfalo de roedores, (a) macho e (b) fémea.
Neurdnios do nicleo arqueado (ARC) sdo negativamente regulados por esteroides sexuais gonadais
[Testosterona (a) e Estradiol (b)]. Neurbnios do nlcleo anteroventral periventricular (AVPV) sdo
positivamente regulados pelos esteroides sexuais gonadais [Testosterona (a) e Estradiol (b)]. Retirado de
Kauffman et al., (2007).

1.1. Kisspeptinas nos teledsteos

Para mamiferos eutérios somente uma cépia do gene KISS1 foi descrito, mas
estudos em outros vertebrados revelaram a existéncia de trés genes pardlogos para o
ligante kiss (kiss1, kiss2 e kiss3) (PASQUIER; LAFONT; TOSTIVINT; VAUDRY et al.,
2012). A origem desses genes paralogos é atribuida a uma hipotese filogenética baseada
em uma andlise de sintenia, onde 0 gene teve sua origem de um Unico ancestral e foi
duplicado durante o evento denominado duplicagdo genémica, 1R e 2R, no inicio da
evolugdo dos vertebrados (PASQUIER et al.,2012a, 2012b, 2014). Na maioria das
espécies de teledsteos, o sistema Kisspeptina é composto por dois ligantes e dois
receptores (BIRAN et al., 2008; KITAHASHI et al., 2009; LI et al., 2009; OHGA et al.,
2013; SELVARAJ et al., 2010; ZMORA et al.,2012;).

Em outros vertebrados ja foram descritas até quatro cdpias dos genes paralogos

para o receptor da kisspeptina (kissrl, Kissr2, Kissr3 e Kissr4) (PASQUIER; LAFONT,;
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TOSTIVINT; VAUDRY et al., 2012). Todos os teledsteos estudados até 0 momento
possuem o gene kissr2 (TENA-SEMPERE; FELIP; GOMEZ; ZANUY et al., 2012) e
algumas espécies apresentam o gene kissr3 como zebrafish (Danio rerio) (BIRAN; BEN-
DOR; LEVAVI-SIVAN, 2008), goldfish (Carassius auratus) (LI; ZHANG; LIU;
HUANG et al., 2009), medaka (Oryzias latipes) (Lee et al. 2009), robalo-riscado
(Morone saxatilis) (ZMORA; STUBBLEFIELD; WONG; LEVAVI-SIVAN et al.,
2015), cavala (Scomber japonicus) (OHGA; FUJINAGA; SELVARAJ; KITANO et al.,
2013) e enguia europeia (Anguilla anguilla) (PASQUIER; LAFONT; JENG; MORINI et
al., 2012).

Ainda em teleosteos, linhagens transgénicas de zebrafish que expressam mCherry
(fluoréforo vermelho) sob controle do promotor kissl (kissl:mCherry) foram
identificadas no complexo habenular, assim como em medaka, (O. latipes) e goldfish, (C.
auratus (SERVILI; LE PAGE; LEPRINCE; CARATY et al., 2011). Ja neurbnios que
expressam kiss2 (kiss2:mCherry) foram localizados no hipotalamo, telencéfalo,
mesencéfalo, area pré-dptica do talamo e projecGes no bulbo olfatorio de zebrafish
(SONG et al., 2014).

Assim como em mamiferos, nos teledsteos foi descrita a acdo dos hormonios
esteroides na regulacdo do sistema kiss (ALVARADO; SERVILI; MOLES; GUEGUEN
etal., 2016; MIGAUD; ISMAIL; COWAN; DAVIE, 2012). Porém, devido as diferentes
localizagBes dos neurdnios kisspeptinérgicos e a presenca de dois ligantes e dois
receptores para Kiss, ainda ndo estdo estabelecidos quais sdo estimulados ou inibidos por
esteroides. Por exemplo, estrogeno ovariano regula positivamente neurénios kissl do
nacleo ventral tuberis em medaka (KANDA; AKAZOME; MATSUNAGA,
YAMAMOTO et al., 2008; MITANI; KANDA; AKAZOME; ZEMPO et al., 2010), da

area pré-optica em goldfish (C. auratus) (KANDA; KARIGO; OKA, 2012) e do
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hipotalamo ventral em zebrafish (D. rerio) (SERVILI; LE PAGE; LEPRINCE; CARATY
et al., 2011). Por outro lado, em sea bass (Dicentrarchus labrax), os esteroides sexuais
ndo alteram os niveis de expressdo do kissl (ALVARADO; SERVILI; MOLES;

GUEGUEN et al., 2016).

1.2. Diferenciacao sexual

O processo de diferenciagdo sexual ocorre quando a gonada indiferenciada
bipotencial se diferencia em um testiculo ou um ovério. Este processo inicia-se pela
ativacdo de vias de sinalizacdo sexo-especifico que resultam em efetores masculinos ou
femininos (HERPIN; SCHARTL, 2015). No inicio do desenvolvimento gonadal, a
gbnada indiferenciada é composta por células somaticas e células germinativas
primordiais (PGCs) (BRAAT; SPEKSNIJDER; ZIVKOVIC, 1999).

Em mamiferos, a gbnada indiferenciada é caracterizada pela expressao dos genes,
Sf1 (Steroidogenic factor 1), também denominado Nr5al ou Ad4bp, (HATANO;
TAKAKUSU; NOMURA; MOROHASHI, 1996), Wtl (Wilms’ tumor 1 protein)
(VIDAL; SCHEDL, 2000) Gata4 (GATA Binding Protein 4). Além desses genes, vias de
sinalizag&o estdo atuando no desenvolvimento gonadal inicial, como os componentes da
via Wnt (Wingless-type MMTV integration site Family), Wnt4 (Wnt Family Member 4) e
Rspol (R-Spondin 1), sdo expressos durante a proliferacéo de células soméaticas em ambos
0s sexos (CHASSOT; BRADFORD; AUGUSTE; GREGOIRE et al., 2012). Assim como
a ativacdo da via de sinalizagdo da insulina através dos receptores Insr e Igflr (PITETTI;
CALVEL; ROMERO; CONNE et al., 2013).

Ap0s o estabelecimento das PGCs na regido da futura génada, inicia-se 0 processo
de proliferacdo marcada pela expressdo do Fgf4 e Fgf8 (KAWASE; HASHIMOTO;

PEDERSEN, 2004). Em seguida, a linhagem germinativa masculina entra em parada

16



mitotica enquanto a linhagem germinativa feminina entra na primeira profase meiotica.
A entrada em meiose é marcada pela expressdo do gene Stra8 (Stimulated by Retinoic
Acid gene 8), sendo o primeiro sinal de dimorfismo gonadal. O &cido Retindico,
sintetizado pela enzima ALDH1AZ2, se liga ao receptor de acido retindico (RAR) e induz
a expressdo de Stra8 nas células germinativas desencadeando a meiose (BOWLES;
KOOPMAN, 2007). Nos machos, as células de Sertoli produzem uma enzima, CYP26B1,
que degrada o &cido retinoico retardando a entrada da meiose das células germinativas
masculinas (BOWLES; KNIGHT; SMITH; WILHELM et al., 2006).

Assim como nos mamiferos, a via do &cido retinoico mostrou-se importante para
a espécie de peixe Siluris meriodinalis (LI; FENG; MA; DONG et al., 2016) porém, para
medaka e tilapia apesar da via ser importante na inducdo da meiose, ndo houve relacao
com a entrada da primeira meiose nas fémeas (ADOLFI; HERPIN; REGENSBURGER;
SACQUEGNO et al., 2016; FENG; FANG; CHENG; HE et al., 2015).

As células germinativas femininas avancam para a primeira profase meidtica antes
de parar no estagio de diploteno (SPEED, 1982). Em contraste, as células germinativas
masculinas entrardo em meiose tardiamente, nesse periodo genes como o Pou5fl (POU
Domain, Class 5, Transcription Factor 1), também chamado de OCT3/4), Nanos2, assim
como a via de sinalizacdo TGF-$ (Transforming Growth Factor beta) estardo atuando na
prevencdo da meiose e quiéscencia das células germinativas (BARRIOS; FILIPPONI;
PELLEGRINI; PARONETTO et al.,, 2010; MORENO; ATTALI; ALLEMAND;

MESSIAEN et al., 2010; TSUDA; SASAOKA; KISO; ABE et al., 2003).

1.3. Diferenciagdo masculina

Em mamiferos XY, o gene determinante do sexo masculino Sry (Sex Determining

Region Y) (KOOPMAN; GUBBAY; VIVIAN; GOODFELLOW et al., 1991) atua em
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conjunto com Sf-1 regulando positivamente a transcricdo do Sox9 (SRY-Box
Transcription Factor 9) nas células somaticas bipotentes que se diferenciara em células
de Sertoli (Figura 4) (SEKIDO; LOVELL-BADGE, 2008). Enquanto a expressao do Sry
¢ transitoria, a expressdo do Sox9 nas células de Sertoli é continua (SEKIDO; BAR;
NARVAEZ; PENNY et al., 2004). A manutencdo da expressdo Sox9 é mantida por dois
mecanismos de feedback positivo, um envolve Fgf9 e o receptor Fgfr2, e o outro a via de
sinalizagdo Ptgds (prostaglandina D sintase) (KIM; BINGHAM; SEKIDO; PARKER et
al., 2007; KIM; KOBAYASHI; SEKIDO; DINAPOLI et al., 2006; WILHELM;
MARTINSON; BRADFORD; WILSON et al., 2005). Além de manter a expressdo do
Sox9, o Fgf9 atua inibindo o Wnt4, gene relacionado a diferenciacdo gonadal feminina,
(KIM; KOBAYASHI; SEKIDO; DINAPOLI et al., 2006) .

4 2N & 1 r —\\v
' \\ / I‘g—( _-//
Fgf9 Testiculo

Wt1, Sf1 Qutros genes
o formadores de

. = )
@ ——<  testiculo
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Figura 4. Mecanismos moleculares da diferenciacdo sexual em mamiferos. Retirado de Scott F. Gilbert et
al., (2007).

Nos teledsteos, 0 sox9b é expresso nas células somaticas da gdnada bipotencial de

ambos os sexos, diferindo da especificidade encontrada nos mamiferos para esse gene
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(NAKAMURA; AOKI; SAITO; KUROKI et al., 2008). E proposto que o sox9b atua em
conjunto com o dmrtl na especificacdo das células de Sertoli em medaka (NAKAMURA;
AOKI; SAITO; KUROKI et al.,, 2008). O dmrtl (doublesex- and mab-3-related
transcription factor 1) é um fator de transcri¢do conservado que desempenha importante
papel durante a determinagcdo e diferenciacdo sexual dos vertebrados (HERPIN;
SCHARTL, 2015).

Em mamiferos, a diferenciacdo das células de Leydig ocorre através da via de
sinalizacdo Hedgehog (YAO; WHORISKEY; CAPEL, 2002). A via Hedgehog é
fundamental na diferenciacdo celular durante o desenvolvimento embrionério
(VARJOSALO; TAIPALE, 2008). Em mamiferos, a via é composta por trés ligantes
homdlogos Hedgehog (Hh), Desert (DHh), Indian (IHh) e Sonic (SHh), dois receptores
Pacthed 1 e 2 e por trés fatores de transcricdo GLI 1, 2 e 3 (VARJOSALO; TAIPALE,
2008). A diferenciacdo da célula de Leydig ocorre via sinalizagdo paracrina da proteina
extracelular DHH secretada pelas células de Sertoli, que se liga no receptor Patched 1
liberando as proteinas GLI que atuam como ativador transcricional (YAO;

WHORISKEY; CAPEL, 2002); (CLARK; GARLAND; RUSSELL, 2000).

1.4. Diferenciagdo ovariana

Nas gbnadas XX em mamiferos, a diferenciacdo do ovéario é dirigida
principalmente pela via de sinalizagdo WNT/B-catenina assim como pelo fator de
transcrigdo FoxI2 (Forkhead box L2). Como mencionado no topico acima, Wnt4 e Rspol
sdo inicialmente expressos nas células somaticas das cristas genitais dos individuos de
ambos os sexos, porém quando inicia o processo de diferenciacdo sexual a expressao de
Wnt4 é regulada negativamente na gdnada masculina e mantida na gbnada feminina

(VAINIO; HEIKKILA; KISPERT; CHIN et al., 1999). Wnt4 e Rspol, por meio da via
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Whnt candnica, atuam na estabilizacdo e translocacdo nuclear de B-catenina (Figura 4)
(PARMA; RADI; VIDAL; CHABOISSIER et al., 2006). A B-catenina é fator de
transcricdo responsavel pela transducdo de sinais especificos do sexo nas células
somaticas durante o desenvolvimento gonadal (LIU; BINGHAM; PARKER; YAO,
2009). A deficiéncia de qualquer dos elementos da via, Wnt4, Rspol, ou B-catenina,
resulta em inversdo sexual parcial de ovario para testiculo (CHASSOT; RANC;
GREGOIRE; ROEPERS-GAJADIEN et al., 2008; LIU; BINGHAM; PARKER; YAO,
2009; TOMIZUKA; HORIKOSHI; KITADA; SUGAWARA et al., 2008; VAINIO;
HEIKKILA; KISPERT; CHIN et al., 1999).

O foxl2 juntamente com o receptor de estrébgeno ESR1 é importante para
manutencdo da identidade da gdnada feminina, uma vez que a perda da sua funcéo resulta
no aumento da expressdo do Sox9 e reprogramacdo das células somaticas femininas em
células somaticas masculinas (SINCLAIR; SMITH, 2009; UHLENHAUT; JAKOB;
ANLAG; EISENBERGER et al., 2009). Nos teleosteos, o foxl2 é expresso
predominantemente durante o desenvolvimento do ovario de varias espécies incluindo
Oreochromis niloticus, Clarias gariepinus, Anoplopoma fimbria (SMITH; GUZMAN;
LUCKENBACH, 2013; SRIDEVI; SENTHILKUMARAN, 2011; WANG;
KOBAYASHI; ZHOU; PAUL-PRASANTH et al., 2007). Em zebrafish, sdo encontradas
duas variantes, fox2la e fox2lb, que em individuos mutantes knockout para ambas as
formas resultaram em inversdo do sexo de fémea para macho (YANG; WANG,; LI,
ZHOU et al., 2017). Ainda em teledsteos, a via WNT/B-catenina esté presente durante o
desenvolvimento da gdnada feminina de algumas espécies como Epinephelus coioides
(CHEN; LI; XIAO; ZHANG et al., 2015), Acanthopagrus schlegeli (WU; CHANG,
2009). Contudo, o papel e o mecanismo regulador em peixes permanecem bastante

obscuros.
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2. JUSTIFICATIVA

O controle do ciclo reprodutivo em cativeiro € fundamental na sustentabilidade da
producdo animal. Porém, esse ciclo fica comprometido para algumas espécies de interesse
econémico, como por exemplo, o robalo flecha (Centropomus undecimalis). Um dos
grandes entraves na sua producao consiste na obtencdo de fémeas em cativeiro, por ser
uma espeécie protandrica, ou seja, atinge a primeira maturacdo sexual como macho e apds
determinado periodo de vida alguns exemplares invertem o sexo (TAYLOR et al., 2000).
Desta forma a obtencéo dessas fémeas torna-se dispendiosa devido ao tempo necessario,
aproximadamente 3 a 4 anos, para que ocorra a inversdo do sexo. Em sistemas de
producdo essa mudanca dificilmente ocorre pelo fato das condi¢cGes ambientais diferirem
do ambiente natural. De acordo com Passini et al., (2019), toda a producdo realizada em
cativeiro provem de fémeas selvagens capturadas no ambiente, dificultando uma das
etapas da cadeia produtiva, que inclui a domesticacdo e selecdo destes animais. Uma das
alternativas para obtencdo destas fémeas em cativeiro consiste na manipulacdo do sexo
gonadal, via esteroides sexuais (CARVALHO et al., 2016). Os esteroides sexuais atuam
no eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal, regulando por exemplo, as Kisspeptina, que
podem estar envolvidas nos processos de mudanca de sexo nos teledsteos (SHI; ZHANG;
LI; LIU et al., 2010; TODD; LIU; MUNCASTER; GEMMELL, 2016). Desta forma, o
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos esteroides 17a-metiltestosterona (MT) e
17B-Estradiol (E2) durante a diferenciacdo gonadal de C. undecimalis, na expressdo do
sistema Kisspetinas, assim como nos perfis transcriptdmicos (RNA-seq) gonadais pos-

tratamento.

21



3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Avaliar a acdo dos esteroides sexuais 17a-metiltestosterona (MT) e 17p-Estradiol

(E2) no sistema kisspeptinas e na diferenciacdo gonadal de C. undecimalis.

3.2. Objetivos Especificos

v" Isolar as sequéncias parciais dos cDNAs do ligante kisspeptina e seus receptores
em C. undecimalis;

v Avaliar a acdo dos esteroides sexuais (MT, E2) na expressao encefalica de kiss e
seu receptor durante o desenvolvimento gonadal de C. undecimalis;

v Analisar o efeito do tratamento com MT e E2 nos perfis transcriptémicos das
gbnadas e identificar os genes diferencialmente expressos (GDEs) entre 0s
tratamentos;

v’ Fazer analises de enriquecimento dos GDEs com a finalidade de obter vias e

processos bioldgicos que estejam alterados.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Para este trabalho, foram utilizados 450 juvenis de robalo-flecha provenientes do
Laboratorio de Piscicultura Marinha (LAPMAR), Universidade de Santa Catarina
(UFSC), Floriandpolis. O peso médio dos juvenis antes do inicio experimental era de 9,55
gramas, com média de comprimento total de 10,73 cm e média do comprimento padréo
de 8,69 cm. Todos os peixes foram mantidos sob condi¢des de temperatura natural e
fotoperiodo controlado de 10 horas de luz. O experimento foi desenvolvido no
Laboratdrio Nacional de Aquicultura Marinha (LANAM), situado no municipio de llha
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Comprida, na Mesorregido do litoral sul paulista e microrregido de Registro no Vale do

Ribeira.

4.2. Desenho dos primers e caracterizacdo parciais dos cDNAs das kisspeptinas e
seus receptores em C. undecimalis

Os primers para reacdo da RT-PCR para os transcritos de kiss1, kissr2 e kissr3 de
C. undecimalis foram desenhados utilizando como referéncia sequéncias de kissl de
Seriola lalandi (HQ449729.1), kissr2 de Solea senegalensis (EU136710.1) e kissr3 de
Morone saxatilis (KJ725183.1) (Tabela 1). Todas essas sequéncias estdo depositadas no
banco de dados publico internacional National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Os produtos amplificados com os primers foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 1% e as bandas com o peso molecular esperado foram extraidas do gel.
Os produtos foram purificados por QUIAEX Il Agarose Gel Extraction Handbook
(QUIAGEN), tratados com ExXoSAP-IT, e submetidos a uma reacdo de sequenciamento
utilizando BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, EUA) e ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer de acordo com a recomendacdes do
fabricante. A obtencdo do cDNA parcial para os genes foi confirmada por alinhamento
com outras sequéncias ja depositadas no GenBank usando interface de BLASTN. Apos
sua confirmacdo, primers especificos (Tabela 1) foram desenhados para as reacfes de
gRT-PCR.

Além disso, as sequéncias obtidas foram codificadas em proteinas e
posteriormente comparadas com outras sequéncias de aminoacidos depositadas no banco

de dados do servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Material suplementar, Figura

1, Figura 2 e Figura 4), nas quais foram realizados alinhamentos multiplos com o ClustalX

alignment software, que faz parte do pacote MEGA v.6.06 (versionLabel) e,
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adicionalmente, alinhamentos com a ferramenta Clustalw3 disponivel no servidor do The
European Bioinformatics Institute (EBI) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw3/),
afim de se localizar os sitios conservados das sequéncias de aminoacidos (Material
suplementar, Figura 3 e Figura 5). Para determinar os possiveis dominios da proteina,
utilizou-se o pacote de ferramentas disponiveis no servidor Pfam

(http://pfam.sanger.ac.uk/)

Tabela 1. Lista de primers utilizados para RT-PCR e qRT-PCR
Target Sequence (5°-3°) Type
CGACTCATTGTCGCTCTGATG (Fw)

kiss1 RT-PCR
GTCTACGTTACGGAAAGTGACAC (Rv)
issr2 GTGGCTCTGGTCGTGGTGTG (Fw) RT-PCR
CTCACGAGAACTGGAGGTGCC (Rv)
Cissr3 CTCTGCGACACCGAACCCC (Fw) R T-PCR
CCTTCAAGCACGCCTTCCCTG (Rv)
Ciss] AGCCCTGGGAGTTTTAAGCC (Fw) GRT-PCR
GGGAGACTGTCCATCAGTTGAA (Rv)
Cissr2 GGACCCATCCAGATCTTCGTC (Fw) GRT-PCR
GTTGGCCCACGTCTTGATCT (Rv)
Cissr3 CTCACCATCACCGCCTGTTA (Fw) GRT-PCR
CGGCCTGAACCTGAAATTGG (Rv)
Bactin GCTGTCCCTGTATGCCTCTG (Fw) oRT-PCR

ACTGTGTGGGTCACACCATC (Rv)
Fw, forward; Rv, reverse.

4.3. Delineamento experimental

Cada tratamento (controle, MT, E2) foi feito em trés réplicas, compostas por 50
juvenis em cada réplica, totalizando 450 juvenis, distribuidos aleatoriamente em nove
tanques retangulares com 12m?3, com renovagéo de a4gua marinha semanal.

O tratamento com E2 foi realizado de acordo com Carvalho et al., (2014), que
obtiveram uma taxa de feminizacdo de 90% de C. undecimalis utilizando ragfes com

100mg E, KG durante 45 dias. Desta forma, foi realizado o mesmo protocolo, utilizando
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uma racdo comercial 45 % de proteina bruta (PB) a qual foi adicionado 100 mg de E2
(Sigma). Ja para o tratamento com MT, a dosagem utilizada foi de 60mg MT KG™ , dose
que induziu maior taxa de masculinizacdo em Oreochromis niloticus (EL-GREISY; EL-
GAMAL, 2012).

As ragdes contendo diferentes horménios foram preparadas uma semana antes do
inicio do experimento. O horménio foi diluido em alcool absoluto em uma solucéo
estoque. Em seguida, uma aliquota da solucéo estoque foi diluida em 250 ml de alcool
etilico P.A. e pulverizado homogeneamente em um quilograma 1 kg de racao que seguiu
para o processo de secagem em ambiente protegido da luz por 48 horas. Apds a completa
evaporacdo do alcool, a racdo foi armazenada em geladeira. A racdo do tratamento
controle recebeu apenas o veiculo (alcool etilico P.A.). Os juvenis foram alimentados
diariamente, quatro vezes ao dia até a saciedade aparente, utilizando racdo comercial com
adicdo do horménio durante 45 dias.

As coletas foram realizadas em trés periodos Al, A2 e A3. O periodo Al foi logo
apos o termino do tratamento; a coleta A2 ocorreu quatro meses pos-tratamento e a A3,
com oito meses ap6s o tratamento (Figura 5). Os tecidos coletados (n=5 por réplica) foram
submetidos as analises histologicas (gbnadas), expressdo génica (encéfalo e gbnada) e

RNA-seq (gbnadas).

Al A2 A3

TreaSment
_A A A,

I I I I ! I ! | ! ! I !

Mar  Apr May  June July Aug Sept  Oct Nov Dec Jan Feb

45 days
4 months post-treatment

8 months post-treatment

Figura 5. Esquema do delineamento experimental das coletas. A1, A2 e A3 representam
as coletas realizadas.
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4.4. Andlise filogenética

As analises filogenéticas foram conduzidas com as sequéncias parciais
amplificadas e sequenciadas do cDNA para o ligante e para o receptor da kisspeptina,
comparando-as com outras sequéncias depositadas no banco de dados do servidor NCBI.
As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo MUSCLE com parametros padrao
e em seguida foram editadas utilizando programa GENEIOUS. As analises evolutivas
foram conduzidas pelo método de méaxima verossimilhanca (ML) com RAXML
(STAMATAKIS, 2014), utilizando a plataforma CIPRES Science Gateway
(www.phylo.org), empregando o modelo de evolucdo GTR (general time reversible) + G

(gama) e o teste de bootstrap com 1000 réplicas.

4.5.Anélises de expressdo génica: gRT-PCR

Para expressdo génica, foram coletados encéfalos (n = 3 por réplica) dos C.
undecimalis, os quais foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em -80 °C
até o momento da extracdo de RNA. O RNA total foi extraido usando o protocolo de
extracdo pelo método TRIzol (Invitrogen, CA, USA) de acordo com o fabricante. A
concentracdo do RNA total (ng/ul) foi mensurada utilizando o espectrofotometro
NanoDrop One (ThermoFisher). Posteriormente, para eliminar contaminacdo por DNA
gendmico, as amostras foram tratadas com DNAse | Amplification Grade, seguindo as
instrucGes do fabricante. A auséncia de DNA gendmico e a qualidade dos RNAs extraidos
foram verificadas por eletroforese em gel de agarose. A reacdo da sintese do DNA
complementar (cDNA) foi realizada usando 1 pg de RNA total, utilizando random

hexamers e Superscript Il Reverse Transcriptase Kit (ThermoFisher) de acordo com as
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recomendacdes do fornecedor. As reacGes de PCR e qRT-PCR foram realizadas com
primers especificos (Tabela 1) na concentracdo de 9nM para cada primer (forward and
reverse) em reac¢oes de 10 ul, utilizando SYBR Green (Applied Biosystem) como master
mix. As reac6es foram submetidas a 40 ciclos (5 min. a 95°C, 40 ciclos de desnaturacao
a 95°C, 30 s. a 60°C e 30s a 72°C) utilizando o termociclador StepOne Real-Time PCR
System (Applied Biosystems).

A expressao relativa dos genes estudados, kissl e kissr2, foi determinada pelo
método ddCT. Para normalizacdo dos niveis de expressdo foram testados dois genes
enddgenos, B-actina e o fator de elongacdo 1-a, dos quais a B-actina apresentou maior
estabilidade. Assim, 0s niveis de expressdao dos genes (Cts) foram normalizados
utilizando como controle a B-actina (dCTs) e posteriormente calibrados com base nos

valores de expressdo do grupo controle de cada tratamento.

4.6. Analises histologicas

As gbnadas dos animais (n=5 por réplica) foram fixadas em Karnovsky - solucao
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
(70% por 4 horas; 95% por 4 horas), infiltrado e incluido em historesina Leica
(metacrilato glicol). Cortes histolégicos seriados longitudinais das gdnadas de juvenis,
com 3 um de espessura, foram obtidos em micrétomo equipado com navalhas de vidro e
foram corados com PAS (Acido Periddico em Reativo de Schiff) + Hematoxilina Férrica
+ Amarelo Metanil. Para analise e documentacdo histoldgica foi utilizado o microscopio
invertido Leica DMI4000B equipado de cAmera digital de alta defini¢do (Leica ICCD50

HD). Os registros fotograficos foram feitos por meio do software LAS EZ Leica que
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acompanha o microscopio utilizado, pertencente ao Laboratorio de Biologia Molecular e

Reprodutiva, Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu-SP.

4.7. Andlise Estatistica

Diferencas significativas foram identificadas utilizando o teste de Student (n&o
pareado) e ANOVA (p<0,05). GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego,

CA ) foi utilizado para todas as anélises estatisticas.

Transcriptoma (RNA-seq) gonadal dos diferentes grupos experimentais

Para avaliar os efeitos das diferentes dietas (controle, MT, E2) na diferenciacdo
gonadal de C. undecimalis, as gbnadas dos individuos de 4 meses pos-tratamento (A2)
foram submetidas as analises de transcriptoma (RNA-seq). O critério para selecdo dos
individuos da coleta A2 foi baseado nas diferencas morfoldgicas das gbnadas que
apresentavam sinais de diferenciagcdo gonadal em testiculos ou ovarios.

Foram sequenciadas 3 amostras por tratamento, (MT=3, E2=3 e controle=3)
totalizando 9 amostras. Cada amostra biolégica foi constituida de um “pool” de trés
gbnadas. O RNA total de cada génada foi extraido utilizando o kit de extracdo Ambion
RNaqueous-Micro (Thermo Fisher Scientific, AM1931), seguindo as instrucdes do
fabricante. Em seguida, a quantidade e a integridade do RNA foram avaliadas utilizando-
se 0 equipamento Agilent 2100 Electrophoresis Bioanalyzer Instrument G2939A (Agilent
Technologies, Boblingen, Alemanha). Somente as amostras que apresentaram o valor de
RIN (RNA Integrity Number) acima de 8 foram enviadas para o sequenciamento. O

sequenciamento foi conduzido pela Beijing Genomics Institute (BGI) (Hong Kong,
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China) utilizando a plataforma Illumina — Hiseq 2000, seguindo protocolo padréo de
preparacdo de bibliotecas de mMRNA. O sequenciamento foi realizado a partir de ambas
as extremidades dos fragmentos (paired-end), depth sequecing, e as leituras (reads)

geradas continham 150 pares de base.

4.8. Montagem ‘de novo’ e anotacgao funcional do transcriptoma

As analises de bioinformética foram conduzidas sob a supervisdo do Prof. Dr.
Manfred Schartl na Universidade de Wirzburg, Alemanha, em parceria com bioinformata
Profa. Dra. Susanne Kneitz, durante o estagio BEPE-FAPESP, Process0:19/19874-7.

A montagem do transcriptoma de novo foi feita para uma amostra de cada
tratamento utilizando o Trinity (https://github.com/trinityrnaseg/trinityrnaseq). Em
seguida, com base no banco de dados do Evidentialgene, foram removidas todas as
sequéncias bioldgicas ndo validas e mantidas todas as sequéncias bioldgicas validas
(https://sourceforge.net/projects/evidentialgene). Subsequentemente, os trés cDNA fastas
filtrados foram combinados e utilizados como uma nova entrada para o Trinity e
posteriormente para o Evigene. Com a montagem dessas sequéncias combinadas, o
restante das amostras foi mapeado utilizando alinhador RNA-Seq STAR. Por fim, uma
avaliacdo quantitativa da integridade da montagem do transcriptoma foi realizada
utilizando a ferramenta BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs v3.02)
(SIMAO; WATERHOUSE; IOANNIDIS; KRIVENTSEVA et al., 2015). Para esta
avaliacdo, o conjunto de transcritos montados do C. undecimalis foi comparado a um
conjunto de 4584 genes de cOpia Unica que estdo presentes em pelo menos 90% das
espécies de Actinopterygi.

A anotagéo funcional do transcriptoma foi conduzida de acordo com pipeline

Trinotate (Transcriptome Functional Annotation and Analysis (https://trinotate.github.io)
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e com BUSCO. Os contings foram traduzidos em sequéncias de proteinas putativas
utilizando TransDecoder e anotados com base na comparacdo entre as sequéncias do

banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot utilizando Blastx e Blastp.

4.9. Identificacéo dos Genes Diferencialmente Expressos (GDES)

A deteccdo dos genes diferencialmente expressos (GDEs) foi realizada no
ambiente R/Bioconductor utilizando o método DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS,
2014). Nesta analise foram comparadas as amostras do grupo E2 em relacéo ao controle
(E2/CTRL), o grupo MT foi comparado ao controle (MT/CTRL) e por fim fizemos uma
comparagdo entre 0s grupos tratados, ou seja, o grupo MT em relacdo ao E2 (MT/E2).
Em seguida, estabelecemos os seguintes padrdes: genes com um log2 Fold Change >1 ou
log2FoldChange<—1 e p-valor ajustado <0,05 foram considerados como diferencialmente
expressos. Uma vez determinado os GDEs, os genes foram analisados do ponto de vista
funcional através da andlise de enriquecimento dos termos de ontologia génica (Gene
Ontology-GO) e das vias metabolicas disponibilizadas pelo KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes). Para ambas analises de enriquecimento utilizamos os genes
ortlogos de humanos e foram conduzidas na plataforma DAVID

(https://david.ncifcrf.gov/) (HUANG; SHERMAN; TAN; COLLINS et al., 2007).

Para visualizar de uma forma global as similaridades e as diferencas dos perfis
transcriptbmicos entre os tratamentos foram realizadas abordagens exploratérias de
analises de dados como Analise Correspondente (CA), cluster heat map ou clustergrama.

Estas analises foram geradas utilizando pacote R/Bioconductor.
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5. RESULTADOS

5.1. Analises filogenéticas das sequencias parciais do cDNA da kiss1, kissr2 e kissr3
de Centropomus undecimalis.

As arvores filogenéticas obtidas utilizando o método estatistico de maxima
verossimilhanca através do RaxML para kiss e kissr de C undecimalis estdo demonstradas
nas Figuras 6 e 7, respectivamente. Na arvore do ligante da kisspeptina foi possivel
observar uma topologia consistente formando dois clados distintos, para kiss2 e kissl
(Figura 6), porém com valores de bootstrap menores, 0 grupo externo utilizado para
enraizar foi kissl Latimeria chalummae. Para o receptor da Kisspeptina foi possivel
observar uma topologia bem consistente formada por dois clados com alto suporte,
enraizados no grupo externo kissr3 Callorhincus milli. Ademais, ainda é possivel
observar um clado formado por kissr2, e outro agrupando kissr3 e kissrl (Figura 7).

A sequéncia parcial do kissl de C. undecimalis formou um grupo irmdo com
Seriola lalandi e Lates calcarifer, que por sua vez formou um grupo com mais
representantes dos Perciformes (Epinephelus bruneu, Sander-vitreus Dicentrarchus-
labrax, Morone. saxatilis, Scomber japonicus e Thunnus Thynnus) e alguns
Scorpaeniformes (Anoplopoma fimbria e Sebastes-schlegelii) (Figura 6). A sequéncia
parcial de kissr2 de C. undecimalis demonstrou proximidade com as sequéncias de kissr2
das espéecies da ordem Pleuronectiformes (Hippoglossus hippoglossus e Solea
senegalensis) e Perciformes (Seriola lalandi) (Figura 7). Ja o kissr3 de C. undecimalis,
formou um grupamento irmdo com os Perciformes (D. labrax, M. saxatilis e Scomber

japonicus) e com Scorpaeniformes (A. fimbria) (Figura 7).
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Figura 6. Arvore filogenética construida baseada nas regides codificantes do DNA para o gene ligante da kisspetina. O método utilizado foi de méxima verossimilhanca com
1000 réplicas de bootstrap. O nimero mostrado em cada né indica o valor de bootstrap (%), somente valores acima de 50 estdo presentes. A arvore foi enraizada na sequéncia

do kiss1 Latimeria chalumae.
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33



5.2. Expressao génica (QRT-PCR)

Para avaliar o efeito dos tratamentos hormonais no sistema kisspeptina, os niveis
de expressdo de kissl e kissr2 foram avaliados por qRT-PCR nos diferentes periodos
amostrados (Al, A2 e A3) (Figura 8).

Os animais que receberam dieta com MT apresentaram maior expressédo de kissl
no periodo Al quando comparados com o grupo controle (Figura 8A). Ja no periodo A2,
0s grupos tratados tanto com MT ou E2 tiveram um aumento nos niveis de expressao de
kiss1 em relacdo ao controle, no entanto, ndo houve diferenca de expressédo de kiss1 entre
0s grupos MT e E2 (Figura 8B). No terceiro periodo de coleta avaliado (A3), 0s niveis
relativos de kiss1 ndo diferiram estaticamente entre 0s grupos experimentais (Figura 8C).
Em relacdo a kissr2, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos para

os periodos analisados (Figura 8D, 8E e 8F).
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Figura 8. Efeito dos horménios (E2) e (MT) nos niveis de RNAm dos genes kiss1 e kissr2 em encéfalos de
C. undecimalis, avaliados por qRT-PCR. (A, D) Legendas: Tempo pds-tratamento hormonal: Al= 45 dias,
A2= 4 meses, A3= 8meses. A expressao foi normalizada pelo gene de referéncia S-actina e os valores
expressos em relacdo & média do controle de cada grupo (0,01)*, (0,001) ** asteriscos indicam diferencas
significativas (p<0.05) entre 0s grupos.

5.3. Analises morfolégicas

Em todos os tratamentos e periodos avaliados, os animais apresentaram génadas

pares, localizadas ventro-lateralmente a bexiga natatoria, e estendendo-se por toda
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cavidade celomatica até a papila-urogenital, com estrutura filiforme e coloracdo

transparente (Figura 9).

Figura 9. Morfologia externa da génada de Centropomus undecimalis, mostrando gbnada posicionada
ventro-lateralmente a bexiga natatdria e estendendo-se por toda cavidade celoméatica. Notar o tamanho e
espessura reduzida do 6rgdo, com aparéncia translicida.

5.3.1. Grupo Al

No grupo controle, a gbnada é composta por um tecido conjuntivo abundante,
muitas células somaticas e algumas células germinativas isoladas ou em cistos (Figura
10A, 10B, 10C). Ja nos animais que receberam dieta contendo MT, o desenvolvimento
gonadal apresentou-se mais avancado quando comparado ao controle (Figura 10D, 10E,
10F). O tecido gonadal destes animais é formado por varias camadas de celulas somaticas,
e as células germinativas, em maior quantidade, estdo organizadas em grupos
majoritariamente localizados na periferia do tecido (Figura 10D, 10E, 10F). No grupo que
recebeu E2, o tecido gonadal é mais espesso, sendo constituido em sua maior parte por
tecido conjuntivo, células germinativas e somaticas que estdo localizadas na regido

central do tecido (Figura 10G,10H, 10I).
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5.3.2. Grupo A2

Neste periodo de coleta A2, a gbnada do grupo controle permaneceu pouco
desenvolvida em relacdo aos demais grupos experimentais. O tecido € composto de
poucas camadas de células somaticas e algumas células germinativas isoladas ou em
cistos (Figura 11A, 11B). No grupo tratado com MT, o tecido gonadal apresenta células
germinativas em cistos formando um cord&o periférico circundando por tecido conjuntivo
(Figura 11C). No grupo tratado com E2, as células somaticas delaminam-se e formam um
limen, o qual é margeado por células germinativas e células somaticas, além de uma

espessa camada de tecido conjuntivo externo (Fig. 11F, 11G, 11H).
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Figura 10. Corte histol6gico longitudinal das génadas de Centropomus undecimalis no periodo de coleta
Al. Comparacéo entre os grupos controle (A, B, C), grupo tratado com MT (D, E F) e tratado com E2 (G,
H, I). (A, B, C) No grupo controle o desenvolvimento da gdnada encontra-se no estagio inicial com poucas
células germinativas individualizadas ou em cistos. (D, E, F) Tecido gonadal em desenvolvimento com
células germinativas formando corddes periféricos com reestruturagéo das células sométicas para formacao
do ducto. (G, H, I) Génada com células germinativas na regido medial do tecido delimitada por espessa
camada de tecido conjuntivo. Legendas: (GC) célula germinativa, (SPG) espermatog6nia. Coloragdo: PAS
+ hematoxilina férrica + amarelo metanil . Barras: A=75um. D, G= 250 um. B, E, H = 50um. C, F, I= 25
pm.

L)

38



Control

17a-Methyltestosterone

17beta-Estradiol

Figura 11 - Corte histolégico longitudinal das génadas de Centropomus undecimalis no periodo de coleta
A2. (A, B) Gobnada do grupo controle em desenvolvimento inicial com células germinativas
individualizadas ou em cistos circundadas por tecido conjuntivo. (C, D, E) Grupo tratado com
metiltestosterona apresenta génada em estagio de desenvolvimento avangado comparado ao controle. As
células germinativas estdo organizadas em corddes periféricos. (F, G, H) Gdnada dos animais tratados com
E2, as células germinativas estdo distribuidas bilateralmente e voltadas para uma cavidade central.
Legendas: (GC) célula germinativa, (SPG) espermatogobnia. (*) limen. Coloracdo: PAS + hematoxilina
férrica + metanil yellow. Barras: A= 50 pm. C, F=75 pm. D, G= 50 um. E, H= 25 pm.

5.3.3. Grupo A3
As gbnadas do grupo controle tém um avanco em seu desenvolvimento e possui
estrutura similar a génada do grupo tratado com MT, onde é possivel notar a presenca de
grupos de células germinativas formando clusters localizados em uma das margens do
tecido (Figura 12A, 12B, 12C). No grupo tratado com MT, a génada continua com o

mesmo padrdo da coleta anterior, porém o corddo de células germinativas periféricas
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apresenta maior quantidade de células (Figura 12D, 12E, 12F). Os animais que receberam
E2 apresentam tecido gonadal com Iumen e a quantidade dos grupos de células

germinativas é maior quando comparada aos estagios anteriores (Figura 12G, 12H).
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Figura 12. Corte histol6gico longitudinal das génadas de Centropomus undecimalis no periodo de coleta
A3. (A, B, C) Gbnada do grupo controle mostrando a formacdo de corddes de células germinativas
localizadas em uma Unica extremidade do tecido, caracteristico do desenvolvimento de génada masculina.
(D, E, F) Gbnada do grupo MT apresentando um aumento do nimero de espermatogénias, envoltas por
células de Sertoli. (G, H) Gbnada dos animais tratado com E2 apresentando as células germinativas
posicionadas na regido medial voltadas para cavidade que originara a cavidade ovariana. Legendas: (GC)
célula germinativa, (SPG) espermatog6nia, (SC) células de Sertoli, (BV) vaso sanguineo. Coloragdo: PAS
+ hematoxilina férrica + metanil yellow. Barras: A, D =75 pum; B, E, G = 50 um; C, F, H=25 pm
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5.4. Transcriptoma e montagem de novo

O resultado do sequenciamento gerou um total de 548,910,191 clean reads

obtidos das trés réplicas de cada grupo Controle, E2 e MT (Tabela 2). A montagem do

transcriptoma feita através do programa Trinity resultou no total de 45519 transcritos com

tamanho médio de 277 pbs e maximo de 5549pbs.

Tabela 2. Dados do RNA-seq das gbnadas.

Read
Sample  Treatment I%ZZZ Clean bases Ie(rtl)g';h Q20(%) GC(%)
p

Control 1 103,295,542 15,494,331,300 150  95,77% 47,10%
Control 2 Control 67,935,230 10,190,284,500 150  96,17% 47,11%
Control 3 67,520,966 10,128,144,900 150  96,33% 47,50%
E2 4 68,585,378 10,287,806,700 150  96,19% 47,91%
E25 E2 66,835,988 10,025,398,200 150  96,29% 47,31%
E26 104,551,485 15,625,398,200 150  95,15% 47,35%
MT 7 68,855,381 10,007,546,700 150  96,18% 47,19%
MT 8 MT 67,170,323 10,188,130,500 150  96,17% 47,25%
MT 9 105,881,706 15,882,255,900 150  95,26% 47,69%

A avaliagdo da montagem dos transcritos utilizando o software BUSCO resultou

no total de 3926 (85,6%) BUSCOS completos, dos quais 3489 (76,1%) foram ortélogos

completos de cdpia simples, 437 (9,5%) ortdélogos completos de copia duplicada, 231

(5%) BUSCOs fragmentados e 427 (9,4%) BUSCOs ausentes (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise da integridade do genoma usando BUSCO.

Complete orthologs

Complete and single-copy orthologs (S)
Complete and duplicated orthologs (D)

Fragmented orthologs (F)
Missing orthologs

Total ortholog groups searched

3926
3489
437
427
427
4584

85,6%
76,1%
9,1%
5%
9,4%
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5.4 Analise exploratoria

A anélise de correspondéncia (CA) obtida dos GDEs mostrou a formacéo de trés
grupos separados no grafico Figura 13A). Cada grupo estava composto somente por suas
réplicas biologicas. Esse resultado demonstra que as réplicas bioldgicas de cada grupo
apresentaram baixa variabilidade. E possivel notar também que 0s grupos mostraram
perfis transcriptdmicos diferentes (Figura 13A).

O cluster hierarquico e heatmap permitiram visualizar os perfis transcriptémicos
entre os grupos MT, Controle e E2 (Figura 13B). No heatmap cada coluna representa uma
réplica bioldgica e cada cédula um transcrito. Desta forma, nota-se que as réplicas
bioldgicas apresentaram baixa variabilidade e que os grupos tém padrfes de expressao

génica distintos (Figura 13B).
5.5. Analise dos GDEs e de enriquecimento funcional

Na andlise dos GDEs entre os grupos tratados com E2 vs. Controle foram
encontrados 475 transcritos, sendo 273 regulados positivamente e 202 negativamente
(Figura 13C). J& a comparacao entre 0s grupos tratados com MT vs. Controle resultou em
namero menor de GDEs, no total foram encontrados 285 transcritos dos quais 173
sofreram regulacdo positiva e 112 e negativa (Figura 13C).

A construcdo do diagrama de Venn contendo os GDEs possibilitou identificar os
genes gue tiveram regulacdo especifica, comum e antagbnica em resposta aos esteroides.
Em relacdo aos genes que responderam de forma especifica, 204 e 105 foram regulados
positivamente nas comparacdes entre 0os grupos E2 vs. Controle, e entre os grupos MT
vs. Controle, respectivamente (Figura 13C). Por outro lado, 0 numero genes regulados

negativamente de forma especifica foram 177 na comparagéo entre E2 vs. Controle e 84
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quando comparados os grupos MT vs. Controle (Figura 13C). Em ambos os tratamentos
(MT e E2), 60 genes foram regulados positivamente e 19 genes foram regulados
negativamente. Um total de 13 GDEs apresentam regulacdo antagonica, dentre eles 7
genes (nogg3, tcla, smocl, pkhnl, pnph, glt18 e cp4v2) tiveram uma regulacao positiva
em resposta ao E2 e negativa ao MT (Figura 13C). Assim como, 6 genes (cad26, ntcp2,
wnt2b, dab2, cxar e homel) tiveram um aumento na expressao em reposta ao MT e uma

diminuicdo em relacdo ao E2 (Figura 13C).

Color Key —‘

-2 012
Value

[E25 DESeazer = T
[E7 4.D[E2_5 DESeqz.

T_9.DESeqZ.norm
_DESeq2.norm

trol_3_DESeq2.norm

mT Control

E2/Control MT/Control
Down up

E2/Control
upP

MT/Control
Down

Figura 13. A) Anélise de correspondéncia (CA). A insercdo mostra os Eigenvalues. O valor de d fornece
o tamanho da grade. B) Heat map mostrando os perfis de expressdo génica entre os grupos MT, Controle
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(Control) e E2. Amostras agrupadas de acordo com seus padrdes globais de expressdo génica. Cada coluna
representa uma amostra bioldgica e cada linha um gene especifico. (C) O diagrama de Venn mostra o
numero de genes diferencialmente expressos na comparagdo entre os grupos E2 vs Control, e entre MT vs
Controle.

Para obter informacéo sobre o conjunto de GDEs foi conduzida uma anélise
ontoldgica dos genes (GO). Esta analise classifica os genes em termos que estao inseridos
nas trés categorias: processo bioldgico, funcdo molecular e componente celular. Como
resultado, obtivemos uma extensa lista de termos dos quais foram selecionados dez
termos por categoria que continham o maior nimero de genes.

A analise de enriquecimento dos GDEs positivamente regulados no tratamento
MT em relacdo ao Controle mostrou que 0s processos bioldgicos relacionados a
organizacdo estrutural do tecido foram estimulados como, matrix extracelular e
organizacdo filamento actina, bem como a regulacao positiva de expressdo génica, entre
outras (Figura 14A).

Ja os GDEs que foram regulados positivamente no grupo tratado com E2 em
relacdo ao Controle (Ctrl) foram relacionados aos processos bioldgicos de sinais de
transducéo, regulacdo negativa da RNA polimerase 11, via de sinalizacdo de receptor de
superficie e regulacdo positiva da proliferacao celular (Figura 14B). Além desses, genes
relacionados ao processo de regulacdo positiva da proliferagdo celular e regulacdo

negativa do processo apoptético também estavam presentes (Figura 14B).
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Figura 14. Andlise de enriquecimento da ontologia dos GDEs positivamente. (A) 10 termos com maior
nimero de GDEs da comparagdo entre 0s grupos MT vs Controle. (B) 10 termos com maior nimero de
GDEs da comparacéo entre os grupos E2 vs Controle. Categorias estdo representadas por cores: processo

bioldgico (verde); componente celular (azul) e fungdo molecular (alaranjado).
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Figura 15. Andlise de enriquecimento da ontologia dos GDEs. (A) 10 termos com maior nimero de genes
regulados negativamente entre MT vs E2. (B) 10 termos com maior ndmero de genes regulados
positivamente entre MT vs E2. Categorias estdo representadas por cores: funcdo molecular (cinza);
componente celular (azul) e processo biolégico (alaranjado).

Anaélise de enriquecimento da ontologia dos GDEs comparado entre os grupos MT
vs E2 mostrou que os transcritos relacionados aos termos sinais de transducao, regulacéo
positiva da RNA polimerase |1, regulacdo negativa da transcricdo modelada por DNA,
regulacdo positiva da expressdo génica, termos adesdo celular e organizacdo da matriz
extracelular foram regulados negativamente (Figura 15A). Por outro lado, os transcritos
que estavam mais expressos no grupo MT em relacdo ao E2 foram associados aos termos
resposta a droga, angiogéneses e resposta celular ao acido retinoico (Figura 15B).

Para obter informacGes sobre as possiveis vias que os GDEs poderiam estar
relacionados, foi realizada uma analise de enriquecimento das vias considerando o valor

de p < 0,05. A analise de enriquecimento de vias com base no banco de dados KEGG
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revelou vias enriquecidas principalmente relacionadas esteroidogénese (Figura 16).
Sendo assim, essas analises demonstraram nove vias reguladas negativamente no
tratamento com MT em comparacdo com o tratamento E2 (Figura 16A). Dentre elas, a
via que apresentou maior diferenca significativa foi a via da esteroidogénese ovariana
(Figura 16A). As outras vias afetadas foram da biossintese de hormonio esteroide,
receptor da matriz extracelular, adesdo focal entre outras (Figura 16A). Ja as vias
reguladas positivamente em resposta ao MT comparado ao E2 foram as vias da
sinalizacdo PPAR (Peroxisome proliferator- actived receptor), peroxissomo,

proteoglicanos em cancer entre outras (Figura 16B).

A Down-regulated pathways MT/E2 B Up-regulated pathways MT/E2
Pathways in cancer [ ——
Proteoglycans in cancer [T Proteoglycans in cancer —
Focal adhesion [ Peraxisome [
Complement and coagulation... [ Basal cell carcinoma  EEEEE—
Protein digestion and absorption [ N )
Protein digestion and absorption =
ECM-receptor interaction [
. ) . PPAR signaling pathway [
Steroid hormone biosynthesis [k Signaling pathway
Staphylococcus aureus infection [ Mineral absorption | —
Ovarian steroidogenesis [ Vitamin digestion and absorption | —
r T T 1 r T T 1
0 5 10 15 0 2 4 6 8 10
M Count M Fold enrichment M Count M Fold enrichment

Figura 16. Analise de enriquecimento das vias comparando os GDES entre os tratamentos MT vs
E2.

De forma geral, vias relacionadas a sintese dos esteroides (esteroidogénese
ovariana e biossintese de hormonio esteroide), sinalizacdo do Lh (horménio luteinizante)
e sinalizacdo do Igfl tiveram sua expressao suprimida em resposta ao tratamento MT em
comparagdo com E2 (Figura 17). O GDEs que apresentaram associagdo com essas vias
foram: alox5, cyplbl, cypllal, cypl7al, cypl9al, hsd17bl, igfir e star. Uma visdo

detalhada dessas vias pode ser observada na Figura 17.
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Figura 17. Detalhes da via esteroidogénica ovariana com base no banco de dados KEGG. Estrelas indicam
genes menos expressos no tratamento com MT comparado ao E2.

5.6. Analise dos GDEs em resposta ao tratamento E2

A comparacdo entre 0s grupos tratados com E2 versus grupo controle revelou uma
maior expressdo de genes comumente envolvidos na diferenciacdo sexual feminina de
varios vertebrados como foxI2 e os genes da via esteroidogénica cypl9al e hsd17bl
(Figura 18). Outro gene que teve sua expressdo aumentada foi um membro da familia de

genes conhecida como Iroquois homeobox, o0 irx5. Recentemente, foi identificado que o
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irx5 esta sob o controle transcricional da via Wnt, que por sinal foi outra via que teve
membros regulados positivamente, dentre eles fst e rspondl (Figura 18, Tabela 4). Por
outro lado, genes implicados na determinacao do sexo masculino ou no desenvolvimento
do testiculo, como tbx1, dmrtl, inhbb, pax2a, shh e grfo-1, smoc 1 e smoc 2 foram
regulados negativamente no grupo tratado com E2 (Figura 18). Assim como,
componentes de sinalizacdo Wnt, wnt2b e wntl10 e o receptor frizzled fzd8 tiveram sua

expressao diminuida (Figura 18).

E2/Control

Log, Fold Change
N

Figura 18. Analise comparativa dos genes diferencialmente expressos (GDES) entre o grupo tratado com
17-B Estradiol (E2) e grupo controle. Os genes foram considerados regulados positivamente ou regulados
negativamente se log2 (Fold Change)> 1 e log2 (Fold Change) <-1, respectivamente. p<0,05.

5.7. Analise dos GDEs em resposta ao tratamento MT

O tratamento com MT estimulou a expressdo de genes relacionados ao
desenvolvimento e diferenciacdo gonadal masculina, dentre eles o fator de transcrigéo
dmrt3 (Doublesex e mab-3) e o receptores nucleares nr5a2 e nrOb2 (Figura 19, Tabela 4).

Também encontramos componentes de sinalizagdo Wnt regulados positivamente, wnt2b,
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wnt9a e rspol (Figura 19). Outros genes que apresentaram aumento na expressdo foram
o0 receptor pcth3 (membro da familia Patched) e a subunidade Beta A da inibina, inhba.
Em contraste, alguns genes envolvidos na biossintese do hormonio esteroide
(cyplbl, cypllal, cypl7al, star e lhcgr) foram regulados negativamente no grupo MT
(Figura 19). Da mesma forma, o antagonista da via de sinalizacdo Wnt, dkkl (Dickkopf
homolog 1), teve sua expressdo diminuida (Figura 19). Os genes sox9 e sox9b foram
Menos expressos, assim como os receptores do fator de crescimento de fibroblastos 3 e 4
(fofr3 e fgfrd) e 0 nogg3, gene inibidor de membros da familia TGF-B (Transforming

Growth Factor beta) (Figura 19).
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Figura 19. Andlise comparativa de genes diferencialmente expressos (GDEs) entre 17a-Metiltestosterona
(MT) e grupo controle. Os genes foram considerados regulados positivamente ou regulados negativamente
se log2 (Fold Change) > 1 e log2 (Fold Change) < -1, respectivamente. p < 0,05.

5.8. GDEs ente o grupo tratado com MT vs grupo tratado com E2

O tratamento com MT em comparacdo com E2 resultou em um total de 335 genes
regulados positivamente e 302 genes regulados negativamente (Figura 20). Essa

comparacao revelou um nimero maior de GDEs entre 0s grupos, mostrando assim que 0s
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grupos tratados exibem perfis transcriptbmicos mais distintos entre si do que quando
comparados ao controle.

A via de sinalizagdo Wnt apresentou genes que tiveram sua expressao tanto
estimulada (wnt2b, wnt9a e wnt7a) quanto reprimida (wnt4a, wntsb, wntl1, sfrpl, dkkl,
fsta) (Figura 20A). Os fatores de transcricdo dmrt3, nr5a2, nr5a2like, nrOb2 foram mais
expressos (Figura 20B). Ja os fatores de transcricao foxI2 e irx5 e outros ainda com 0s
mecanismos nao elucidados como gatab, sox6 e sox11 foram menos expressos (Figura
20B).

Véarios componentes da via esteroidogénica tiveram sua expressdo diminuida,
principalmente os genes da via da esteroidogéneses ovariana (cypl9al, hsd17bl,
cypl7al, cyplbl, star, cypllal) (Figura 20C). Por outro lado, genes que estdo associados
de forma indireta com a via tiveram um aumento na expressdo como, star9-like, receptor
de horménio luteinizante (lhr), citocromo P450 familia 2 membros 1 e 2 (cyp2j1, cyp2j2)
e receptor de progesterona (prgr) (Figura 20C).

Nossos dados também revelaram que o tratamento com MT aumentou os niveis
de expressdo dos fatores de crescimento da via de sinalizacdo Hedgehog (ptch3, shh,
ptch2) (Figura 20D) assim como, estimulou a expressao do TGF-a, membro da familia
EGF (Epidermal Growth Factor) e do GFRa, receptor da familia GDNF (Glial cell line-
derived neurotrophic fator) (Figura 20D). Ja em relacdo aos fatores de crescimento que

tiveram sua expressdo diminuida estdo o fgfi, igfrl pgfrl, gdf5 e tafa2 (Figura 20D).
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Figura 20. Genes diferencialmente expressos (GDES) entre os grupos 17a-Metiltestosterona (MT) e 17p-

Estradiol (E2). (p < 0,05, | log2 FC |> 1).

5.9. Visdo global dos genes envolvidos na diferenciacédo sexual e gametogénese

Para ter uma visdo global dos genes ja descritos que estdo relacionados a

determinacéo, diferenciacdo ou manutencao do sexo em vertebrados, listamos uma tabela

incluindo alguns desses genes. A Tabela 4 inclui os genes que foram considerados

diferencialmente expressos, assim como aqueles que ndo foram considerados, ou seja,

ndo apresentaram valores de acordo com os parametros log. FC>1 ou log> FC<-1, p<0,05.
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Tabela 4 - Padrdo de expressao de genes relacionados a determinacéo/diferenciacdo sexual e gametogénese

Gene ID Gene name Gene description Log2 Fold Change
Transcription factors E2/Control MT/Control  MT/E2
TR_DN463_c1_g2 wtl Wilms tumor protein 1a 0,35 -0,36 -0,72
TR_DN29653_c0_g1 foxI2 Forkhead box L2 5,49 0,62 -4,88
TR_DN39565_c0_g1 foxI3 Forkhead box L3 0,69 — —
TR_DN23901_c0_g1 gatad Gata binding protein 4 - - -
TR_DN33279_c0_gl1 gata5 Gata binding protein 5 0,75 - -1,07
TR_DN18189_c0_g1 dmrtl Doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 -1,22 - 0,76
TR_DN31878_c0_g1 dmrt3 Doublesex- and mab-3-related transcription factor 3 — 1,15 2,32
TR_DN6183_c0_gl sox8 SRY-box transcription factor 8 — — -0,68
TR_DN312_c0_gl1 sox9-like SRY-box transcription factor 9-like -0,67 -1,51 -0,85
TR_DN35942_c0_g1 sox9 SRY-box transcription factor 9 -0,83 -1,51 -0,69
TR_DN8591_c0_g1 sox10 SRY-box transcription factor 10 - 1,08 -
TR_DN30448_c0_gl1 sox11 SRY-box transcription factor 11 — — -1,06
Dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on
TR_DN37824_c0_gl dax1 - - -
chromossome X, gene 1
TR_DN27893_c0_g1 nrob2 Nuclear receptor subfamily 0 group B member 2 - - -1,12
TR_DN30667_c0_g1 nrob2 - like  |Nuclear receptor subfamily 0 group B member 2-like - 2,47 3,44
TR_DN3283_c0_gl sf1-like Steroidogenic factor 1like — -0,45 -0,66
TR_DN30034_c0_g1 sf-1 Steroidogenic factor 1 — — -0,64
TR_DN38452_c0_gl1 nr5a2 Nuclear receptor subfamily 5 group A member 2 — 1,24 1,30
TR_DN37032_c0_g1 nr5a2like  |Nuclear receptor subfamily 5 group A member 2-like — — 2,76
TR_DN11058_c0_g1 pax2a Paired box 2 -2,22 — 2,25
Growth factors
TR_DN16455_c0_g1 fof1 Fibroblast growth factor 1 — -0,85 -1,45
TR_DN21314_c0_g1 faf7 Fibroblast growth factor 7 1,01 — -0,68
TR_DN4019_c0_gl1 fagfio Fibroblast growth factor 10 — 0,73 1,05
TR_DN9380_c1_gl1 faf20 Fibroblast growth factor 20 — — 0,98
TR_DN331_c0_g2 fafr2 Fibroblast growth factor receptor 2 0,56 0,54 -
TR_DN9807_c0_g1 fafr3 Fibroblast growth factor receptor 3 - -1,10 -
TR_DN8783_c0_g1 fafrd Fibroblast growth factor receptor 4 — — -1,09
TR_DN2408_c6_gl fafrd Fibroblast growth factor receptor 4 — -1,06 -0,63
TR_DN39207_c0_g1 pdgfa Platelet derived growth factor subunit alpha — — -0,97
TR_DN280_c1_gl1 pdgfb Platelet derived growth factor subunit beta 0,61 - -
TR_DN2469_c0_g1 szrd1l/amh |Anti-Miillerian hormone — -0,94 -0,52
TR_DN35835_c0_g1 cxcrd B-X-C Motif chemokine receptor 4 0,78 — —
TR_DN35395_c0_g1 sdf1 Stromal cell-derived factor 1 — — —
TR_DN13785_c0_g1 shh Sonic Hedgehog -1,76 — 1,95
TR_DN27739_c0_g1 ptch2 Patched 2 — — 1,66
TR_DN32028_c0_g1 ptch3 Patched 3 - 2,29 2,94
TR_DN2190_c2_g1 gdf5 Growth and differentiation factor 5 1,40 — -1,74
Rspol/Wnt4/B-catenin pathway
TR_DN455_c0_g1 ctnb1 Catenin beta-1 — — —
TR_DN2938_c0_gl1 ctna2 Catenin alpha-2 -0,52 — 0,83
TR_DN721_c2_gl wntda Wingless-type MMTV integration site family, member 4 0,93 - -1,01
TR_DN29863 c0_g1 rspol B-Spondin 1 1,20 1,35 —
TR_DN16900_c0_g1 fsta Follistatin 1,23 — -1,12
Steroidogenesis and hormone receptors
TR_DN36186_c0_gl star Steroidogenic acute regulatory protein — -1,35 -1,97
TR_DN23935_c0_g1 cplia Cytochrome P450 family 11 subfamily A — -1,38 -1,59
TR_DN13593_c0_g1 cypl7a Cytochrome P450 family 17 subfamily A member 1 0,69 -1,53 -2,23
TR_DN17335_c0_g1 dhb1/hsd17b1 |17-Beta hydroxysteroid dehydrogenase 1 2,42 -0,29 -2,72
TR_DN39035_c0_g1 cypl9 Aromatase 6,76 — -6,01
TR_DN140_c0_g1 esrb Estrogen receptor beta 0,87 0,72 —
TR_DN2175_c0_gl esra Estrogen receptor alpha — — —
Retinoic acid pathway
TR_DN28040_c0_g1 cyp26b Cytochrome P450 family 26 subfamily B - - -
TR_DN30560_c1_gl raraa Retinoic acid receptor alpha 0,67 -0,78 -1,46
TR_DN26019_c0_g1 allal Aldehyde dehydrogenase 1family member Al -0,89 — 0,70
TR_DN1784_c0_gl alla2 Aldehyde dehydrogenase 1 family member A2 — -0,57 -0,80
TR_DN230_c1_g2 alla3 Aldehyde dehydrogenase 1 family member A3 — -0,93 -1,02
TR_DN26685_c0_gl stra6 Stimulated by acid retinoic 6 — — —

(-) Néo diferenciamente significativos, p>0,05
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito de esteroides sexuais no desenvolvimento
gonadal de C.undecimalis quanto a expressdo génica de kisspeptina encefélica e seus
receptores, a morfologia gonadal e nos perfis transcriptdmicos (RNA-seq) gonadais.

A analise filogenética das sequéncias codificantes para o gene ligante Kkissl,
formou grupamento com Perciformes e Scorpaeniformes, porém as sequéncias do ligante
sd0 mais variadas, 0 que resultou em uma arvore menos consistente e robusta quando
comparada a arvore do receptor de kisspeptina. Neste trabalho até 0 momento ainda nédo
conseguimos isolar a sequéncia do kiss2 C. undecimalis. A analise do receptor de
kisspeptina de C. undecimalis mostrou a presenca de duas copias, kissr2 e kissr3,
posicionadas em clados distintos formando grupamentos irmaos com outros Perciformes,
Pleuronectiformes e Scorpaeniformes.

Quanto a expressdo génica do sistema kisspeptina, 0os animais que receberam MT
apresentaram maior expressdo de kiss1 no periodo de coleta A1 em relagcdo aos demais
grupos. Esse resultado sugere que os neurdnios kisspeptinérgicos foram sensiveis a esse
esteroide sexual. O tratamento com E2 por outro lado, ndo alterou o nivel de expressédo
do kissl no periodo Al, porém no periodo A2, ambos os tratamentos (androgeno e
estrdgeno) resultaram em niveis elevados dos transcritos de kiss1 em relacéo ao controle.
Essa acdo dos esteroides nos neurbnios kisspeptinérgicos esta bem estabelecida em
mamiferos. Em camundongos, por exemplo, a testosterona e o estradiol tém um efeito
estimulatério nos niveis de kissl nos neurbnios do nucleo AVPV (SMITH;
CUNNINGHAM; RISSMAN; CLIFTON et al., 2005; SMITH; DUNGAN; STOLL,;
GOTTSCH et al., 2005).

Nos teledsteos, em medaka, os niveis de expressdo do ligante kissl estdo

correlacionados com as mudancas dos estagios reprodutivos, sugerindo assim a regulacéo
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do kissl via esteroides sexuais (KANDA; AKAZOME; MATSUNAGA; YAMAMOTO
et al., 2008). Ainda em medaka, fémeas ovariectomizadas apresentaram regulacédo
negativa para kissl que era retomada quando administrado estrégeno. Neste mesmo
trabalho foi identificado a expressdo do receptor de estrogeno nos neurbnios que
expressam kissl (MITANI; KANDA; AKAZOME; ZEMPO et al., 2010). Zebrafish
juvenis expostos durante 7 dias ao estrégeno apresentaram um aumento nos niveis de
RNAm kissl (SERVILI; LE PAGE; LEPRINCE; CARATY et al., 2011).

Desta forma, € possivel sugerir que o aumento do ligante kiss1 de C. undecimalis
possa ter sido em decorréncia do tratamento com o0s esteroides sexuais. Para
estabelecermos uma possivel relacdo entre esteroide sexual, kissl e estagio reprodutivo,
abordaremos a seguir os aspectos da morfologia gonadal dos diferentes tratamentos.

No presente estudo, antes do inicio do periodo experimental os animais
apresentavam tecido gonadal formado por algumas células germinativas isoladas, o qual
sugerimos ser uma gbnada indiferenciada. O C. undecimailis é uma espécie protandrica,
ou seja, todos os individuos tém sua primeira maturacao sexual como macho (TAYLOR
et al., 2000), logo, espera-se visualizar no desenvolvimento gonadal do grupo controle a
formacdo de testiculos. Durante o periodo das trés coletas (A1, A2 e A3), 0 grupo controle
apresentava inicialmente gonada filiforme com poucas camadas de células somaéticas e
algumas células germinativas isoladas que ao longo do tempo, essas células formaram
cistos localizados na periferia no tecido. O grupo tratado com MT desde a primeira coleta
Al apresentou gbnada com desenvolvimento avangado comparado ao controle. O tecido
gonadal era formado por varias camadas de células somaticas e muitas células
germinativas organizadas em cistos majoritariamente localizados na periferia do tecido.

E por fim, o grupo E2 no qual o tecido gonadal era constituido em sua maior parte por
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tecido conjuntivo, células germinativas e somaticas que estavam localizadas na regido
central do tecido.

De acordo com Mazzoni et al (2014) é possivel distinguir precocemente uma
gbnada feminina de uma masculina com base na organizacédo das células germinativas e
somaticas no tecido gonadal. Em estudo realizado com Percormorpha, em uma espécie
gonocoristica, as gbnadas indiferenciadas dos animais que supostamente eram fémeas,
apresentavam células germinativas distribuidas na regido central da gdnada enquanto que
0s machos apresentavam células germinativas concentradas na regido periférica,
formando estruturas semelhantes a acinos (MAZZONI; GRIER; QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2014). Além disso, a regido dorsal da gbnada masculina apresenta uma
alta taxa proliferativa de células somaticas que dardo origem ao ducto espermatico
(MAZZONI; GRIER; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2014). Dessa forma, apesar dos animais
ainda ndo apresentarem células germinativas avancadas para afirmamos quais individuos
sdo machos ou fémeas, podemos inferir de acordo com a morfologia do desenvolvimento
gonadal descrita por Mazzoni et al (2014), que o grupo controle e o tratado com MT,
apresentam gonadas com caracteristicas de testiculo, enquanto que no grupo tratado E2,
as gonadas possuem diferenciacdo semelhante a ovario.

Considerando que a entrada na puberdade dos teledsteos € caracterizada pela
presenca dos espermatdcitos nos machos e o inicio da vitelogénese nas fémeas
(TARANGER; CARRILLO; SCHULZ; FONTAINE et al., 2010), a relagdo kissl e
entrada na puberdade ndo se aplica neste estudo, pois, 0s tipos celulares espermatocitos e
odcito em vitelogénese, ndo estavam presentes no tecido gonadal de C. undecimalis.

O aumento de kiss1 pode estar relacionado com a diferenciagdo precoce do eixo
hipotaldamico-hipofisario-gonadal masculino e consequentemente com a proliferacdo das

células germinativas, embora o receptor nao tenha alterado. Assim como foi descrito em
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fémeas masculinizadas, submetidas altas temperaturas, de pejerrey (Odontesthes
bonariensis, porém, neste estudo o ligante kiss2 foi mais expresso e sugerido como
candidato na relacdo da diferenciacdo do eixo cérebro-hipdfise no desenvolvimento
masculino (TOVAR BOHORQUEZ; MECHALY; HUGHES; CAMPANELLA et al.,
2017).

Sendo assim, com esses dados preliminares, € possivel inferir que o aumento dos
transcritos primarios de kiss1 no tratamento com MT em Al possam estar relacionados

com o processo de diferenciacdo e desenvolvimento gonadal mais avangado nesse grupo.

6.1.Analise do transcriptoma

Este estudo apresentou de forma inédita o de novo transcriptoma gonadal de C.
undecimalis. A montagem do transcriptoma apresentou uma alta precisao e completude
dos quais 4584 ortologos de copia Unica pesquisados, 3926 foram recuperados
completamente, esse indice de 85,6% é comparavel a outros estudos de analise de
transcriptoma de novo, onde por exemplo, o indice de completude variou de 76%
(Coregonus lavaretus) a 79% (Salmo salar) (CARRUTHERS, et al., 2018). A avaliacdo
dos perfis transcriptbmicos das gbnadas entre os tratamentos revelou genes
diferencialmente expressos relacionados a diferenciagdo sexual e desenvolvimento

gonadal.

6.2. Estradiol (E2) ativa genes da via de diferenciacdo feminina

A analise do perfil transcriptémico do grupo tratado com E2 em comparag¢éo com
0 grupo controle mostrou que os genes relacionados a diferenciacdo ovariana, cypl9al e
foxl2, foram os genes mais diferencialmente expresso. O cypl9al, aromatase gonadal,

codifica uma enzima responsavel pela aromatizacdo de andrdgenos em estrogenos
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(SIMPSON; MAHENDROO; MEANS; KILGORE et al., 1994). Nos teledsteos, estudos
mostram que o estrogeno tem um papel importante na diferenciacdo ovariana
(BLAZQUEZ; GONZALEZ; PAPADAKI; MYLONAS et al., 2008; GUIGUEN;
BAROILLER; RICORDEL,; ISEKI et al., 1999). Por exemplo, o uso de inibidores da
aromatase resulta na reversdao sexual completa de espécies gonocoristicas, como
Japanase flounder (KITANO; TAKAMUNE; NAGAHAMA,; ABE, 2000) e em espécie
protandrica, Acanthopagrus schlegeli, impede a mudanca de sexo de macho para fémea,
(LEE; YUEH; DU; SUN et al., 2002). Esses mesmos resultados sdo descritos em Danio
rerio deficientes para o gene cypl9al, onde todos os mutantes se desenvolveram como
machos (LAU; ZHANG; QIN; GE, 2016). Em Thalassoma bifasciatu, espécie
protoginica, a troca de sexo de fémea para macho é marcada pela repressdo da expressao
da cypl9al (TODD; ORTEGA-RECALDE; LIU; LAMM et al., 2019).

O segundo gene com maior expressdo diferencial no grupo que recebeu dieta
contendo E2 foi o foxI2. O foxI2 é um fator de transcricdo membro da familia dos genes
Fox que apresentam dominio forkhead, e sua funcdo esta relacionada tanto a diferenciacao
ovariana quanto a manutencdo e desenvolvimento dos foliculos em vertebrados
(BOULANGER; PANNETIER; GALL; ALLAIS-BONNET et al., 2014; LUO; GU; LI;
GONG, 2020; YAMAGUCHI; YAMAGUCHI; HIRAI; KITANO, 2007). Nos
teledsteos, ha uma correlacdo positiva entre a expressdo dos genes cypl9al e foxI2
(BARON; COCQUET; XIA; FELLOUS et al., 2004; WU; TOMY; NAKAMURA,;
CHANG, 2008). O foxlI2 atua como um fator de regulagéo transcricional do cypl9al
(WANG; KOBAYASHI; ZHOU; PAUL-PRASANTH et al., 2007; YAMAGUCH]I,
YAMAGUCHI; HIRAI; KITANO, 2007). A perda da funcdo do foxl2 em fémeas causa

reversdo sexual produzindo individuos do sexo masculino (ZHANG, et al., 2017).
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Além desses genes, 0os componentes da via Rspol/Wnt/p-catenina que estdo
envolvidos na diferenciacdo ovariana, também foram regulados positivamente. Dentre
eles, rspol, wntda e fsta apresentaram-se mais expressos no grupo tratado com E2 em
relacdo ao controle. Em mamiferos, Rspol e Wnt4 atuam na estabilizacdo da p-catenina
(ctnnbl), que se liga aos fatores de transcri¢do TCF/LEF promovendo a ativagédo de genes
da via de diferenciacao ovariana por exemplo, a folistatina (fst) assim como a inativagédo
de genes da via de diferenciacédo testicular, tal como sox9 (MAATOUK; DINAPOLLI;
ALVERS; PARKER et al., 2008; YAO; MATZUK; JORGEZ; MENKE et al., 2004).

Em teledsteos, a rspol apresenta um padrdo de expressao dimorfico durante a
diferenciacédo sexual, sendo mais expresso nas fémeas quando comparado aos machos em
zebrafish, medaka e tilapia (ZHANG; LI; SUN; LIU et al., 2011); (WU; YANG; LUO;
WANG et al., 2016; ZHOU; CHARKRABORTY; YU; WU et al., 2012). Quando
superexpresso em medaka macho (XY), rspol é capaz de ativar a via Rspol/Wnt/ B-
catenina levando a supressdao dos genes masculinos (dmy, gsdf, sox9a2 e dmrtl), bem
como a diferenciacdo testicular, e ao aumento da expressdo dos genes femininos
(cypl9ala e foxlI2), resultando em fémeas férteis (ZHOU; CHARKRABORTY; ZHOU,;
MOHAPATRA et al., 2016). Apesar das evidéncias mostrarem rspol como um gene pro-
fémea, o knockdown de rspol em tilapia machos (XY) diminui a expressdo dos genes
cypllc, igf3, amh e dos niveis de 11-KT resultando no atraso da espermatogénese (WU;
YANG; LUO; WANG et al., 2016). Em Thalassoma bifasciatum, durante a transi¢do do
sexo de fémea para macho, rspol mostrou expressdo crescente ao longo do
desenvolvimento do testiculo (TODD; ORTEGA-RECALDE; LIU; LAMM et al., 2019).
Nesse estudo, a rspol foi mais expressa no grupo tratado com E2 quando comparado ao

controle, porém a comparagdo entre os grupos E2 e MT ndo apresentou diferencga,
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sugerindo assim um possivel papel de rspol no desenvolvimento gonadal de ambos 0s
SeX0S.

Quanto ao Wnt4, em zebrafish, a perda de funcdo do gene ortélogo de mamifero
Wnt4, wntda, resultou no aumento da proporcdo de machos na populacdo e afetou, em
ambos 0s sexos, o desenvolvimento do ducto reprodutivo gerando assim individuos
estéreis, apesar da sua capacidade de produzir odcitos e espermatozoides férteis
(KOSSACK; HIGH; HOPTON; YAN et al., 2019). No peixe protandrico black porgy, o
wnt4a esta associado ao desenvolvimento inicial do ovério (proliferacdo de oogbnia)
durante a mudanca de sexo de forma natural e induzida (WU; CHANG, 2009).

Outro gene que teve sua expressao aumentada pelo E2 foi o irx5. Irx5 € membro
da familia de genes Iroquois homeobox constituida por fatores de transcri¢do altamente
conservados que especificam a identidade de partes precisas do corpo através da
regulacdo espacial e temporal do gene alvo (CAVODEASSI; MODOLELL; GOMEZ-
SKARMETA, 2001). Em Xenopus laevis, o irx5 modula a migracdo das células
germinativas atraves da repressdo do sdf-1 (BONNARD; STROBL; SHBOUL; LEE et
al., 2012). Em mamiferos, irx5 se expressa nos ninhos formados por células germinativas
femininas, e ao longo do desenvolvimento, sua expressao é translocada para as células da
granulosa, enquanto que nos testiculos, o irx5 ndo € expresso (FU; OBERHOLTZER;
BAGHERI-FAM; RASTETTER et al., 2018). E proposto que o irx5 seja necessario para
manter as redes de comunicagdo entre células germinativas e somaticas, uma vez que a
perda da sua funcdo resulta no comprometimento das interacfes destas células levando a
morte do odcito, gerando assim fémeas subférteis (FU; OBERHOLTZER; BAGHERI-
FAM; RASTETTER et al., 2018).

Recentemente, foi demonstrado que o irx5 esta sob controle transcricional da via

Whnt/Beta-catenina, e que nos machos a transcric¢ao é suprimida devido a uma modificacao
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epigenética das regides contendo as sequéncias que promovem a expressao do locus IrxB
(KOTH; GARCIA-MORENO; NOVAK; HOLTHUSEN et al., 2020). Essa informacao
justificaria a regulacdo sexualmente dimdrfica do irx5 entre machos e fémeas. Estudo
realizado com esturjdo durante a diferenciagdo sexual mostrou que os genes da familia
irx foram mais expressos durante o desenvolvimento ovariano, destacando assim um
potencial papel dos genes irx na diferenciacdo sexual de peixes em um nivel gonadal

(VIZZIANO-CANTONNET; LASALLE; DI LANDRO; KLOPP et al., 2018).

6.3. Metiltestosterona ativa genes pré-machos

Nossos dados revelaram que o tratamento com MT aumentou 0s niveis de
transcricdo dos fatores de crescimento relacionados a sinalizacéo de hedgehog: ptch3, shh
e ptch2. Em mamiferos a via hedgehog esté relacionada com a diferenciacdo das células
de Leydig (CLARK; GARLAND; RUSSELL, 2000).

Outro gene que teve a expressdo aumentada no grupo tratado com MT em relagéo
ao controle foi o dmrt3. Os fatores de transcricdo relacionados a Doublesex e Mab-3
(Dmrt) séo caracterizados pelo dominio DM (Doublesex and mab-3) o qual se liga a
sequéncias similares no DNA. O dmrt3 é considerado um gene pré-macho, e sua
expressdo é mais elevada nas gonadas masculinas do que nas femininas de zebrafish e
medaka (LI; ZHOU; GUO; SHANG et al., 2008; WINKLER; HORNUNG; KONDO;
NEUNER et al., 2004). Em peixes e mamiferos, é proposto que Dmrt3 funciona
cooperativamente com Dmrtl apos a diferenciacdo gonadal (YAMAGUCHI; LEE;
FUJIMOTO; KADOMURA et al., 2006). O dmrtl encontrado aqui foi mais expresso no
grupo Controle em relacéo ao E2 e ndo houve diferenca entre MT e Controle. Em algumas
especies como Oryzias latipes, Xenopus laevis e Cynoglossus semilaevis o dmrtl, atua

como o “master” gene da determinagdo do sexo masculino (CUI; LIU; WANG; WANG
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et al., 2017; SMITH; ROESZLER; OHNESORG; CUMMINS et al., 2009). Em
mamiferos, o Dmrtl é necessario para a diferenciacdo de células somaticas e células
germinativas da génada masculina (MATSON; MURPHY; SARVER; GRISWOLD et
al., 2011); (MINKINA; MATSON; LINDEMAN; GHYSELINCK et al., 2014).

O fator de transcricdo thx1 (T-box transcription fator) foi um dos genes mais
expressos no grupo tratado com MT em relacdo ao grupo tratado com E2. O thx1 € um
membro da familia de genes T-box que desempenham um papel importante no
desenvolvimento de embrides de vertebrados e invertebrados (SMITH, 1999). Em
salamandra, Andrias davidianus, o tbx1l foi detectado nas células somaticas e
germinativas antes e ap6s a diferenciacdo gonadal, sendo detectado nas espermatogénias
e células somaticas dos machos, e nas células da granulosa das fémeas (HU; MENG;
WANG; TIAN et al., 2019). Ainda em salamandra, injecdo da proteina tbx1 em fémeas
resultou na diminuicao da expressdo de foxl2 e cyp19a e o knockdown de tbx1/siRNA em
machos ocasionou um aumentou nos niveis de expressao do foxl2, cypl9a e star e uma
diminuicdo do amh, cyp26a, dmrtl e wtl (HU; MENG; WANG; TIAN et al., 2019;
PAPAIOANNOU, 2014), sugerindo assim que o tbx1 influencia a expressdo de genes
relacionados ao sexo e participa da regulacdo da diferenciacdo testicular (HU; MENG,;
WANG,; TIAN et al., 2019). Em truta, o thx1 é expresso nas células somaticas durante a
diferenciacdo gonadal masculina sendo pouco ou nula a expressao durante a diferenciacédo
gonadal feminina (YANO; NICOL; GUERIN; GUIGUEN, 2011).

Membros da familia de receptor nuclear, nrOb2 (shp), nr5a2 encontram-se mais
expressos no grupo MT em relagdo ao controle e E2. Em camundongos, o Nr0Ob2,
expresso no compartimento intersticial do testiculo, determina o tempo de diferenciacéo
das células germinativas e também inibe a expressdo de genes esteroidogénicos (VOLLE;

DUGGAVATHI; MAGNIER; HOUTEN et al., 2007). Nos teledsteos, nrOb2 e nr5a2 sao
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descrito nas gonadas de ambos 0s sexos durante o inicio do desenvolvimento (HAUGEN;
ALMEIDA; ANDERSSON; BOGERD et al., 2012; WANG; YOU; WENG; WEN et al.,
2015).

O MT também estimulou a expressdo do TGF-o, membro da familia EGF
(Epidermal Growth Factor) e do GFR-o. membro da familia GDNF (Glial cell-derived
neurotrophic fator) em relagcdo ao E2. Em camundongo, o TGF-a estimula a diferenciacao
das espermatogbnias do tipo A (TAJIMA; WATANABE; KOSHIMIZU;
MATSUZAWA et al., 1995), assim como é um fator importante na regulacdo do
crescimento do testiculo embrionario (LEVINE; CUPP; MIYASHIRO; SKINNER,
2000). J4 0 GFR-a é um fator de crescimento que em truta esta associado a proliferacdo
das espermatogonias tronco (BELLAICHE; GOUPIL; SAMBRONI; LAREYRE et al.,
2014).

Em relacdo ao Sox9, nossos dados mostram que ambos sox9 e sox9-like foram
regulados negativamente no grupo tratado com MT quando comparado ao grupo controle.
Esses genes ndo se apresentaram diferencialmente regulados na comparacdo entre 0s
grupos E2 vs controle, e MT vs E2. Em mamiferos, o Sox9 é um dos elementos principais
na determinacdo do sexo masculino e na diferenciacdo dos testiculos (WAGNER;
WIRTH; MEYER; ZABEL et al., 1994). Apesar de ser considerado um gene pr6-macho,
0 Sox9 é detectado durante o desenvolvimento em ambos os sexos (HANLEY; HAGAN;
CLEMENT-JONES; BALL et al., 2000). Em Japanese flounder, o sox9a e sox9b estdo
presentes na génada indiferenciada, e apds a diferenciacdo ha um aumento na expressao
de sox9a nos machos. Neste mesmo estudo, a administracdo de MT aumentou o nivel de
expressdo sox9b (LI; YU; WANG,; LIU et al., 2018).

Em mamiferos, o Sry e Sf-1ou Nr5al sdo os principais reguladores da expressao

do Sox9 no inicio do desenvolvimento gonadal, em seguida 0 Sox9 mantém sua expressao

63



ativando os genes Fgf9, Frgr2 e Ptgds (KIM; BINGHAM; SEKIDO; PARKER et al.,
2007; WILHELM; MARTINSON; BRADFORD; WILSON et al., 2005). Nos dados
gerados aqui, nr5al e ptgds ndo apresentaram diferenca entre os grupos. Ja o fgf9 e fgfr2
ndo foram encontrados nos dados do transcriptoma.

Ainda em relacdo aos genes regulados negativamente pelo MT quando
comparados ao controle, os receptores fgfr3 e fgfr4 foram menos expressos no grupo MT.
Esses genes sdo membros da familia de receptores do fator de crescimento de fibroblastos
(fofr) e estdo presente no desenvolvimento do testiculo em mamiferos (LAI; WANG;
YANG; WU et al., 2016; ORNITZ; ITOH, 2015). Diferentemente do Fgfr2 onde a perda
da funcdo em camundongos resulta em reversdo sexual parcial de macho para fémea
(BAGHERI-FAM; SIM; BERNARD; JAYAKODY et al.,, 2008), camundongos

knockout para fgfr3 e fgfr4 tiveram o desenvolvimento testicular normal.
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7. CONCLUSAO

Este estudo revelou que o ligante kiss1 foi estimulado por ambos os tratamentos,
MT e E2, mostrando que o tratamento hormonal regula, direta ou indiretamente, a
expressao deste gene. O tratamento com MT estimulou o desenvolvimento testicular e
ativou genes pro-machos. Por outro lado, o tratamento com E2 alterou o destino da
diferenciacdo sexual das gobnadas, resultando em um ovéario no inicio do
desenvolvimento, bem como ativou genes pro-fémeas. O conjunto de dados do
transcriptoma de novo das gonadas gerado aqui representa um recurso genémico valioso
para a triagem de vias e genes potenciais envolvidos na diferenciacdo sexual de C.
undecimalis. Nossa analise identificou genes bem conhecidos e alguns ainda pouco
elucidados associados a mudanca de sexo, bem como genes-alvo regulatérios em

potencial.
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