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RESUMO

A decisdo se a gbnada indiferenciada ird se desenvolver em um testiculo ou um
ovario € uma etapa critica na diferenciacdo sexual dos vertebrados. Este
processo consiste em uma complexa cascata génica que culmina na
diferenciacdo das células somaticas presente na gbnada indiferenciada. Neste
sentido, o horménio anti-Mulleriano é um importante efetor nesta decisao.
Estudos com o peixe medaka mutante hotei, no qual o receptor do Amh tipo 2
(amhrll) é mutado, mostram elevado indice gonadossomatico, e reversao sexual
de macho para fémea. Com base nestas informacdes, acredita-se que o Amh
possa regular o nimero de células germinativas e diretamente ou indiretamente
este fato pode influenciar na decisdo da gbnada bipotencial em se tornar um
testiculo ou ovério. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi de se avaliar
a sinalizacdo do Amh durante a diferenciacdo sexual no medaka. Para tanto,
estudos de perda de funcéo génica foram empregados, no qual o gene amh foi
deletado através do sistema CRISPR/Cas9. Também foi avaliada a expresséo
dos genes que atuam na janela de diferenciacdo sexual por RT-gPCR.
Inicialmente, identificamos dois tipos de mutacdo nos animais heterozigotos
(amh (-/+) da F1. A mutacdo mais interessante foi a delecdo de 759 pares de
base entre os exons 6 e 7 que compreende parte dos dominios Amh_N e TGF-
B. Na geracao F2, os mutantes homozigotos amh (-/-) machos XY apresentaram
100% de reversao sexual para fémeas fenotipicas. Além disso os animais amh
(-/-) apresentaram hipertrofia gonadal. Nao foi realizado nenhum tipo de analise
histolégica, porém, considerando-se os dados da literatura, sugere-se que a
auséncia do Amh em nossos mutantes também tenha levado a uma proliferacao
excessiva das células germinativas. Assim, é sugerido em nosso trabalho que o
Amh esta envolvido na proliferacdo das células germinativas, sendo um efetor
crucial para a formacgdo do testiculo. Esse resultado corrobora os dados de
expressdo temporal do amh e de alguns genes chaves do processo de
diferenciacdo durante diferentes estagios de desenvolvimento de medakas
selvagens. A expressao do amh foi maior em machos do que em fémeas durante
todos os estagios de desenvolvimento. Sua expressao diferencial inicia-se no
estdgio 34 que precede a janela de diferenciacdo sexual em medaka.
Interessantemente, a expressdo de outros genes envolvidos na cascata de
diferenciacéo sexual masculina como dmrtl, amhrll e gsdf foi posterior a do amh.
Este dado sugere que o Amh atue como efetor upstream da cascata de
diferenciacdo masculina, sendo responsavel, direta ou indiretamente, por ativar
genes como dmrtl e gsdf. Estes resultados estdo alinhados com os dados
encontrados neste trabalho para os medakas mutantes amh (-/-), onde na
auséncia do Amh, todos os machos XY se diferenciam em fémeas. Na auséncia
do Amh, os efetores downstream da cascata ndo seriam ativados, o que levaria
a diferenciacdo gonadal feminina. De maneira geral, o presente estudo
demonstra que o Amh desempenha um papel crucial no processo de
diferenciacéo sexual do medaka. Além disso, o Amh atua como efetor da cascata
de diferenciacdo sexual masculina e também regula a proliferacdo das células
germinativas nesta espécie.

Palavras-chave: Amh, gonada indiferenciada, mutagéo, reverséo sexual, peixe
medaka.
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ABSTRACT

The decision whether the undifferentiated gonad will develop in a testicle or an
ovary is a critical step in the sexual differentiation of vertebrates. This process
consists of a complex genetic cascade that culminates in the differentiation of the
somatic cells present in the undifferentiated gonad. In this context, the anti-
Mullerian hormone is an important effector in this decision. Studies with the
medaka hotei fish, in which the Amh type 2 receptor (amhrll) is mutated, show
high gonadosomatic index, and sexual reversion from male to female. Based on
this information, it is postulated that the Amh regulates the number of germ cells,
and directly or indirectly this fact may influence the decision of the bipotential
gonad to become a testicle or ovary. Therefore, the objective of the present study
was to evaluate the signaling of Amh during sexual differentiation in medaka. For
that, studies of loss of gene function were employed, in which the amh gene was
deleted through the CRISPR / Cas9 system. We also evaluated the expression
of genes that act in the window of sexual differentiation by RT-gPCR. We initially
identified two types of mutation in F1 heterozygous (amh -/+) animals. The most
interesting mutation was the deletion of 759 base pairs between exons 6 and 7
which comprises part of the Amh_N and TGF- domains. In the F2 generation,
the homozygous amh (-/-) mutants XY males presented 100% of sexual
reversion. In addition, the amh (-/-) animals presented gonadal hypertrophy. We
did not perform any histological analysis, but considering the literature data, it is
suggested that the absence of Amh in our mutants also led to an excessive
proliferation of germ cells. Thus, our work shows that Amh is involved in the
proliferation of germ cells, being a crucial effector for testicular formation. This
result corroborates the temporal expression data of the amh and some key genes
of the differentiation process during different stages of development of wild
medakas. amh transcripts were highly expressed in males than in females during
all stages of development. Its differential expression begins in stage 34 that
precedes the window of sexual differentiation in medaka. Interestingly, the
expression of other genes involved in the cascade of male sexual differentiation,
as dmrtl, amhrll and gsdf was later than amh. This data suggests that Amh acts
as an upstream effector of the male differentiation cascade, being responsible,
directly or indirectly, for activating genes such as dmrtl and gsdf. These results
are in line with the data found in this work for the amh (-/-) mutant medakas,
wherein the absence of Amh, all XY males undergone sex reversal to females. In
the absence of Amh, the downstream cascade effectors would not be activated,
which would lead to female gonadal differentiation. In general, this work
demonstrates that Amh plays a crucial role in the process of sexual differentiation
of medaka fish. In addition, Amh acts as an effector of cascade of male sexual
differentiation and also regulates the proliferation of germ cells in this species.

Key words: Amh, undifferentiated gonada, mutation, sex reversion, medaka fish
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I.  INTRODUCAO GERAL

1. Sistema de determinacdo e diferenciacdo sexual em

vertebrados

No reino animal, a reproducdo sexual € a forma de propagacdo mais
antiga e universal utilizada pelos vertebrados. Os mecanismos que controlam a
determinacao e diferenciacdo sexual nestes animais séo diversos e dependem
de uma grande variedade de fatores genéticos bem como em alguns casos de
fatores ambientais (VON HOFSTEN e OLSSON, 2005; TRUKHINA et al., 2013).

O sexo genético pode ser definido por fatores genéticos hereditarios
(XXIXY e ZZ/ZW, dentre outros) que sao determinados na fecundagéo. Por outro
lado, a diferenciacdo gonadal depende da ativacao de fatores transcricionais que
sdo expressos durante a janela de diferenciacéo sexual. Tais fatores podem ter
sua expressao alterada por condicbes ambientais como a temperatura e a
osmolaridade dentre outros. Estes processos sexuais séo classicamente
divididos em determinagdo e diferenciacdo sexual, respectivamente (VON
HOFSTEN e OLSSON, 2005; MATSON e ZARKOWER, 2012; KIKUCHI e
HAMAGUCHI, 2013; TRUKHINA et al., 2013; HERPIN et al., 2013; HEULE et al.,
2014).

A determinagdo sexual pode ser definida como um fator herdado,
geralmente associado a um gene “master”’. Este gene inicia e ativa a cascata
génica/bioquimica que culmina na diferenciacdo das células somaticas
presentes na gonada indiferenciada (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002; GRAHAM et
al., 2003; HERPIN et al., 2013). Apesar de conservados, uma diversidade de
genes “masters"”, cruciais para a determinacdo sexual sdo encontrados em
diferentes organismos e todos estes genes sao duplicados ou paralogos aos seu
ancestral (Tabela 1) (GRAHAM et al., 2003; HERPIN e SCHARTL, 2015).
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Tabela 1. Genes “master" de determinacao sexual nos vertebrados. Dados modificados a partir de Herpin e Schartl (2015). SD:
Sistema de determinacéo sexual.

Gene Organismo SD Gene Funcao do gene Ancestral
“master” sexual ancestral

SRY Mamiferos XY Sox3 Fator de transcri¢éo, requerldo na formacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise;
expresso no desenvolvimento das gbnadas.

Drmrtl Galinha W2z Drmrtl Fator d_e transcricdo, importante na determinacdo e diferenciacdo sexual
masculinas

dm-y Xenopus laevis W2z Dmrtl Fator d_e transcricdo, importante na determinagdo e diferenciacdo sexual
masculinas

dmrtlbY Medaka (Ory_2|as latipes, O. XY Dmrtl Fator d_e transcricdo, importante na determinacéo e diferenciagdo sexual

curvinotus) masculinas

sdY Truta arco-ﬁil((gg)corhynchus XY Irf9 Fator de resposta do interferon. Funcéo gonadal desconhecida

gsdfy Medalrl?zlcl)ﬁg:ggfls ©. XY Gsdf Fator TGF-B. Importante papel no desenvolvimento gonadal em peixes

sox3Y Medaka Indiano (O. dancena) XY Sox3 Fator de transcricéo, _requendo na formacdo do eixo hipotalamo-hipdfise;
expresso no desenvolvimento das gonadas

amhyY Perjerr?/agc(:)hcg)rir;testhes XY Amh Fator TGF-B. Horménio anti-Milleriano. Fator de crescimento

amhrlly Fugu (Takifugu rubripes) XY Amhrl gg:]cz)ird;'lGF-B. Receptor tipo Il para o0 Amh. Funcdo no desenvolvimento

dmrt1 Linguado chln_es (C_:ynoglossus W2 Dmrtl Fator d_e transcricdo, importante na determinacdo e diferenciacdo sexual

semilaevis) masculinas
Peixe-carvao-do-pacifico
gsdfY (Anoplopoma XY Gsdf Fator TGF-B. Importante papel no desenvolvimento gonadal em peixes
fimbria)
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Uma vez ativa, esta cascata serd responsavel pela regulacdo de
diferentes genes, producédo e liberacdo de hormdnios esteroides que culminara
na diferenciacdo da gbnada indiferenciada. O fato da génada indiferenciada vir
a se tornar um testiculo ou um ovario € uma etapa critica no processo de
diferenciacéo sexual dos vertebrados (MUNGER e CAPEL 2012; HERPIN et al.,
2013).

Em alguns vertebrados, principalmente os mamiferos, a determinacéo e
diferenciacéo inicia-se na gébnada com a acdo de fatores de crescimento e
horménios. Em muitos mamiferos, sabe-se que o processo de determinacao
sexual envolve o cromossomo Y, o qual contém em seu brago curto o gene
responsavel pela determinacdo sexual, conhecido como SRY. Este gene regula
positivamente a transcricdo de genes masculinos especificos (SOX9 e DMRT1)
nas células sométicas da gonada XY (KOOPMAN et al., 1991). A auséncia do
gene SRY induz a feminilizacéo, ativando genes ovarianos especificos (RSPOL,
WNT4 e FOXL2) (KOOPMAN et al., 1991). Em relacdo a este caso
paradigmatico, uma vez que o sexo foi determinado, segue-se o caminho de
diferenciacéo, produzindo testiculo ou ovario (CAPEL, 1998; TEMEL et al., 2007)

(Fig.1).

/’\

Sry e SQX9 SfléAmh /

Gata4

N Dmrtl

Esteroidogénese
Star

3BHSD Aromatase
Cyplla

Dax-1

FEMINILIZACAO

Figura 1. Genes responséveis pela diferenciacdo sexual em mamiferos. Em animais vertebrados
XXIXY, o0 gene SRY é responsavel pela determinacéo sexual masculina. Quando na auséncia

do SRY, ocorre a ativagcao do gene DAX-1, o qual sera responséavel pela diferenciacéo da gbnada
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feminina. A presenca do SRY resulta na ativacdo de uma cascata génica que leva ao
desenvolvimento do testiculo. O gene SF-1 apresenta um importante papel na esteroidegénese
e 0 AMH desempenha papel chave na diferenciacdo sexual. A aromatase atua inibindo a
expressdo do AMH e DMRTL. Setas em preto indicam estimulacdo. Linhas em vermelho com
barra indicam inibicdo. Modificado a partir de VON HOFSTEN e OLSSON (2005).

Em anfibios, o sistema de determinacao sexual é complexo, pois espécies
como a Rana rugosa, apresentam dois sistemas de determinacdo sexual, XX/XY
e ZZIZW (NISHIOKA et al, 1993 TRUKHINA et al., 2013). Por outro lado, em
Xenopus tropicalis, Rocco e colaboradores (2015) mostraram a existéncia de
trés tipos de cromossomos sexuais (Y, W e Z). Neste sistema, trés tipos de
machos podem ser encontrados, YZ, YW e ZZ, enquanto que as fémeas podem
ser ZW ou WW.

No entanto, a diferenciacdo sexual em anfibios pode acontecer das
seguintes maneiras: desenvolvimento direto da gébnada bipotencial em testiculo
ou ovario; desenvolvimento da gbnada bipotencial passando por um

hermafroditismo sequencial e animais com intersexo (TRUKHINA et al., 2013).

Em relag&o aos genes “masters”, o gene dmrtl em Xenopus laevis, surge
como um potencial candidato envolvido na determinacao e diferenciacéo sexual.
Nestes animais, uma duplicacdo do gene no cromossomo W atua como
determinante sexual feminino (YOSHIMOTO et al.,, 2008; TRUKHINA et al.,
2013).

Em aves, o0 mecanismo de determinagéo sexual € ligado a cromossomos
sexuais e neste caso 0 sistema predominante é o ZZ/ZW. O sistema sexual é
homogamético para machos (ZZ) e heterogamico nas fémeas (ZW) (NANDA et
al.; 2000). Nestes vertebrados, uma regido conservada no cromossomo Z €
responsavel pela determinagcéao sexual masculina e diferenciacéo testicular, pela
regulacdo do gene DMRT1, que aparentemente ndo € o gene “master” nesta
espécie (SMITH et al., 2009 AYERS, et al.; 2013).

No campo da biologia reprodutiva, a elucidacdo dos varios aspectos
envolvidos nos mecanismos de determinacdo e diferenciacdo sexual sempre
despertou o interesse dos pesquisadores. Neste campo, um grupo em especial

de vertebrados chama bastante a atencao, os peixes teledsteos.
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Os peixes apresentam uma grande variedade de mecanismos de
determinacdo sexual. Neste sentido, muitas espécies apresentam o sistema de
determinacao ligado a cromossomos sexuais/heteromérficos (XX/XY e ZZ/ZW)
(DEVLIN e NAGAHAMA, 2002; GUERRERO-ESTEVEZ e MORENO-
MENDOZA, 2010). Algumas espécies de arraias, como Potamotrygon aff.
Motoro e P. falkneri apresentam um sistema multiplo de cromossomos sexuais,
XIX1IX2X2/X1X2Y. Neste estudo ficou evidenciado uma heterogeneidade dos

arranjos cromossémicos (CRUZ et al 2011).

Por outro lado, em espécies de peixes como Oryzias latipes (MATSUDA
et al., 1998), Oncorhynchus mykiss (THORGAARD, 1977; ITURRA et al., 2001)
e Oreochromis niloticus (BAROILLER et al., 1996), os machos séo
heterogamicos (XY). J& em Oreochromis aureus (MAIR et al. 1991), Xiphophorus
maculatus, e Gambusia affinis (VOLFF e SCHARTL 2001), as feméas séo
heterogamicas, ZW. Além disso, 0s peixes apresentam ainda uma grande
variedade de mecanismos que podem atuar na diferenciacdo do sexo. Esta
variedade pode ser considerada como estratégias sexuais para reproducao, tais
como: animais gonocoristicos (apresentam o0s sexos separados); animais
unissexo (todos séo fémeas ou todos sdo machos); animais hermafroditas, que
podem ser classificados em: hermafrodita sequencial, serial ou simultdneo
(SCHARTL, 2004; HEULE et al., 2014; ADOLFI et al., 2018) (Fig.2).
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Diferenciacado sexual nos peixes

ochromis niloticus

‘ Seqliencial ‘

Protandrico ._Protoginico
®=0 ©-9

‘ S'mUItaneo ‘ Kryptolebias marmoratus

Autofecundagdo Cruzamento normal
Hypaplectrus nigricans

* Partenogénese
* Ginogénese

) [O)
- Poecilia formosa

*Todos machos * Todas fémeas

Figura 2. Alguns peixes podem ser: gonocoristicos (apresentam os sexos separados, macho ou
fémea); hermafroditas, que podem ser classificados em hermafrodita serial (primeiro o animal é
uma fémea, ao longo da vida se tornam machos e, outros permanecem fémeas), sequencial
(podendo ser protandrico, em que o animal nasce macho e transforma em fémea e, protoginico,
em gque o animal nasce fémea e se torna macho) e hermafroditismo simultdneo onde ocorrem a
auto-fecundacao e ou cruzamento normal. Também existem animais unissexo (todos sdo fémeas
ou todos sdo machos). Adaptado de HEULE et al., 2014.

Esta variedade de mecanismos de diferenciagcdo sexual, podem ser
influenciados tanto por fatores extrinsecos tais como a temperatura, exposi¢cdes
a horménios, pH da agua, concentracdo de oxigénio, densidade de estocagem
e poluentes, bem como por fatores intrinsecos a exemplo do status social e
crescimento (VALENZUELA et al., 2003; SCHARTL, 2004; BAROILLER et al.
2009; HAYASHI et al., 2010; YAMAGUCHI et al., 2010) (Fig.3).
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Figura 3. Balanca dos fatores que podem influenciar na diferenciacdo sexual em peixes. Uma
grande variedade de fatores ambientais e sociais podem regular o fenétipo sexual dos peixes e
muitas vezes ocasionar reverséo sexual. Alguns fatores como por exemplo a temperatura, pode
reverter animais fémeas para machos em varias espécies. Em outros casos, a densidade e o
status social podem fazer com que animais machos se tornem fémeas e vice-versa. Figura:

Desenho pessoal.

2. Genes “masters" na determinacao e diferenciacao sexual

em peixes

Nos ultimos anos, pesquisadores ao redor do mundo ndo mediram
esforcos para encontrar genes responsaveis pela determinacéo e diferenciacao
sexual nos peixes. Neste sentido, uma notavel diversidade de genes “masters”
determinantes do sexo, que governam as hierarquias genéticas tornou-se visivel
(HERPIN e SCHARTL, 2015).

Em truta arco-iris (Oncorhynchus myskiss) o gene sdY foi descoberto
como sendo o gene responséavel pela determinacao sexual nesta espécie (YANO
et al. 2012). Em fugu (Takifugu rubripes), foi descrito o receptor tipo 2 do amh
(amhrll) como o gene responsavel pela determinacdo sexual. Neste trabalho os

autores mostram que o polimorfismo em apenas um nucleotideo é responsavel
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pela determinacdo do sexo nesta espécie (KAMIYA et al. 2012). O estudo
realizado por Hattori e seus colaboradores em 2012 mostra evidencias
funcionais da duplicacdo do gene amh, o amhy em Odontesthes hatcheri. Os
autores sugerem que o amhy é o gene “master" responsavel pela determinagéo
sexual masculina nesta espécie. Ja em Oryzias luzonensis, Myosho e
colaboradores (2012) identificaram o gene gsdfY como sendo o gene “master” de

determinacao sexual masculina (TABELA 1).

Ao considerar conjuntamente os genes “master” de determinac¢ao sexual
acima, € notéria a importancia de fatores de crescimento pertencentes a
sinalizacao da superfamilia TGF- (amh, amhrll, amhy e gsdf¥) nos mecanismos
de determinagcdo e diferenciacdo sexual em peixes. Ademais estes dados
sugerem que 0s mecanismos de determinacdo sexual em peixes ndo séo
conservados e nem dependentes de fatores de transcricdo. Porém, os
componentes moleculares da via que determina 0 sexo sao bastante
conservados em relacdo aos mecanismos desencadeadores no topo da cascata
(GRAVES, 2013; TRUKHINA et al., 2013; HERPIN e SCHARTL, 2015).

Em medaka (Oryzias latipes) o macho apresenta o sexo heterogamico
(XY) (MATSUDA et al., 1998; MATSUDA et al., 2002). Estes peixes apresentam
na regido de determinacéo sexual do cromossomo Y, 0 gene responsavel pela
determinacdo sexual masculina, o dmy/dmrtlbY (NANDA et al., 2002;
MATSUDA et al., 2002).

3. Desenvolvimento gonadal nos peixes

Conforme se observa nos demais vertebrados, noss peixes teledsteos, a
gbnada indiferenciada € composta por células soméaticas e células germinativas,
sendo as Uultimas responsaveis pela formagdo dos gametas na apos a
puberdade. No estagio de diferenciagcdo sexual, as células somaticas se
diferenciam em células de Sertoli e Leydig nos machos, ou em células da
granulosa e da teca nas fémeas (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002).

Os componentes germinativos sao derivados muito precocemente das
células germinativas primordiais (PGC), as quais migram para a gébnada primitiva
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(RAZ, 2003; RAZ e REICHMAN-FRIED, 2006) conforme nota-se na Figura 4. No
momento do desenvolvimento da gbnada, as células germinativas precursoras
irdo se diferenciar na linhagem masculina ou feminina. ApGs esta etapa, estas
células continuam a proliferar ou entram em meiose. Este Ultimo passo € muitas
vezes sexo-especifico; por exemplo, células germinativas femininas entram em
meiose primeiro que as células da linhagem masculina (KIMBLE e PAGE, 2007).
Esta observacao é claramente descrita em estudos envolvendo o peixe medaka
(SAITO et al., 2007). Saito e colaboradores (2007) mostram que o numero de
PGCs é independente do sexo durante a embriogénese final. No entanto, as
PGCs comecam a proliferar primeiramente nos embrides do sexo feminino,
entrando em meiose mais precocemente do que nos machos (préximo do estagio
de eclosado). Nos embrides do sexo masculino, a proliferacdo das PGCs ocorre
tardiamente, porém se estende por um periodo maior apds a eclosao (15 a 20
dias pds-ecloséo) (SAITO et al.,2007).
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Figura 4. Diagrama representando a diferenciacao sexual. Primeiramente a génada bipotencial
gue apresenta células germinativas primordiais e células somaticas é determinada
geneticamente (XX ou XY). Apés esta etapa a gdnada indiferenciada nos machos XY passam
por uma baixa taxa de proliferacdo das células germinativas enquanto que nas fémeas XX, ocorre
0 oposto. Neste momento, a gbnada esta sujeita a sinais ambientais (temperatura, hormonios
etc) e também moleculares, como a expressao de genes relacionados a diferenciacéo sexual
(por exemplo o amh) tanto para macho como para fémeas que atuam na diferenciacdo gonadal.
Ainda na diferenciagdo gonadal, os animais machos XY apresentam um atraso na entrada da
meiose enquanto a fémeas XX d&o inicio a meiose e oogénese e assim entdo, ocorre a
diferenciagdo do sexo fenotipico nos animais com a formacao de testiculo nos machos e ovario

nas fémeas. Adaptado a partir de Allais-Bonnet e Pailhoux, 2014. Imagem: Desenho pessoal.

Estudos in vitro e in vivo mostram que a expressao do gene dmrtlbY inibe
a proliferacdo das PGCs no estagio de diferenciacédo sexual, mais precisamente
durante a fase G2 do ciclo celular (HERPIN et al., 2007). Desta forma, pode-se
dizer que o numero de PGCs é influenciado pelo gendtipo (XX ou XY) da espécie
em questao.

Se avaliarmos a questdo de que os genes “masters” de determinacéo
sexual, gsdfy em O. luzonensis (MYOSHO et al., 2012), amhrll em fugu (KAMIYA
et al. 2012) e amhy em O. hatcheri (HATTORI et al. 2012) sdo genes de acédo
direta na proliferacdo e diferenciacdo das células germinativas nos peixes
(GAUTIER, et al., 2011), é possivel que a quantidade de células germinativas
possa interferir no processo de diferenciacdo sexual gonadal em peixes
(HERPIN et al., 2007; NAKAMURA et al., 2012).

4. Dmrtl na determinacao e diferenciacao sexual

O gene Dmrtl (Doublesex and mab-3 related transcription factor 1) € um
fator de transcricdo, conservado entre os vertebrados que desempenha
importante papel durante a determinacéo e diferenciacéo sexual (RAYMOND et
al., 1998; MATSON e ZARKOWER, 2012) e sao caracterizadas por um padrao
de ligacdo de DNA com dominio rico em cisteina, o dominio DM (Doublesex and
Mab-3 related) (RAYMOND et al.,, 1998 GAMBLE e ZARKOWER, 2012).. O
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Dmrtl é expresso nas gbnadas dos vertebrados, desempenhando importante
papel na diferenciacao testicular (Fig.5) (RAYMOND et al., 1998; KOOPMAN,
2009; MATSON e ZARKOWER, 2012).
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Figura 5. Dmrtl na diferenciacdo sexual em vertebrados. Em azul é mostrada a funcao
masculinizante e em rosa a feminilizante. (A) Em mamiferos, o DMRTL1 é expresso na gbnada
fetal apos a determinacéo sexual e requerido ap6s o sexo determinado. (B) Em peixe, no caso
medaka, primeiramente apds o sexo genético determinado, ocorre a expressao do dmY, também
chamado dmrtlbY e posteriormente, ocorre a diferenciacdo sexual masculina com a expresséo
do dmrtl autossomal. (C) Nas aves, a expressdo do DMRT1 é ligada ao cromossomo Z e sendo
assim, os machos possuem duas cOpias e as fémeas uma, sugerindo assim que um efeito de
dose de DMRT1 é requerida para a diferenciagéo testicular. (D) Em anfibios, o gene dmrtl é
duplicado e truncado e, € encontrado no cromossomo W, que é especifico de fémeas. Assim o
dm-w passa a participar do desenvolvimento ovariano. Retirado de MATSON e ZARKOWER,
(2012).

Em mamiferos, a determinacéo sexual ocorre com a expressao do gene
“‘master" SRY. Apds a expressdo do SRY a cascata génica de diferenciagédo

sexual € ativada em que o DMRTL1 € expresso na gonada indiferenciada e é

24



responsavel pela diferenciacdo testicular (Fig.5 A) (RAYMOND et al., 1998;
MELLO et al., 2005).

Em aves, a expressdo do DMRT1 é ligada ao cromossomo Z. Portanto os
machos possuem duas copias e as fémeas uma, sugerindo assim, que a
expressdo do DMRTL1 é essencial para diferenciacdo testicular e sua alta
expressao pode determinar o sexo (Fig.5 C) (SMITH et al., 2009). J4 em anfibios,
no caso Xenopus laevis, uma duplicacdo do dmrtl no cromossomo W ¢é

responsavel pela diferenciacao ovariana (Fig.5 D) (YOSHIMOTO et al., 2010).

Em alguns peixes o dmrtl € expresso nas gonadas de varias espécies
(Fig.5 B). Em truta arco-iris, o dmrtl é expresso nas gbnadas masculinas e atua
na diferenciacdo sexual masculina (MARCHAND et al. 2000). Em til4pia, o
padrdo e expressdo do dmrtl sugere que este gene seja responsavel pela
diferenciacéo testicular (1JIRI et al. 2008). Ja em zebrafish, Guo e colaboradores
(2005), mostraram que o dmrtl ndo apresenta dimorfismo sexual quanto a sua
expressdo em gonadas indiferenciadas. Os autores sugerem que este gene
desempenha um papel importante durante o desenvolvimento gonadal de
machos e fémeas (GUO et al. 2005). No entanto, Webster e colaboradores
(2017) demonstraram em zebrafish que o dmrtl é necessario para o
desenvolvimento testicular. Além disso, estes autores também mostraram que o
dmrtl é requerido para a manutencéo e auto-renovacao das células germinativas
masculinas iniciais de zebrafish (WEBSTER et al., 2017). Corroborando estas
evidéncias, a delecdo do gene dmrtl em zebrafish alterou o desenvolvimento

das células germinativas, levando a regresséo dos testiculos (LIN et al., 2017).

Um dos casos mais interessantes em que o gene dmrtl atua no processo
de determinag&o sexual em peixes ocorre em medaka (O. latipes) (Fig.5 B). O
medaka é uma espécie com o sistema de determinacdo sexual genética XX/XY.
Uma regido especifica do cromossomo Y apresenta o gene dmY (MATSUDA et
al. 2002) ou também conhecido como dmrtlbY (NANDA et al. 2002). Este gene
e formado a partir da duplicacdo do dmrtl autossémico. Desta forma, o
dmY/dmrtlbY assume o papel primordial de gene “master" de determinacéo
sexual masculina e € necessario para o desenvolvimento testicular (MATSUDA
et al. 2002; NANDA et al. 2002).
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5. O Amh e seu papel nadeterminacao e diferenciacdo sexual

O Hormonio Anti-Mulleriano (Amh) € uma glicoproteina membro da familia
TGF-B (transforming growth factor-beta), que tem um papel importante na
regressdo do ducto de Miller durante a diferenciacdo sexual masculina em
vertebrados tetrapodes (JOSSO et al., 2006).

Durante a formag@o embrionaria, a gbnada indiferenciada € composta
pelos ductos paramesonéfricos (Muller) e ductos mesonéfricos (Wolf). Os ductos
de Miuller serdo responsaveis pela formacdo do utero, tubas uterinas e pela
formacdo de partes superiores da vagina. Ja os ductos de Wolf formam o
epididimo, os canais deferentes e as vesiculas seminais (GOODFELLOW e
LOVELL-BADGE, 1993; JOSSO et al.,, 2006). A gbnada indiferenciada ira
diferenciar-se em um testiculo ou ovario através da ativacdo de uma cascata
génica. Em humanos, esta cascata € bem descrita e primeiramente ocorre pela
ativacdo do SF-1 (Steroidogenic factor 1) e WT1 (Wilms’ tumor 1), que por sua
vez irdo ativar a expressdo do SRY (Sex determining Region Y) (Fig.6). Na
presenca do SRY, as células de Sertoli iniciam a producdo do AMH. O AMH
produzido sera responsavel pela regressdo dos ductos de Mdller levando assim
a diferenciagdo masculina com o desenvolvimento dos testiculos. Na auséncia
do SRY ocorre a expressdo do gene WNT4 (Wingless-type MMTYV integration 4)
e DAX-1 (Dosage-sensitive sex reversal - Adrenal hypoplasia congenita critical
region on the X chromosome 1) que serdo responsaveis pela ativacdo da cascata
de diferenciacdo feminina (GOODFELLOW e LOVELL-BADGE, 1993; HAQQ et
al., 1994; LEE et al., 1996; REY, 1998; BIASON-LAUBER e KONRAD, 2008;
TANAKA e NISHINAKAMURA, 2014) (Fig.6).
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FIGURA 6. Diferenciacdo sexual em mamiferos. Os genes WT1 e SF-1 atuam na crista gonadal
e sdo responsaveis por ativar o gene de determinacéo sexual SRY. O gene SRY é responsavel
pela determinacéo sexual masculina. A presenca do SRY determina a diferenciacdo da génada
bipotencial em testiculo. Uma das fun¢des desse gene é a de iniciar a diferenciagéo das células
de Sertoli que passa a produzir o AMH. O AMH atua na regresséo do ducto de Miiller levando a
diferenciagdo testicular. Na auséncia do SRY ocorre a ativagdo dos genes WNT4 e DAX-1, os
guais serdo responsaveis pela diferenciagdo do sexo feminino. Modificado a partir de BIASON-
LAUBER e KONRAD, (2008).

Em relacdo a sua estrutura, 0 Amh apresenta-se como um gene de copia Unica
nos vertebrados. Porém, em duas espécies de peixes teledsteos, peixe-rei da
Patagbnia (HATTORI et al., 2012) e tilapia do Nilo (ESHEL et al., 2014), o amh
€ duplicado, neste caso esta segunda coOpia, denominada amhyY, atua como

determinante sexual (Fig.7).
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FIGURA 7. llustracdo mostrando a estrutura do gene amh e amhY em peixe-rei da Patagonia.
Os exons séo representados pelas caixas laranjas. Segmentos abertos representam os introns.
Na caixa em cinza € possivel observar a localizacdo da insercdo de 557 pares de base na
sequéncia do amhY. A linha azul representa o dominio TGF-B. Retirado de HATTORI et al.,
(2012).

O gene Amh apresenta 5 exons em mamiferos e aves. Em humanos e
camundongos, a proteina formada contém 554 e 560 residuos de aminoacidos,
respectivamente. J4 em galinhas, o AMH possui 644 residuos de aminoacidos.
Em peixes teledsteos, o gene amh consiste de 7 exons que codificam uma
proteina de 500 residuos de aminoécidos. Diferentemente dos demais peixes, 0
gene amh de truta arco-iris possui somente 6 exons que codificam uma proteina
de 571 residuos de aminoacidos (RODRIGUEZ-MARI et al., 2005; HALM et al.,
2007; KLUVER et al., 2007; JAMIN et al., 2008; HATTORI et al., 2012).

O AMH é secretado como um precursor homodimérico com tamanho de
140-kDa, o qual consiste em dois mondémeros de 70-kDa cada. O AMH é
composto por uma regido C-terminal madura com 25-kDa. Esta regido se torna
bioativa apds sofrer uma clivagem proteolitica e se ligar ao receptor do AMH tipo
2 (AMHRII), induzindo assim sinais intracelulares através de proteinas Smads
(PEPINSKY et al., 1988; di CLEMENTE et al., 2010). A regidao N-teminal é
chamada de pré-regido. Esta parte € importante para a sintese e transporte do
AMH extracelular. O precursor do AMH é clivado entres estes dois dominios (pro-
regido e C-terminal). Em seguida, uma segunda clivagem ocorre na pro-regiao

dando origem a trés regides diferentes: regido pro-semi-madura, semi-madura e
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madura (Fig.8) (JOSSO e di CLEMENTE, 2003; di CLEMENTE et al., 2010,
MAMSEN et al., 2015).

A regidao C-terminal se torna biologicamente ativa quando se associa de
maneira ndo-covalente com a pro-regido. Uma nova clivagem resulta na
dissociacao da pro-regido com a regido C-terminal madura. Desta forma o AMH
maduro € liberado na matriz extracelular. A porcdo N-terminal é importante para
a manutencdo da atividade biologica da por¢do C-terminal do AMH (Fig.8)
(WILSON et al., 1993; JOSSO e di CLEMENTE, 2003; di CLEMENTE et al.,
2010). As sequencias da proteina deduzida do AMH mostram caracteristicas
bem conservadas entre as espécies de vertebrados, tais como o dominio TGF-
B na regiao C-terminal e o dominio Amh_N na regido N-terminal. No entanto,
vale ressaltar as diferencas no sitio de clivagem entre os vertebrados. Em
mamiferos e aves, a regido onde ocorre o reconhecimento pelas proteases para
a clivagem é simples (R-X-X-R), enquanto que em peixes teledsteos a regiao €
dupla (R-X-X-R-X-X-R). Esta clivagem € necessaria para o processamento do
AMH.
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FIGURA 8. Diagrama mostrando o processamento do AMH. O AMH é produzido como um
precursor covalente ndo ativo homodimérico, que precisa ser clivado para se tornar ativo. O
precursor do AMH é clivado entres os dois dominios por acéo de proteases dando origem a uma
pro-regido (regido pré-madura) ndo covalente. Neste momento, ocorre a formacgéo de trés
regides diferentes: regido pro-semi-madura, semi-madura e madura. A dissociacdo das duas
regides (pro-regido e regido madura C-terminal), libera a regido madura C-terminal que é a forma
ativa do horménio. Retirado de MAMSEN et al., (2015).

Na matriz extracelular o AMH maduro se liga a um complexo de
receptores de membrana serina/tirosina quinase do tipo | e tipo Il. Os receptores
tipo Il possuem dominio extracelular para associacéo especifica com os ligantes
(MASSAGUE et al., 2000; TEN DIJKE et al., 2002; FAN et al., 2012; SPILLER et
al., 2017). A partir da formagéo do complexo ligante/receptor Il e | ocorre uma
cascata de fosforilacdes, iniciada com o receptor tipo Il fosforilando o receptor
tipo | que também por fosforilacéo, ativa proteinas mediadoras citoplasmaticas
chamadas Smads (Fig.9) (MIYAZAMA et al., 2002).

As Smads séo divididas em 3 grupos de acordo com sua funcdo. As R-
Smads estdo associadas aos receptores tipo | e realizam a mediacao de sinal da
membrana em direcdo ao nucleo; sdo elas Smads 1, 2, 3, 5 e 8. A Co-Smad
(Smad 4) se associa as R-Smads no citoplasma e as translocam para o ndcleo

celular. Por fim, as I-Smads (Smads 6 e 7) que sdo antagonistas das R-Smads
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e que apresentam atividade inibitoria sob estimulos especificos (Fig.9)
(MIYAZAMA et al., 2002; SPILLER et al., 2017). As R-Smads sé&o ativadas pelo
complexo ligante/receptor tipo | e Il de acordo com uma distribuicdo que nos
permite agrupar a via TGF-f em duas grandes subfamilias (Vogt el al., 2011,
Spiller etal., 2017). O AMH tem como mediadores as R-Smads (1,5 e 8). A Smad
4 transporta as R-Smads fosforiladas (1, 2, 3,5 e 8) do citoplasma para o nucleo
celular. Esse conjunto de proteinas Smads é levado ao DNA e atuam na
regulacdo da expressao génica, em associacao a Co-ativadores, Co-repressores
e demais reguladores transcricionais (Fig.9) (MASSAGUE et al., 2000; TEN
DIJKE et al., 2002; MIYAZAMA et al., 2002; FAN et al., 2012; SPILLER et al.,
2017).
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FIGURA 9. Via de sinalizacdo do AMH. A clivagem do AMH por proteases resulta numa alteracao
conformacional no dominio C-terminal, que permite a ligacéo néao covalente do AMH ao receptor
tipo Il do AMH (AMRHII). O AMH se liga ao AMRHII e recruta o receptor tipo | levando a formacéo
de um complexo e a fosforilagédo do receptor tipo |. Apos a ativacéo, o receptor tipo | fosforila as
SMADs 1/5/8 (R-Smads), permitindo que essas proteinas se associem com a Smad4 e migrem
para o nlcleo. No nucleo, o complexo SMAD se associa com co-fatores, e o complexo formado
se liga a regides regulatdrias especificas em genes-alvo, ativando assim a transcricdo. Retirado

de di Clemente e colaboradores (2010).

Em mamiferos, a expressdo do Amh é muito importante para a
diferenciacao testicular, onde seus niveis elevados sdo produzidos pelas células
de Sertoli no inicio da diferenciacéo testicular e diminuem com a puberdade
(REY, 1998). Em fémeas adultas de mamiferos, o Amh inibe a formac&o dos

foliculos ovarianos primordiais (NILSSON et al., 2011).

O fato do Amh estar ligado a diferenciacdo sexual foi observado em
estudos realizados em peixes teledsteos, mais especificamente num mutante do
peixe medaka, chamado hotei (MORINAGA et al., 2007). O fendtipo hotei é
causado pela mutacdo no gene que codifica o receptor do Amh tipo II (Amhrll)
(MORINAGA et al., 2007). Nestes mutantes, a auséncia do Amhrll levou a uma
hipertrofia gonadal e 50% dos machos XY reverteram para fémeas (Fig.10)
(MORINAGA et al., 2007). Estes resultados sugerem que o Amhrll desempenha
relevante papel na diferenciacdo sexual desta espécie. Aléem disso, também é
sugerido que a sinalizacdo do Amh regula a atividade proliferativa das células
germinativas (Fig.10).
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Figura 10. Fenotipo apresentado pelo mutante medaka hotei. Os fendtipos sexuais primarios
dos peixes hotei feminino s&o indicados pela letra F, enquanto o sexo genético por XX, ou M
para o fenétipo dos machos e XY para o sexo genético. (A) fémea selvagem (XX). (B) macho
selvagem (XY). Os machos apresentam as bordas das nadadeiras asperas e maiores. (C) Fémea
hotei XY. (D) Macho hotei XY. (E) FEémea hotei XX, mostrando uma expansao abdominal. (F)
Macho hotei XY também com uma expansdo abdominal pronunciada. (G) Ovario de fémea
selvagem. (H) Testiculo de macho selvagem. () Cavidade abdominal de fémeas hotei XX
totalmente ocupado por ovario hipertrofico. (J) Testiculo hipertrofico em machos hotei XY. (K)
Comparacao entre as gbnadas isoladas de animais selvagens e hotei apdés 6 meses. (L)
Mudancgas no indice gonadossoméatico de animais selvagens e hotei aos 2, 3, 5 e 8 meses apo6s
eclosdo. (M) Gendtipos/Fendtipos dos hotei homozigotos 6 meses apos eclosdo. Retirado de
MORINAGA et al., (2007).
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Nos peixes teledsteos, a expressao do amh é maior em machos do que
em fémeas, como por exemplo, em linguado (YOSHINAGA et al.2004), tilapia do
Nilo (IJIRI et al. 2008) e zebrafish (RODRIGUEZ-MARI et al. 2005). J& em
hermafroditas, como no pargo preto (Acanthopagrus schlegeli), por exemplo,
niveis elevados de amh estdo associados com o inicio da diferenciacao testicular
(WU et al., 2010; WU e CHANG, 2013), e seu padrédo de expressao é mantido
durante o periodo de reversédo sexual de fémea para macho. Por outro lado, na
reversao de macho para fémea, seus niveis diminuem drasticamente (WU et al.,
2010; WU et al., 2012; WU e CHANG, 2013).

Em Odontesthes hatcheri, Hattori e colaboradores (2012) mostraram que
machos apresentam uma copia duplicada do gene amh, o amhy, que esta ligado
ao cromossomo Y e é requerido para a determinacdo sexual desta espécie.
Neste sentido, 0 Amh e seu receptor devem desempenhar um papel importante
na diferenciagdo sexual masculina, assim como no desenvolvimento testicular

dos vertebrados de uma maneira geral.

6. Amh como regulador do processo de espermatogénese

Em peixes adultos, a expresséao diferencial do amh é observada entre os
sexos. O amh é mais expresso em testiculos do que em ovarios (SKAAR et
al.,2011; OLIVEIRA, 2014). No entanto, pouco se sabe sobre o papel do Amh na

espermatogénese e funcao testicular de peixes machos adultos.

Durante a puberdade de zebrafish, 0 Amh inibe a producéo e secrecao de
andrégenos pelas células de Leydig (Fig.11) (SKAAR et al., 2011). Os
androgenos sdo importantes para estimular a proliferacdo espermatogonial e a
entrada da meiose pelas células germinativas. Nas células de Sertoli de
zebrafish, o Amh neutraliza os efeitos dos fatores de crescimento estimulatérios
da espermatogénese, como o Igf3 (insulin-like growth factor 3) (MORAIS et al.,
2017). Por outro lado, o Amh aumenta a producao de fatores de crescimento
inibitorios produzidos pelas células de Sertoli, como a inibina-a (inha), inibidor do
fator de transcricéo da ligacdo ao DNA (id3) e prostaglandina E2 (PGEZ2). Juntos,

estes mecanismos levam a inibicdo da proliferagdo e diferenciagdo celular e

35



também atuam na manutencdo das espermatogonias em seu estado
indiferenciado (SKAAR et al.,2011; ADOLFI et al., 2018).

Sertoli cell Fsh
\ y cypi7at
v insl3
v star
11-KT
growth factor (?)
growth factor (?)
o. } A .‘
o | . ' . o i
{ v .
Aund Adiff . :
Adiff B

Figura 11. Papel do Amh na espermatogénese de zebrafish. As células de Sertoli produzem
Amh que através de uma via autdcrina estimula a producéo de fatores de crescimento pelas
células de Sertoli. Estes fatores de crescimento atuam no nicho espermatogonial, bloqueando a
diferenciacgéo e a proliferagéo das espermatogdnias indiferenciadas (Aund). O Amh também inibe
a funcéo das células de Leydig na producéo e liberacdo de androgenos. O horménio foliculo
estimulante (Fsh) diminui a expressdo do amh criando uma condi¢gdo permissiva para a
diferenciacéo e proliferacdo espermatogonial. O Fsh estimula a producdo de andrégenos (11-
Ketotestosterona) pelas células de Leydig, que induz a producao de fatores de crescimento pro-
diferenciagéo pelas células de Sertoli. O quadro a direita ilustra 0s genes que tém sua expressao
diminuida na presenca do Amh. As diferentes geracdes espermatogbniais também estdo
mostradas na figura: espermatogénia indiferenciada (Aund), espermatogoénia diferenciada (Adiff),
e espermatogoénia do tipo B (B). Retirado de SKAAR et al., (2011).

Em algumas espécies, como Lateolabrax japonicas, o0 gene amh possui
elevados niveis de expressdo em testiculos imaturos (CHI et al.,, 2014). No
entanto, estes niveis sdo diminuidos quando as espermatogbénias entram em
proliferacdo e diferenciacdo (CHI et al.,, 2014). Em Oncorhynchus mykiss, a
expressdo do amh € inibida pela presenca de testosterona e 11-
Ketotestosterona (principal andrégeno nos peixes) (ROLLAND et al., 2013). A

testosterona e 11-Ketotestosterona sdo produzidas pelas células de Leydig, e
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induzem a proliferacéo e diferenciacdo espermatogonial através da producao de
fatores de crescimento pelas células de Sertoli (ROLLAND et al.,, 2013). No
entanto, pouco se conhece acerca da via de sinalizagdo do Amh na

espermatogénese e funcao testicular em machos adultos de peixes teledsteos.

Em Salmo salar, os niveis de expressdo do amh sdo dependentes dos
estagios do ciclo reprodutivo dos machos (MAUGAR e SCHMITZ, 2008). Em
estagios em que o0s testiculos possuem epitélio germinativo composto
primeiramente por espermatogonias (estagio imaturo), os niveis de expressao
de amh apresentam-se elevados e diminuem gradativamente a medida que o0s
testiculos entram em maturacdo (MAUGAR e SCHMITZ, 2008). Além disso,
estudos recentes demonstram que niveis elevados de expressdo de amh
coincidem com baixas taxas de proliferacdo (espermatogonial e de células de
Sertoli) avaliadas pela deteccdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular
(PCNA) em Cyprinus carpio. (MIURA et al., 2002; OLIVEIRA, 2014). Assim, &
sugerido que em carpa comum, 0s niveis baixos de expressao de amh sejam um

fator permissivo para a proliferacdo espermatogonial (OLIVEIRA, 2014).

Mais recentemente, a fim de se investigar o papel do Amh nos
mecanismos de regulacdo das células germinativas masculinas, Lin e
colaboradores (2017) realizaram a delecdo do amh pela tecnologia
CRISPR/Cas9 em zebrafish. Os autores mostraram que a perda da funcdo do
Amh levou a uma desregulacdo na proliferacdo das células germinativas e
consequente hipertrofia gonadal em zebrafish (LIN et al., 2017). Além disso, os
autores relataram aumento na propor¢cao de fémeas nos animais homozigotos
(71%) enquanto que nos animais heterozigotos, esta porcentagem foi de apenas
46% (LIN et al., 2017).

Com base em estudos na enguia japonesa (MIURA et al., 2002), acredita-
se que o efeito inibitério do Amh sobre a espermatogénese de zebrafish/carpa
possa estar associado a diminuicdo de andrégenos e também por fatores
inibitérios produzidos pelas células de Sertoli (SKAAR e NOBREGA et al.,2011).

Informacdes a respeito dos mecanismos de acdo do Amh na
espermatogénese, bem como na determinacéo e diferenciacédo sexual ainda n&o
foram completamente elucidados. Neste sentido, estudos sobre o papel do Amh
poderdo gerar conhecimentos para mediar a puberdade precoce e/ou tardia
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exibida por espécies de interesse comercial em cativeiro, bem como a
masculinizacdo de outras, como por exemplo, a utilizagdo de linhagens 100%

masculinizadas.

7. Oryzias latipes como modelo experimental

O peixe medaka (Oryzias latipes) (Fig.12) € comumente utilizado como
modelo experimental em varios mecanismos biolégicos, como desenvolvimento
embrionario, determinacédo sexual e diferenciacdo gonadal (KIRCHMAIER et al.,
2015). Isto se deve, principalmente pelo fato desta espécie apresentar
caracteristicas vantajosas tais como, rapido periodo de desenvolvimento,
genoma disponivel e de pequeno tamanho, e por apresentar sistema de
determinacdo sexual XX/XY, onde o0 macho mostra-se heterogamético
(MATSUDA et al., 2002). Em relacao ao fenotipo, diferencas entre caracteristicas
secundarias atribuidas ao sexo sdo claramente distintas entre machos e fémeas.
As diferencas séo particularmente em relagéo a forma do corpo; a cor, forma e
tamanho das nadadeiras dorsal e anal. Os machos apresentam as nadadeiras
dorsal e anal maiores e mais largas com cor opaca. As fémeas apresentam

nadadeiras menores e uma coloracdo amarelada (MATSUDA et al 2007).
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Figura 12. Oryzias latipes — Medaka. Fémea (XX) (parte superior) com ovos aderidos na regido
ventral, na saida do canal urogenital. O macho (XY) (parte inferior) apresenta as bordas das

nadadeiras maiores. Imagem: Arquivo pessoal.

O medaka foi o primeiro vertebrado no que foi evidenciado a ocorréncia
de crossing-over entre os cromossomos X e Y (AIDA et al., 1921), sendo um dos
primeiros organismos utilizados em estudos de inducdo a reversdo sexual
(YAMAMOTO et al., 1955). Em relacéo a determinacao sexual, foi nesta espécie
de peixe que o primeiro gene “master’ da determinacdo sexual, o dmy ou
dmrtlbY, foi descrito e caracterizado (MATSUDA et al., 2002; NANDA et al.,
2002; SCHARTL, 2004).

8. CRISPR/Cas9 como técnica para edicdo gendmica

O sistema CRISPR (Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Interespagcadas) foi descoberto em 1987 por Ishino e
colaboradores da Universidade de Osaka (Japéo). Estes pesquisadores
identificaram um locus peculiar no genoma de Escherichia coli, constituido por
uma configuragdo incomum: sequéncias repetidas e sequéncias espacadoras
intercaladas ("spacer") de fungao desconhecida. Apenas em 2005 foi sugerido

gue o sistema CRISPR-Cas9 seria um sistema imune adaptativo de procariotos,
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no qual os espacadores serviriam como “memoria de invasdes anteriores” por
bacteriofagos (MOJICA et al., 2005). Assim, RNAs derivados desses
espacadores serviram como moléculas complementares aos patdgenos
invasores, permitindo combaté-los de maneira sequéncia-especifica. Somente
em 2012/13 foi descoberto que essa técnica poderia ser utilizada no meio
cientifico. Duas publicagbes merecem destaque nesse quesito, a primeira, que
introduziu o conceito e evidenciou seu potencial (JINEK et al.,, 2012) e uma
segunda, onde foi mostrado o amplo sucesso, facil acessibilidade e versatilidade
da técnica (CONG et al., 2013).

A técnica baseia-se na sintese de uma molécula de RNA complementar a
uma sequéncia gendémica alvo na qual pretende-se deletar (3 a 4 pares de base).
Para tal, 0 RNA se associa a uma endonuclease que guia 0 mesmo até o alvo
complementar a ele. Quando ha complementariedade do RNA para com o alvo
e a endonuclease reconhece a sequéncia PAM (Fig.13), ocorre a clivagem dos
nucleotideos. Essa enzima com atividade nucleésica é a Cas-9, pertencentes a
familia das enzimas Cas (Fig.13). Com a mutacao, a sistema de reparo de DNA
da célula é ativado e insercdes ou delecdes de pares de bases acabam por abolir

a expressédo do gene alvo.

sgRNA
~ (tracrBNA-crRNA chimera)
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—_
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Genomic target sequence 5
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Figura 13. CRISPR-Cas9 e seus componentes basicos que em conjunto, inibem a expresséo de
um gene de interesse. No DNA gendmico encontra-se o gene alvo, onde a Cas9 endonuclease
ir& produzir uma mutacéo indel (insergdo-delegéo). O crRNA (CRISPR-derived RNA) juntamente

com o tracrRNA (trans-activating RNA) sd@o responsaveis por guiar e ativar o sistema,
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respectivamente. Atualmente, ambos RNAs séo sintetizados numa Unica molécula, chamada de
gRNA ou sgRNA (single guide RNA). A sequéncia 5-NGG-3" é necesséria estar presente
adjacentemente ao alvo, para que a atividade endonucleasica da Cas-9 funcione
adequadamente. Tal sequéncia é conhecida como PAM, ou Protospacer adjacent motif. REC —
lobo de reconhecimento e NUC — lobo nucleédsico da Cas9. RuvC e HNH s&o dois dominios da
Cas9, cada qual responsavel por “cortar” uma fita da molécula de DNA. Imagem retirada de

http://www.ozbiosciences.com/content/58-transfection-reagents-for-genome-editing.

Em relacdo as demais técnicas de edicdo gendémica, como ZFN (Zinc
Fingers Nucleases) e TALENS, (Transcription Activator—like Effector Nucleases),
o CRISPR-Cas9 apresenta algumas vantagens tais como: rapida e facil
metodologia, onde em apenas dois dias € possivel sintetizar o gRNA, baixo custo
e principalmente alta taxa de sucesso devido a sua alta sensibilidade para o
reconhecimento de sequéncias especificas presentes no DNA (CENCIC e
HISASHI, 2014).
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II.  JUSTIFICATIVA

Os peixes sdo excelentes modelos bioldgicos para se estudar a
diferenciacdo sexual. Isto se deve a plasticidade gonadal e reversdo sexual
funcional (gbnada funcional) que ocorre em muitas espécies de peixes (DEVLIN
e NAGAHAMA, 2002). Esses vertebrados utilizam uma ampla variedade de
mecanismos para controlar a diferenciacdo sexual. Por exemplo, algumas
espécies usam o sistema genético que determina o sexo apos a fertilizacao;
enquanto outras utilizam sinais extrinsecos (por exemplo, temperatura,
exposicdes a horménios e poluentes). Desta forma, a determinacdo sexual €
definida por forcas genéticas ou ambientais que determinam se um peixe vai se
tornar macho ou uma fémea, ao passo que a diferenciagdo sexual se refere aos
processos moleculares e celulares que fazem a go6nada indiferenciada
diferenciar-se em um testiculo ou ovario apés o sexo ter sido determinado

(DEVLIN e NAGAHAMA, 2002).

Um dos fatores que pode estar envolvido na diferenciacdo sexual em
alguns peixes teledsteos € o Amh, o qual desempenha importante papel no
desenvolvimento gonadal, sendo mais expresso em machos do que fémeas. No
entanto, os mecanismos de atuacdo do Amh na diferenciacdo sexual de
teledsteos ainda sdo pouco conhecidos. Neste sentido, este entendimento
podera ser til para espécies de grande valor econémica, como em tilapia, onde
se busca a masculinizacdo de 100% dos animais. Desta forma, o Amh podera
ser utilizado para masculinizar os animas através de ferramentas biotecnol6gicas
de transgenia. Por fim, os mecanismos de acdo do Amh na gametogénese
devem envolver a expressao diferencial de genes, os quais sdo desconhecidos
até o presente momento. Tal conhecimento poderd ser utilizado para mediar a
puberdade precoce e/ou tardia exibida por espécies de interesse comercial em
cativeiro, tanto nativas como exoticas, por exemplo, com o uso de vacinas

génicas.

O uso da espécie O. latipes (medaka) se deu devido esta espécie
apresentar o sistema de determinacdo sexual ligado ao cromossomo (XX/XY),

bem como por um gene “master” de diferenciagédo sexual, o dmrtlbY (NANDA et
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al., 2002; MATSUDA et al., 2002). Além disso, todo seu genoma encontra-se
caracterizado, descrito e depositado nas bases de dados (ex.: NCBI e Ensembl).
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llIl. OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar o papel do Amh na diferenciacdo sexual através da edicdo génica e
avaliar o padréo de expresséao dos genes envolvidos na cascata de diferenciacao

sexual de medaka.

Objetivos especificos

1. Obter medakas transgénicos ‘knockouts” (KO) para o amh

utilizando-se a tecnologia CRISPR/Cas9;

2. ldentificar os animais mutantes por PCR;

3. Realizar a sexagem molecular das animais mutantes e realizar

analises dos fendtipos comparados ao sexo genotipico;

4. Isolar e caracterizar a mutacao;

5. Obter animais homozigotos para a mutacdo, realizar a sexagem
molecular dos mutantes e realizar andlises dos fendtipos

comparados ao sexo genotipico e taxa de reversao;

6. Analisar o padréo de expressédo dos genes envolvidos na cascata
de determinacao e diferenciacdo sexual em medaka.
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IV. MATERIAL E METODOS

1. Animais

Para as analises do papel do Amh na diferenciacdo sexual foram utilizados
como modelo experimental o peixe medaka (O. latipes). Parte dos estudos foram
conduzidos na Universidade de Wurzburg (Wtrzburg, Alemanha), sob orientacao
do Prof. Dr. Manfred Scharlt e com colaboracéo do pesquisador Dr. Mateus Contar
Adolfi. O uso dos animais nesta pesquisa foi submetido e aprovado pela Comisséo
de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal,
sob protocolo n° 021918/14.

2. amh-KO por CRISPR/Cas9

A obtencdo de medakas amh “knock-out” (amh-KO) foi realizada pelo
sistema CRISPR/Cas9. Os procedimentos de edicdo génica utilizando
CRISPR/Cas9 foram realizados de acordo com Jao e colaboradores (2013). No
intuito de aumentar a probabilidade de sucesso e eficiéncia da técnica, trés RNAs
guias (gRNA) foram desenhados com base na sequéncia do gene amh de medaka
(Tabela 2) (Fig. 2). Os alvos para os gRNAs foram desenhados utilizando a
ferramenta online ZiFiTTargeter (htpp://zifit.partners.org/ZiFit/). Apés desenhados,
0s gRNAs foram inseridos no vetor pDR274 (Addgene,www.aadgene.org/42250).
Para tanto, o vetor pDR274 foi linearizado com a enzima de restricdo Bsal (NEB,
5U, https://lwww.neb.com), purificado e ligado aos gRNAs. O vetor, pDR274 ligado
aos oligos (pDR274-CRISPR) foi novamente linearizado com a enzima Dral (NEB,
10U, https://www.neb.com). Os gRNAs foram sintetizados com MAXIscript™ T7

Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific).

Para a sintese do RNA mensageiro (MRNA) da Cas9, o vetor de expressao
pCS2-Cas9 (Addgene,www.aadgene.org/47929) foi linearizado com a enzima de

restricio Not 1 (NEB, 5U, https://www.neb.com), purificado e transcrito usando
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MMESSAGEMMACHINE™ SP6 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) de
acordo com as instru¢cées da empresa. As microinjecdes foram realizadas nos
embrides de medaka no estagio de uma célula. As concentragdes utilizadas para
as injecdes foram: 150 ng/ul de Cas9 e 25 ng/ul para cada gRNA. As mutacdes
foram analisadas por PCR e sequenciamento (ver proximo item). Para tanto, foram

injetados ~ 300 embrides no estagio de uma célula para a obtencdo da geracao FO.

Na Tabela 2 é possivel observar a sequéncia dos exons (azul claro com
letras em preto) e dos introns (branco com letras em preto) do gene amh em
medaka. A regido 3’'UTR do gene € mostrada em caixa amarela. Letras em realce
vermelho mostram o “start” (ATG) e o “stop” (TGA) cdédon da sequéncia. Em caixa
lilds é possivel observar os alvos para os quais foram desenhados os gRNAs: exon
3 (gRNA #1); exon 6 (gRNA#2) e 3'UTR (gRNA#3). Em vermelho é mostrado os
locais onde foram desenhados os primers FW 1 e FW 2 e em verde os RV 1 e Rv
2 para a técnica de escaneamento por PCR da mutacéo.
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Tabela 2.

Sequéncia do gene amh em medaka.

Exon 1

ATGTTGCTTGTGCTGCTGTTCTGGATCGGGCTCGCTGGGACCCAGCAGGTCCAGCACCACAGCTCCAC
CGGAACAGGTCCGGCTTTGCTTCCTTCCTTCCAGCCTTTCATCTTTG

Intron 1

GGAAATCTTCCACATCACTTTCTCCTTGG

Exon 2

GTGACCICTICICIICCECoEIAGANCGGCGGGTGGAGCCGTGCTTTGTGGATGATGCGGTGGCAGC
GCTGCGTGAAGCGCTGCAGACTGACGGAGCGCTCTCCAACAGCAGCCTCACCCTGTTTGGAGCCTGCA
GAGCGCCGGATCCTTCCTCCCGCTCCACCTTGTTGGTGCTTTCAGAGGAGAGGCGGAGATGGCCAGAT
GGAGGTCTGAAGGTCCGGCAACCAGCTGCAG

Intron 2

GTGAGGATCCTTCGTGCTGCCTCAAGGAGCATTTCTCTGCATCACA

Exon 3

TCTCCGTCTGTCTGTCAGTGTTTGCAACAGAGGAGCGAGGGGTCGTCACCCTGACCTTTGACCTCCCA
GCATCCTCTTTGCTGGAGATGAACTTGCTGCTGCTGCTGCTGGCCTTTGAAAGCCCCGCCGCTGCTGG
AGACCTEEACGICACGTICAGCAGCCGCTTTCTGCTGCCACACTCACAG

Intron 3

GTGAAGAAGAAACAGCGGCGCTTTTGGAAAGAAAGCCGTTCTAAATACAATTCAACCCCTGTATGGGAT
TTCAAATGAGATGTTTTTAAGAGGTTCTGATCCCTCTClEENGICOICOCMARE T TCATTGTTCTGA
TCTGTGATCCTAATGGATGCTCTTGTCTGTAG

Exon 4

TCTGCTTGTATCTCAGAAGGAACCCTCTATGTTCTCCTGATGGGCAGATCTTCCAGCAGCAGCTCTCAG
CACAGATGGACAATCAGCGCTGAAGCAAAATCACCAAGAATGA

Intron 4

GTAAACTGGTTTTAAATGATTATACTGGATTCACATGAGTAAACTGGTTTTAAATGAGTAAACAGGTTTTA
AATGATTATACTGGATTCACTGGATTTTTATTTTTCCACTTTTGTTTGCACAGGAATAAGGTTTCACACATT
TCTCTTCGTTTCAGACCAAAACCTGATAG

Exon 5

ACGCCATCATTGGTGGGAAACCTGGAGGTCCGGTTGGCGTGACGCCACTTCTGCTTTTCACAGGAGAG
GAAGGAATCAATGGCAG

Intron 5

GTTTGCTCCCATTTTGGTTTTCCTTCTTTCCAAGCGGATGTTGTGGACTTCAGACGCGCCTCCTCTGTTT
CAG

Exon 6

CCGTCCAGCTGCCTTTGGTTCCTCCGGGGTTCCTGTGCAGACCTCATTCGTCTGTGAACTGAGGAGGTT
CCTGGAGGGEETCCTCCCTCACGGACEAGGACAAACAGCCACTGCTCCAGCTGGACTCCCTCCAGGCC
CTGCCCCCCCTTCCCCTGGGCTTGTCCTCCAGTGAGACCCTGCTGGCGGCGCTTATTAATTCTTCTGCT
CCAACTATCTTCTACTTCAACAACTGGGGCTCCAAGTCTCAGGGCCTCCGGGGACAGCTGATCCTGTCT
CCTGCGCTGTTGGTGGAGCTCAGGCTCAGGCTGGAGCAGAGCGAGATGCTCATTCTGGATCTGGCAGA
GCAGGAAACGGTTTCTCCCAGAACCACGGCCCGACTGGAAAGGCTGAAGGACCTCAGTGCTTCTCAGC
AGATGGAAGCAGGTGCAG

Intron 6

AAGGCAGCTGCCTCGTAAACCCATGCTGAGAACCGTCTGCTGACCACCTTCTGCTC

Exon 7

TCCCCTCAGCGGAGAGTCACTTCTGTGCCTTTCTTCTGCTGAAGGCGCTGAAGACGGTGGCGCATGCG
TACGACATGACCAGGCGACTGCGGAGCACCAGGGCGGGTCCCGACAGCCCGCCCAAGGGCAACATCT
GTGGGCTGAGGAGCCTCACCGTGTCCTTTGAGAAGCTTCTTCTGGGTCCGCAGAGCGCCAACATCAAC
AACTGCCGCGGGGTGTGCTCCTTCCCTHICMOAAEEEOARSAABEACGCCATCCTGCTCACCTCGCA
CACGGAGAGCGTGGCGGAAGAGCGCGCGCCCTGCTGCGTGCCCGTGGCCTATGACCCCCTGGAGGT
CTTGGACTGGAATGATGAAGGCTCCTTCCTGTCCATCAAGCCGGACATGATCGCGCGGGAGTGTGGCT
GCCGCTGA

3‘UTR

GCCCCCCCTCTGTGAGAAGGGGGAGTCACACCTACTTTGTTCTGAGGTTCTGATTCTATTCAGCGTCAC
ACATCCGTTCACTGTTAAAGTTGTGAATCCAGTTTTCTGACGTTCTCGTGGAACCAAATGAGAGTCGGAT
GTTTCCATGTGTTTCTGCGTGTATATTTATCCACACATATGTATGTGTGTGTGTGTGTGTAGGGGGGGGG
GGGGTATCTGACTATGCACTCAGAG GGGATTTAAGATGTTTCTTTTTT
CCATTTTTTTTCTCTCTTGTCCTGTTTTTC ATAAAACATCAGAACCAAAGA
ACTCAGACCAGAACTCAATTCTAGGTTTTTCACTGAARACACAAAATCCAATATTAAATGAAATATCGATT
CACTCAGCTT

3. ldentificacdo dos animais mutantes (amh-KO) por PCR

A identificacdo da mutacgéo foi realizada através de PCR. Para identificar os

animais mutantes para o amh (amh-KO) foram desenhados primers entre as

regides alvo dos gRNA conforme mostra a Figura 14 e a Tabela 3. Cada conjunto

de primer foi combinado no intuito de se obter diferentes padroes de banda em gel

de agarose a 1%. As combinacdes utilizadas dos primers foram: FW1 + RV1; FW1
+ RV2; FW2 + RV1 e FW2 + RV2 (Tabela 3). Para a PCR, o material genético (DNA

gendmico) foi extraido da nadadeira caudal de cada individuo analisado. As

47




extragOes de DNA foram realizadas segundo a técnica descrita Sambrook e Russel

(2001) com algumas modificacdes.

A cauda foi fragmentada em pequenos pedacos, logo apds foi adicionado
500 ul de solucéo de digestao (80 pL de NaCl 5 M, 20 puL de Tris/HCI 2 M, 200 uL
de SDS 10%, 40 pL de Proteinase K (10mg/mL) e 3420 uL de &gua ultrapura) e
incubado a 50 °C por 3 horas. Logo depois foi adicionado fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1) e homogeneizado por 15 minutos e depois centrifugado por 15
minutos a 14.000 rpm. Foi removido o sobrenadante e transferido para um tubo
limpo. O material assim obtido foi precipitado com alcool 100%, gelado e
centrifugado por 30 minutos a 14.000 rpm. Foi adicionado 800 uL de alcool 70%
gelado e centrifugado por mais 15 minutos a 14.000 rpm. O material foi eluido em
50 pl de TE ou agua Milli-Q autoclavada. Apds a extracdo do DNA o material foi

submetido areacdes de PCR (ver primers na Tabela 3).

GGAGGTCACGTTCAGCAG
o 7 .

~ GGGAACAGGGCTAGGGCATG

|
'\'. QQ} Il
el S0

~ ‘
SO ok ~_ a?
_‘"~\-L"\ S |_ ~. :L r--_)"g_'_!
i Ex2 ~. s Exa ExS Ex6 Ex7 “N-.\/:'é'um
el 2
L Oi T
. -
/'-/ 0 \.
GGGCGTCCTGCCTCAGGACC

Figura 14. Sequéncia do gene amh em medaka. llustragcdo mostrando os locais no genoma do
medaka onde os RNA guias (alvos) foram desenhados. (Ex1-Ex7) Abreviacdo para identificar os

exons na sequéncia do DNA.

Tabela 3. Primers para a deteccdo dos animais mutantes para o gene amh por
PCR.

Primers (5> 3’) Alvos Pares de bases (pb)
esperados

FWL1-TGTTCTGTTCGGGCGTAGAT , ,

VLT TCTOACACGAGCTTTOOAG | EXon_3+Exon_6+3' UTR 489; 1546 e1221

FW1-TGTTCTGTTCGGGCGTAGAT

RV2-TGGTTGTTGCCGTTGATCAG Exon_3+Exon_6 1807, 1055

FW2-TGGTTGTGCTCCGTTTTACC ,

RV1-TTCTGACACGAGCTTTGGAG Exon_6+3" UTR 655, 1732

FW2-TGGTTGTGCTCCGTTTTACC Exon 6 1241

RV2-TGGTTGTTGCCGTTGATCAG -

FW1+RV1(Selvagem) 2298
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Apbs a deteccao do tamanho de banda esperada no gel de agarose (Tabela
3) para cada combinacdo de primers, a banda foi recortada, purificada e enviada
para sequenciamento para confirmar a mutacdo. Com base nos resultados, foi
realizado uma frequéncia para identificar a porcentagem de eficiéncia da técnica
bem como a de animais heterozigotos e homozigotos para a mutacao. Na avaliacédo
dos parametros para a caracterizagdo dos animais heterozigotos e homozigotos
levou-se em consideracdo a presenca e/ou auséncia da sequéncia do gene dos
animais selvagens em que, se houvesse a presenca da banda selvagem o animal
era considerado heterozigoto e na auséncia da banda selvagem, o animal era
homozigoto. Os animais positivos para mutacéo (FO) foram cruzados com animais

selvagens a fim de se isolar e caracterizar a mutagéo (ver abaixo).

4. Caracterizagcdo da mutacédo (amh-KO)

Para caracterizar a mutacéo, os animais da FO (+/- ou -/-) foram cruzados
com animais selvagens. ApoOs a ovoposicdo das fémeas, os ovos foram coletados
e colocados em meio ERM (17mM NacCl, 0,4mM KCI, 0,27mM CaCl22H20, 0,66mM
MgSO4, pH 7) até a eclosdo. As larvas foram transferidas para aquarios de 10 litros
de agua (5 larvas por aquario) a 26,5 °C até a fase adulta (+ 3 meses). Apos
atingirem a fase onde era possivel a identificacdo do fenétipo dos animais, a
nadadeira caudal de cada individuo foi excisada e utilizada para extracdo do DNA
gendmico (ver acima). Os animais (F1) foram avaliados para identificar a
herdabilidade da mutacdo através de PCR (ver item anterior) e em caso positivo,
seu material genémico foi submetido para sequenciamento pelo método de Sanger,
no intuito de caracterizar a mutacdo. Uma vez identificados, os animais
heterozigotos (+/-) foram separados e cruzados entre si para a obtencdo de uma
linhagem de animais homozigotos para a mutacdo (-/-) (amh-KO). Assim a
proporcao sexual, taxa de reversédo sexual e também mudancas fenotipicas foram

avaliadas nesta linhagem.
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5. Sexagem molecular e andlise de reversao sexual

O sexo genético dos animais (FO, F1, F2) foi determinado através de reacgdes
de PCR para o gene determinante do sexo dmy/dmrtlbY utilizando-se o DNA
gendmico extraido da nadadeira caudal de cada individuo (ver item 3). Este
procedimento foi baseado em estudos anteriores de Nanda e colaboradores (2000).
A sequéncia dos primers para o dmy/dmrtlbY foram: OLAdmrtl/1by-RV 5’
CCTCCTCTTGAGCCTGGTGCC 3 e OLAdmrt1/1by-FW 5
AGTGCTCCGCTGACGGAAC 3. Apds a sexagem molecular, os resultados das
andlises do sexo genético (XX/XY) foram comparados com o fenétipo de cada
individuo. Andlises de propor¢cdo sexual foram realizadas no intuito de se avaliar
qual a porcentagem de animais machos (XY), fémeas (XX) e daqueles que
sofreram reversdo sexual - machos (XX) ou fémeas (XY). Para se avaliar o sexo
fenotipico, caracteristicas sexuais secundarias foram avaliadas, tais como: a forma
e o tamanho das nadadeiras dorsal, anal e ventral, onde no macho as nadadeiras
sao maiores e apresentam as bordas irregulares.

Todos os procedimentos experimentais para a obtencdo dos animais

mutantes através da técnica CRISPR/Cas9 estédo resumidos na Figura 15.

2. Confirmation of mutation e LhneE mat.i.ng, gﬂ.loty.pi.ng,
phenotypic examination
+/-

- ) e

@ —— +/+
1. Microinjection @
on one-cell
MUTANT gy GENERATION

F2 GENERATION

4. Caracterization of mutation and

confirmation of germline transmission

5. Cross mating, genotyping, phenotypic
examination and sequencing
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Figura 15. Diagrama mostrando todas as etapas utilizadas para se gerar animais mutantes através
da técnica CRISPR/Cas9. 1- Inicialmente foi injetado os RNA guias juntamente com a Cas9 em
zigotos. 2- Apo6s a ecloséo, as larvas foram avaliadas quanto a presenca da mutagdo. Confirmada
a mutagdo, os animais cresceram, foram realizadas genotipagem, avaliagdes fenotipicas (3) e
realizados cruzamentos com animais selvagens no intuito de isolar e caracterizar a mutagéo nas
proles (4). 5- Confirmada a mutacdo, os animais cresceram, foram realizadas genotipagem,
avaliac@es fenotipicas e realizados cruzamentos com entre 0s animais mutantes no intuito de isolar

e gerar linhagens homozigéticas (6).

6. Analises do padrdo de expressao dos genes envolvidos na

cascata de diferenciacao sexual

A expresséo dos genes envolvidos na diferenciacdo sexual foi avaliada em
embrides e larvas de medaka em diferentes estagios de desenvolvimento (estagios
34, 36, 38 e 40) (IWAMATSU, 2004). Afim de comprovar o sexo genotipico, DNA
gendmico foi extraido do olho e utilizado em reacbes de PCR para amplificar a
sequéncia especifica do gene determinante do sexo masculino (dmrtlbY/dmy) de
acordo com Nanda e colaboradores (2000) (ver Sexagem molecular e andlise de
reversao sexual). Logo apds, os embrides e as larvas foram congelados em
nitrogénio liquido para extracdo de RNA, seguido de tratamento com DNAse e
sintese de cDNA de acordo com protocolos dos fabricantes (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA). Para as andlises de expresséao génica, foram utilizados 5 pools de cada
sexo para cada estagio de desenvolvimento. Cada pool contém 15 embrides
(estagios de desenvolvimento 34, 36 e 38) ou 5 larvas para o estagio 40.
Posteriormente foram conduzidas reacdes de PCR quantitativo em tempo real
(gPCR) utilizando primers especificos para genes envolvidos na cascata de
diferenciacdo sexual (amh, amhrll, ar, dmrtl, gsdf, foxI2 e cypl9al) (Tabela 4).

Para todas as reacdes, a (-actina foi utilizada como gene de referéncia.

Tabela 4. Primers usados para analise de expressdo dos genes envolvidos na
cascata de diferenciacéo sexual.

51



Genes alvos Primers Foward (5-=2>3°) Primers reverse (5-23)
amh ATCAGGTCCCAACTTCAACG CTTTTGCCCATTTGACCACT
amhrll TGCTGCATGGCTATCTATCG GATTTTGAAGGCGTGGTTGT
ar ATCAGGTCCCAACTTCAACG CTTTTGCCCATTTGACCACT
cypl9al AGCTTATTTTTGCCCAAGGCC TTGAGCAGCAGGAGCATGAAA
dmrtl TCCTCCTACTATGGAAACCTGTACCA | GAAGGAGTGCATGCGGTACTG
foxI2 AAACCTGCTACTCTGGACGC AGTCAAATCTTCTTGATTC
gsdf GGGCTGGACACTATTCGAGA CATGACACAGAGGAGCTGGA
B-actina GAGTCCTGCGGTATCCATGA GTACCTCCAGACAGCACAGT

Para as andlises de expresséo génica por PCR guantitativo em tempo real
(gPCR) as reacOes foram realizadas com SYBR Green kit de acordo com o
protocolo do fabricante (Invitrogen). As duplicatas foram executadas para cada
amostra. Os Cts foram determinados através do StepOne Plus Real-Time PCR-
System (Applied Biosystems) em reag¢des de 10 L, utilizando como mastermix o

Syber Green.

Para cada gene, os niveis de expressdo foram normalizados pelo gene de
referéncia (B-actina) e expressos de forma relativa a média dos Cts dos animais por
estagio. As analises por estagio foram realizadas entre machos e fémeas. Anélises
temporais foram realizadas levando em consideracdo os Cts de cada animal de
ambos o0s sexos utilizando o software LiveGapCharts. Também foram realizadas

analises temporais somente para 0s animais machos.

7. Andlise Estatistica

Para as andlises estatisticas, diferencas significativas entre machos e
fémeas foram identificadas utilizando o teste de t-Student (ndo pareado) (p<0,05)
Comparacdes entre os machos nos diferentes estagios foram realizados com one-
way ANOVA seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (p<0,05) utilizando o
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
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V. RESULTADOS

1. CRISPR/Cas9: eficiéncia e deteccao das mutagdes por PCR

Os resultados dos animais injetados (FO) mostraram uma eficiéncia de 96,6%
para a técnica do CRISPR/Cas9. Os trés alvos foram mutados e de acordo com as
PCRs, 82,8% dos mutantes eram heterozigotos enquanto que apenas 13,8% foram

homozigotos para a mutacéo e 3,4 % nao apresentaram mutacao.

A partir dos resultados de triagem dos animais injetados (F0), foram
realizados cruzamentos entre os animais mutantes positivos homozigotos e/ou
heterozigotos para mutagdo com animais selvagens no intuito de isolar a mutacao
e verificar se a mutacdo era transmitida para as células germinativas e também
para geracao seguinte (F1). Apés o cruzamento entre 0os animais heterozigotos
oriundos da geracao F1 foi realizada a identificacdo dos animais homozigotos para
a mutacdo do amh na geracdo F2 (Fig.16). Os animais homozigotos para a
apresentaram uma delecéo de 759 pares de bases que compreende a regido do

exon 6 e exon 7.

LD Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

Figura 16. Analises dos mutantes homozigotos. Técnica de PCR para confirmar os animais
mutantes homozigotos para o amh usando primers especificos para o alvo mutado na geracao F2.
Imagem de gel de eletroforese a 1% mostrando o tamanho esperado da amplificacdo do amplicon
para a mutagdo do gene amh. Imagem mostrando o padrdo de bandas. Para animais WT, o
esperado seria uma banda com fragmento de 1242 pares de bases, no entanto, foi observado um
fragmento de 452 pares de base, mostrando assim uma delecéo de 759 pares de bases. LD: Ladder;

A1-A8: Animais mutantes analisados, confirmando a mutacdo dos homozigotos.
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2. Caracterizacdo da mutacao e fenétipo

Para verificar a herdabilidade da mutacdo assim como também de
caracteriza-la, cruzamentos dos animais mutantes injetados (+/- ou -/-) com
selvagens foram realizados. Analisando os resultados do sequenciamento,
identificamos animais com dois tipos de mutac¢des: animais com mutagao nos alvos
1 (exon 3) e 3 (3'UTR) (Fig.17) e animais com mutag&o no alvo 2 (exon 6) (Fig.19).
Na regido da mutacao do alvo 1, tivemos trocas de 2 bases, delecdes de 3 bases
e adicdo de 2 bases nitrogenadas (Fig.17). Ja no alvo 3, tivemos apenas a inser¢cao
de 6 novas bases nitrogenadas (Fig.17). Os animais sofreram reversao sexual, XY
(Fémea) (37,5%) como de XX (Macho) (62,5%) (Tabela 5). A avaliacdo fenotipica
se deu pela verificacdo das caracteristicas secundarias dos animais mutantes
comparadas com O sexo genético. Além disso, os animais XY (Fémea)

apresentaram uma hipertrofia das gonadas (Fig.18A).
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Alvo 1 (Exon 3)

Selvagem CCTGGAGGTCACGTTCAGCAGCCGCTTTCTGCTGCCACACTCACAG
amh-KO CCTGGAAAN- - CGTTCN-CAGCCGCTTTCTGCTGCCACACTCACAG

Alvo 3 (3’UTR)

Selvagem CTGACTATGCACTCAGAGAGGGAACAGEGCTAGGGCATEGGG
amh-KO CTGACTATGCACTCAGAGAGGGAACAGGGCTAGGGCNNNNNNATGGGG

Figura 17. Analise de sequenciamento dos animais mutantes heterozigotos, amh-KO. (A-B)
Sequéncia do genoma dos animais selvagens e de animais mutantes (amh-KO). Em amarelo é
possivel observar onde ocorreram as mudancas de bases (AA), as insercdes (N) e as delecdes (C,
A e G) apresentadas com traco (-). Também, é possivel observar o local exato onde ocorreu a

insercdo de 6 novas pares de bases no genoma dos animais mutantes, mostrado em amarelo (N).

S e
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Figura 18. Animal mutante para os alvos 1 e 3. (A) Imagem mostrando um animal mutante
heterozigoto amh (+/-), que sofreu reverséo sexual de macho (XY) para fémea (F) fenotipicamente.

Na imagem A é possivel observar uma hipertrofia gonadal dos animais. (B) fémea selvagem (WT).

Tabela 5. Fenétipo dos animais amh-KO (F1) que sofreram reversao sexual, 3
meses apos a ecloséo.

Genotipo XX XY
Fenotipo Macho Fémea
GoOnada Testiculo Ovério
Numero de peixes 5 3
Porcentagem 62,5% 37,5%

J& os animais com mutacéo no alvo 2 (exon 6) sofreram uma dele¢cédo 759
pares de base, removendo praticamente toda a regido do alvo 2 (Fig.19). No
entanto, esta brusca delecdo ndo ocasionou reversao sexual, ou seja, ndo ocorreu
mudanca fenotipica na geracdo F1, quando comparados com animais selvagens
(Fig.20).

JBACGCCATCATTGGTGGGAAACCTGGAGGTCCGGTTGGCGTGACGCCACTTCTGCT
TTTCACAGGAGAGGAAGGAATCAATGGCAGEBTTTGCTCCCATTTTGGTTTTCCTTCTT
TCCAAGCGGATGTTGTGGACTTCAGACGCGCCTCCTCTGTTTCAGECGTCCAGCTGC
CTTTGGTTCCTCCGGGGTTCCTGTGCAGACCTCATTCGTCTGTGAACTGAGGAGGTT
CCTGGAGGECETCCTECCTCAGGALTAGGACAAACAGCCACTGCTCCAGCTGGACT
CCCTCCAGGCCCTGCCCCCCCTTCCCCTGGGCTTGTCCTCCAGTGAGACCCTGCTG
GCGGCGCTTATTAATTCTTCTGCTCCAACTATCTTCTACTTCAACAACTGGGGCTCCA
AGTCTCAGGGCCTCCGGGGACAGCTGATCCTGTCTCCTGCGCTGTTGGTGGAGCTC
AGGCTCAGGCTGGAGCAGAGCGAGATGCTCATTCTGGATCTGGCAGAGCAGGAAAC
GGTTTCTCCCAGAACCACGGCCCGACTGGAAAGGCTGAAGGACCTCAGTGCTTCTC
AGCAGATGGAAGCAGGTGCAGAAGGCAGCTGCCTCGTAAACCCATGCTGAGAACCG
TCTGCTGACCACCTTCTGCTCTCCCCTCAGCGGAGAGTCACTTCTGTGCCTTTCTTCT
GCTGAAGGCGCTGAAGACGGTGGCGCATGCGTACGACATGACCAGGCGACTGCGG
AGCACCAGGGCGGGTCCCGACAGCCCGCCCAAGGGCAACATCTGTGGGCTGAGGA
GCCTCACCGTGTCCTTTGAGAAGCTTCTTCTGGGTCCGCAGAGCGCCAACATCAACA
BCTGCCGCGGGGTGTGCTCCTTCCCTCTGATCAACGGCAACAACCACGCCATC

ACGCCATCATTGGTGGGAAACCTGGAGGTCCGGTTGGCGTGACGCCACTTCTGCTT
TTCACAGGAGAGGAAGGAATCAATGGCAGG-

ACTGCCGCGGGGTGTGCTCCTTCCCTCTGATCAACGGCAACAACCACGCCATCCTG
CTCACCTCGCACACGGAGAGCGTGGCGGAAGAGCGCGCGCCCTGCTGCGTGCCCG
TGGCCTATGACCCCCTGGAGGTCTTGGACTGGAATGATGAAGGCTCCTTCCTGTCCA
TCAAGCCGGACATGATCGCGCGGGAGTGTGGCTGCCGCTGA
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Figura 19. Analise de sequenciamento dos animais mutantes heterozigotos, amh-KO. (A)
Sequéncia do amh dos animais selvagens, onde é possivel observar a regido onde o gRNA foi
desenhado para o alvo 2 (campo em lilas) e a regido destacada em vermelho, onde comeca (@) e
termina () a delecdo nos animais amh-KO. (B) Sequéncia obtida ap6s o sequenciamento dos
animais mutantes. E possivel observar o local onde ocorreu a dele¢do de 759 pares de base

(ilustrado em tracos (-)).

Figura 20. Animal mutante para o alvo 2. Imagem mostrando um animal F1 heterozigoto amh (+/-)

macho (XY) (M) que ndo sofreu mudanca fenotipica comparado com macho selvagem (WT).

Por apresentar maior delecdo, os animais heterozigotos (+/-) com mutacao
no exon 6 e 7 foram utilizados para gerar os animais homozigotos (-/-) na F2. Os
animais mutantes homozigotos (-/-) na F2 foram identificados e a delecdo de 759
pares de base novamente confirmada por Sanger (Fig.21). A regido onde ocorreu
a delecédo compreende parte da regido Amh_N e parte do dominio TGF- (Fig.21 e
Fig.22).
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TTCETTTCAGACCAAAACCTGATAGACGCCATCATTGGTGE6AAACCTGGAGGTCCGETTEECETGACGCCACTTCTGCTTTTCACAGGAGAGGAAGGAATCAATGGCAGGETTTGCTCCCATTTTGETTTTCCTTCTTTCCAAGCGEATGTTETGEACTTCAGACGCGCCTCCTCTGTTTCAGCCGTCCAGCTGCCTTTGGTTCCTCLGE
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Figura 21. Analise de sequenciamento para os animais mutantes homozigotos (amh -/-), amh-KO. Sequéncia do amh em medaka onde é possivel observar
os exons (verde) e a regido onde ocorreu a mutagédo (cinza). A mutacdo compreende uma delegdo de 759 pares de bases. Também sdo mostrados os primers
usados para deteccédo da mutacdo. Dados gerados e obtidos a partir do software SnapGene (https://www.snapgene.com/)
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FIGURA 22. (A) Esquema mostrando a estrutura proteica e ORF (open reading frame) do Amh nos

animais selvagens. Em vermelho é possivel observar o local de delecdo de 759 pares de bases (bp)
entre os exons 6 e 7, que compreende a regiao dos dominios Amh_N e TGF-f. A regido de clivagem
(R-X-X-R-X-X-R) entre os dominios esta indicada. Os exons da ORF estdo representados em cinza.
(B) Esquema mostrando como ficou a estrutura proteica e ORF do Amh ap6s a delegdo. N — Dominio

N terminal. C- Dominio C terminal.

Nossos resultados mostram que 100% dos animais homozigotos XY
sofreram reversao para fémea (Tabela 6). Também mostramos que todos o0s

animais amh (-/-) apresentaram uma hipertrofia gonadal (Fig.23).

Tabela 6. Animais mutantes homozigotos amh (-/-) presentes na geragao F2.

Caracteristicas Homozigoto amh (-/-) Heterozigoto amh (+/-)
Genotipo XY XX XY XX
Fendtipo Fémea Fémea Macho Fémea

N de animais 11 13 38 45

% de reverséo sexual 100% 0 0 0
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1000pum
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Figura 23. Animal mutante homozigoto. Imagem mostrando um animal F2 homozigoto amh (-/-) XY
que sofreu reverséo sexual para fémea fenotipica (F). E possivel observar também uma hipertrofia

gonadal neste animal.

3. Anélises do padréo de expressdo dos genes envolvidos na

cascata de diferenciacao sexual

As analises de expressao génica ao longo dos diferentes estagios de
desenvolvimento estdo demonstradas na Figura 24. Os resultados demonstram
que a expressao do amh foi maior em machos do que em fémeas em todos os
estagios avaliados (Fig.24). De forma interessante, a expresséao diferencial do amh
ocorre no estagio 34, o qual precede a janela de diferenciacdo sexual (estagio 36-
38). Em relagdo ao dmrtl, nota-se uma expressdo maior em machos do que em
fémeas, porém mais tardia, a partir do estagio 36 (Fig.24). Este mesmo padrao foi
observado para o gsdf (Fig.24). O receptor de andrégeno (ar) foi
transcricionalmente mais expresso em machos dos que em fémeas durante todos
0s estagios de desenvolvimento (Fig.24). Em relacdo aos genes foxI2 e cypl9al,
ambos transcritos foram significativamente maiores em fémeas ao longo de todos
0s estagios de desenvolvimento, com excecdo do estdgio 36 para cypl9al
(Fig.24B). O amhrll apresentou expressao diferencial no estagio 38, sendo maior
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em machos do que em fémeas (Fig.24C). Interessantemente, os niveis de amhrll

foram significantemente maiores em fémeas no estagio 40 (Fig. 24D).
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Figura 24. Niveis de RNA mensageiro para os genes dmrtl, amh, amhrll, ar, gsdf, foxI2, cyp19al
em machos e fémeas selvagens em diferentes estagios de desenvolvimento. Os niveis de
expressdo para cada gene foram normalizados com a expressao da 3-actina e expressos de forma
relativa a média dos Cts de todos os individuos. Barras representam as médias + o erro padréo.

Asteriscos indicam diferencas significativas (p<0.05).

Também foram realizadas analises temporais para cada transcrito (Fig.25).
Desta forma, é possivel observar que o dmrtl foi maior em machos do que em
fémeas, tendo seu pico de expressao no estagio 38 (Fig.25A). O amh apresentou-
se diferencialmente mais expresso nos machos e seu pico ocorreu no estagio 36
(Fig.25B). A expressdo do amhrll ndo variou muito entre os sexos, embora tenha
sido maior nos machos no estagio 38 (Fig.25B) e nas fémeas no estagio 40
(Fig.25C). A expressdo do ar foi maior em machos durante todos os estagios
avaliados (Fig.25D). Em relagéo ao gsdf, sua expresséo foi diferencialmente maior
em machos a partir do estagio 36 (Fig.25E). Os niveis de expressao do foxI2 e

cypl9al foram maiores nas fémeas em todo periodo avaliado (25F-G).
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foxlI2
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Figura 25. Analise temporal dos niveis de RNA mensageiro dos genes dmrtl, amh, amhrll, ar, gsdf,
foxl2 e cypl9al para machos e fémeas em diferentes estagios de desenvolvimento. Os niveis de
expressdo para cada gene foram normalizados com a expresséo da -actina e expressos de forma

relativa a média dos Cts de todos os individuos. Os valores representam as médias + o erro padrao.

Ao se analisar a expressdo de cada transcrito ao longo dos diferentes

estagios de desenvolvimento de machos observa-se que Varios genes tiveram sua
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maior expressao no estagio 38, como os genes dmrtl (Fig.26A), amh (Fig.26B), ar
(Fig. 26D) e gsdf (Fig.26E). Em contrapartida, os niveis de expressdo do amhrll

mantiveram-se constantes, com excecao de reducado significativa no estagio 40
(Fig.26C).
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gsdf comparative analysis
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Figura 26. Niveis relativos de RNA mensageiro para os genes dmrtl, amh, amhrll, ar e gsdf em
machos nos diferentes estagios de desenvolvimento. Os niveis de expressao para cada gene foram
normalizados com a expressao da -actina e expressos de forma relativa a média dos Cts de todos
os individuos. Barras representam as médias + o erro padrdo. Asteriscos indicam diferencas

significativas (p<0.05).
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VI. Discussao

Os peixes teledsteos exibem uma grande variedade de mecanismos de
determinacao e diferenciagcdo sexual. A determinacdo sexual pode ser definida
como um fator genético herdado e refere-se ao processo em que uma gbnada
bipotencial indiferenciada se desenvolve em testiculo ou ovario (KOOPMAN et al.,
1991; GUERRERO-ESTEVEZ e MORENO-MENDOZA, 2010). Os mecanismos de
determinacdo sexual genético estdo ligados a sistemas de cromossomos
heteromorficos podendo ser XX/XY e ZZ/ZW, geralmente associados a um gene
“master” que inicia uma cascata génica e uma série de interac6es bioquimicas que
levam a diferenciacdo sexual da gonada (GUERRERO-ESTEVEZ e MORENO-
MENDOZA, 2010; HERPIN et al., 2013; CAPEL, 2017).

O processo de diferenciacdo sexual € influenciado por uma rede de genes
especificos para machos e fémeas e também por fatores ambientais (temperatura
e poluentes, por exemplo) (BAROILLER et al, 2009; CAPEL, 2017). Nos ultimos
anos, diferentes genes “masters” envolvidos no processo de determinacdo e
diferenciacéo sexual tém sido identificados nos peixes teledsteos, ilustrando assim
uma grande variedade e plasticidade neste grupo de vertebrados (KOOPMAN et
al., 1991, MATSUDA et al., 2002, NANDA et al., 2002, YOSHIMOTO et al., 2008,
SMITH et al., 2009, YANO et al., 2012, HATTORI et al., 2012, MYOSHO et al.,
2012, KAMIYA et al., 2012, CHEN et al., 2014, TAKEHANA et al., 2014; CAPEL,
2017).

No presente trabalho, nds investigamos 0s mecanismos da via de
sinalizacdo do Amh durante o periodo de diferenciacéo sexual de medaka por meio
da técnica de edicdo génica, CRISPR/Cas9. A expressdo do Amh é de suma
importancia para a diferenciacdo testicular, onde seus niveis elevados sao
produzidos pelas células de Sertoli no inicio da diferenciacdo testicular e depois
diminuem na puberdade (REY, 1998; NILSSON et al.,, 2011). Em peixes a
expressao do amh mostra-se diferencial entre os sexos, sendo maior em machos
do que em fémeas (SKAAR et al., 2011; OLIVEIRA, 2014)

No intuito de se analisar a fungdo de membros da familia TGF-B nos

processos reprodutivos dos peixes teledsteos, Morinaga e colaboradores (2007)
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realizaram a mutacao no receptor do amh (amhrll) no peixe medaka. Neste estudo,
0s autores mostram que 50% dos animais machos XY homozigotos para a mutacao
apresentaram reversao sexual de macho para fémea. Foi observado também um
elevado indice gonadossomatico que foi caracterizado como uma hipertrofia
gonadal. Resultados semelhantes foram obtidos por Lin e seus colaboradores
(2017) através da delecdo do amh pelo sistema de CRISPR/Cas9 em zebrafish.
Esses autores mostraram que a perda da fungéo do amh em zebrafish levou a uma
hipertrofia gonadal decorrente do acumulo de espermatogoénias indiferenciadas e
desregulacéo do desenvolvimento sexual (LIN et al., 2017). Os autores relataram
ainda um aumento na propor¢cdo de fémeas nos animais homozigotos (71%)
enguanto que nos animais heterozigotos a porcentagem foi de 46% de fémeas. Em
relacdo ao fenotipo dos animais, todos os peixes homozigotos apresentaram um
abdomen aumentado o que foi caracterizado com uma hipertrofia gonadal. Em
nosso trabalho, geramos peixes medakas com delecdo no gene amh (amh -/-)
através do sistema CRISPR/Cas9. Inicialmente, identificamos dois tipos de
mutac&o nos animais heterozigotos (amh -/+) da F1. A mutacdo mais interessante
foi a delecéo de 759 pares de base entre os exons 6 e 7 que compreende parte dos
dominios Amh_N e TGF-B. Os animais portando essa mutagao foram utilizados
para gerar os mutantes homozigotos da geracao F2. Interessantemente, 0s animais
XY homozigotos para mutacdo do amh (-/-) apresentaram 100% de reverséo
sexual, sendo caracterizados como fémeas fenotipica. Estes resultados s&o
semelhantes, pelo menos em parte aos encontrados por Morinaga e colaboradores
(2007) para a mutacao no receptor do Amh em medaka. A mutagéo do receptor do
Amh também causou reversao sexual, porém apenas 50% dos machos XY foram
revertidos para fémeas fenotipicas (MORINAGA et al., 2007), enquanto a mutacao
do Amh promoveu reversao de todos os machos XY. Nao sabemos ainda explicar
essa diferenca, mas sugere-se que a delecdo do ligante € mais crucial que a do
préprio receptor. Esses dados também mostraram que o Amh € um fator necessario

para a diferenciagéo testicular em medaka.

O Amh é comumente encontrado em algumas espécies de peixes teledsteos,
como zebrafish, enguia japonesa, medaka, truta arco-iris, carpa comum dentre
outras (MIURA et al., 2002; KLUVER et al., 2007; SKAAR et al., 2011; SAMBRONI
etal., 2012; OLIVEIRA, 2014; PFENNIG et al., 2015; ADOLFI et al., 2018). Ja o seu
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receptor, o Amhrll, encontra-se ainda pouco caracterizado entre as espécies de
peixes (PFENNIG et al., 2015). Um caso interessante € o do zebrafish que possui
Amh, porém a espécie perdeu o Amhrll durante a evolucédo (PFENNIG et al., 2015).
Neste caso, sugere-se que o Amh atue através de outros receptores, como 0s
receptores Bmp (Bone Morphogenetic Protein). Morinaga e seus colaboradores
(2007) mostram uma sintenia conservada do Amhrll em medaka com o receptor
tipo 2 para o Bmp (Bmprll) em outros vertebrados (MORINAGA et al., 2007). Mais
recentemente, Adolfi e colaboradores (2018) realizaram analises comparativas e
mostraram que todas as espécies de Chondrichthyes avaliadas ndo possuem
amhrll, porém o amh foi detectado no genoma destas espécies. Através de analises
de sintenia, os autores também mostraram sintenia conservada da regido genémica
do bmprll com o amhrll. Este resultado fornece mais evidéncias da origem do
amhrll como paralogo ao bmprll e sugere que o Amh atue através do Bmprll em
peixes cartilaginosos e talvez em zebrafish (ADOLFI et al., 2018). Se analisarmos
entdo os dados de Morinaga e colaboradores (2007), € possivel que o Amh atue
via Bmprll. Embora especulativo, esta observacdo poderia explicar o porqué dos
50% dos machos XY néao terem sofrido reversédo sexual nos mutantes para o amhrll.
Por outro lado, nossos resultados decorrentes da delecéo do ligante (Amh) e ndo o
receptor (Amhrll), mostraram que 100% dos animais homozigotos sofreram

reversao sexual.

Outra caracteristica observada nos medakas amh (-/-) foi a hipertrofia
gonadal, a semelhanca dos medakas mutantes para o receptor Amhrll (MORINAGA
et al., 2007) e para os zebrafish com delecdo do Amh (LIN et al., 2017). Estes
trabalhos mostraram que o Amh regula a atividade de autorrenovacdo e
diferenciacéo das células germinativas. Em medaka, MORINAGA e colaboradores
(2007) mostraram que a auséncia do receptor do Amh (hotei) é responsavel pela
excessiva proliferagdo de células germinativas e pela reverséo sexual de 50% dos
machos XY. Em estudos posteriores do grupo, 0s autores mostram que a
sinalizacdo do Amh atua nas células somaticas de ambos 0s sexos promovendo a
proliferacéo e autorrenovacao das células germinativas mitoticamente ativas do tipo
1 (NAKAMURA et al., 2012). Desta forma, os autores mostram que a reversao
sexual no hotei ndo € consequéncia direta da sinalizagdo do Amh nas células

somaticas, mas sim devido a hiperproliferacdo das células germinativas
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(NAKAMURA et al.,, 2012). No entanto, 50% dos animais XY hotei com
hiperproliferacdo nao apresentaram reversao sexual (MORINAGA et al., 2007). Em
nosso trabalho, todos os animais mutantes homozigotos (amh -/-) XY sofreram
reversdao, mostrando que a hiperproliferacdo ndo estd associada com a
diferenciacdo sexual, mas sim como um defeito nas células sométicas. Desta
maneira, pode-se concluir que o Amh é um efetor crucial para a formacao do
testiculo em medaka. Esse resultado também corrobora os dados de expresséo
temporal do amh em diferentes estagios de desenvolvimento do medaka (ver

abaixo).

No presente estudo, também avaliamos a expressdo do amh e de alguns
genes chaves do processo de diferenciacdo durante diferentes estagios de
desenvolvimento de medakas selvagens. A expressédo do amh foi maior em machos
do que em fémeas durante todos 0s estagios de desenvolvimento. Sua expressao
diferencial inicia-se no estagio 34 que precede a janela de diferenciacdo sexual em
medaka. Interessantemente, a expressao de outros genes envolvidos na cascata
de diferenciac@o sexual masculina como dmrt1, amhrll e gsdf foi posterior & do amh.
Este dado sugere que o Amh atue como efetor upstream da cascata de
diferenciacdo masculina, sendo responséavel, direta ou indiretamente, por ativar
genes como dmrtl e gsdf. Sendo assim, a expressdao do Amh é crucial para
desencadear a diferenciacéo testicular através da expressao de genes downstream
da cascata, como dmrtl e gsdf. Estes resultados estdo alinhados com os dados
encontrados neste trabalho para os medakas mutantes amh (-/-), onde na auséncia
do Amh, todos os machos XY se diferenciam em fémeas. Na auséncia do Amh, os
efetores downstream da cascata ndo seriam ativados, o que levaria a diferenciacéo
ovariana. Para comprovar esta hipotese, é necessario conhecer a expressao destes
efetores ao longo dos diferentes estagios de desenvolvimento dos mutantes amh (-
/-). Estes experimentos bem como avaliacdes histolégicas, RNAseq e experimentos
onde o Amh recombinante sera incorporado nos medakas amh (-/-) para reverter o
processo de reversédo sexual encontra-se atualmente em andamento e certamente
contribuirdo para o melhor entendimento do Amh na diferenciagdo sexual do

medaka.

De maneira geral, nosso trabalho demonstra que o Amh desempenha papel

crucial no processo de diferenciacdo sexual do peixe medaka. Além disso, 0 Amh
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atua como um efetor da cascata de diferenciacdo sexual masculina e também
regula a proliferacdo das células germinativas nesta espécie. Neste sentido,
demonstramos a importancia da sinalizacdo TGF-B na diferenciagao sexual de
vertebrados, assim como sua influéncia nos processos de regulacdo do

crescimento/proliferacdo e diferenciacdo das células germinativas, conforme

resume a Figura 27.
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Figura 27. Via de sinalizacdo TGF-B. (A) llustragdo mostrando a via de sinalizacdo TGF-f em

]

medakas selvagens. Inicialmente, o Amh é produzido como pré-horménio que sofre uma série de
clivagens para se tornar um horménio maduro (vermelho). O horménio maduro ativa seu receptor
especifico tipo Il (Amhrll). Logo em seguida, ocorre o recrutamento e ativagdo do receptor tipo | por
fosforilagcao, formando um complexo entre os dois receptores. Apés a formacgéo do complexo ocorre
entdo o recrutamento e a fosforilagdo das R-Smads (receptor-regulated Smad). As R-Smads
recrutam as Co-Smads (common mediator Smads) formando um complexo R-Smads/Co-Smads.

Tanto as R-Smads como o complexo R-Smads/Co-Smads podem sofrer a a¢éo inibitéria das |-
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Smads (inhibitory Smads) durante o processo de sinalizagdo. O complexo R-Smads/Co-Smads é
translocado para o nucleo da célula. Dentro do nicleo, o complexo se liga com fatores de transcricao
regulando a expresséo de genes alvo, como por exemplo, os efetores downstream da cascata de
diferenciacdo sexual (dmrtl, gsdf e outros). Em nivel tecidual, o Amh atua nos tecidos alvos inibindo
(setas em vermelho) a auto renovacao, proliferacéo e diferenciagcdo das células germinativas. A seta
roxa também mostra que o Amh tem um importante papel durante a diferenciacdo sexual. (B) Na
falta da sinalizacdo do Amh (neste caso, a dele¢cdo do gene amh via CRISPR/Cas9 em medaka),
nao ocorrem 0s processos descritos no item A, nem a ativagéo dos efetores downstream. Em nivel
tecidual, ocorre a hiperproliferacdo das células germinativas, levando a uma gbnada hipertréfica.
Em relacdo a diferenciagéo sexual, os machos XY sofrem reversdo sexual. Fonte do desenho:

Arquivo pessoal.
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VIl. Conclusao

Este estudo demonstrou que o sistema CRISPR/Cas9 foi eficiente para

deletar genes relacionados com a diferenciacdo sexual de medaka. Assim,

conseguimos gerar animais mutantes homozigotos para o gene amh (-/-).

Obtivemos uma delecéo de 759 pares de base entre os exons 6 e 7 do gene amh,

0 que corresponde a parte do dominio Amh_N e TGF-B, ambas cruciais para o

funcionamento do hormonio.

As principais conclusdes obtidas a partir dos resultados gerados com a

utilizacao deste interessante modelo foram:

1)

2)

3)

4)

Todos os animais amh (-/-) XY sofreram reversdo sexual. Neste
sentido, o Amh pode ser considerado um fator crucial para a
diferenciacéo sexual masculina em medaka. Na auséncia do Amh, os

machos XY revertem para fémea.

Todos os mutantes (machos e fémeas) apresentaram hipertrofia
gonadal. Este fato indica que o Amh regula a proliferacéo das células
germinativas. A auséncia do Amh promove por tanto intensa

proliferacdo excessiva das células germinativas.

A expressao do amh é maior em machos do que em fémeas durante
todos os estagios de desenvolvimento avaliados nos medakas
selvagens e sua expressao diferencial precede a janela de
diferenciacédo e a expresséo de efetores downstream da cascata de
diferenciacdo, como dmrtl e gsdf, dentre outros. Este fato corrobora
os dados encontrados para os mutantes amh (-/-), sugerindo que o
Amh é um efetor upstream da cascata de diferenciacdo sexual e é
responsavel por regular direta ou indiretamente a expressao dos

efetores downstream (dmrtl e gsdf).

Finalmente, demonstramos a importancia da sinalizacdo TGF-B na
diferenciacdo sexual de vertebrados, assim como também sua
influéncia nos processos de regulacdo do crescimento/proliferacéo e

diferenciacao das células germinativas.

76



VIIl. LITERATURA CITADA

ADOLFI, M. C.; NAKAJIMA, R. T.; NOBREGA, R. H.; SCHARTL, M. Intersex,
Hermaphroditism, and Gonadal Plasticity in Vertebrates: Evolution of the Mullerian
Duct and Amh/Amhr2 Signaling. Annual Review of Animal Biosciences, vol. 7,
p.7-24, 2019. oi.org/10.1146/annurev-animal-020518-114955.

AIDA, T. On the inheritance of color in a fresh-water fish, Aplocheilus latipes
Temmick and Schlegel, with special reference to sex-linked inheritance. Genetics
vol. 6, p.554-573, 1921.

AYERS, K. L.; SINCLAIR, A. H.; SMITH, C. A. “The molecular genetics of ovarian

differentiation in the avian model”. Sexual Development, vol. 7, p.80-94, 2013.

BAROILLER, J. F., H. D’COTTA, AND E. SAILLANT. Environmental effects on fish
sex determination and differentiation. Sexual Development, vol.3, p.118-135,
2009.

BAROILLER, J. F.; NAKAYAMA, I.; FORESTI, F.; CHOURROUT, D. Sex
determination studies in two species of teleost fish, Oreochromis niloticus and

Leporinus elongatus. Zoological Studies, vol.35, p.279-285, 1996.

BIASON-LAUBER, A.; KONRAD, D. WNT4 and Sex Development. Sexual
Development, vol.2, p.210-218, 2008. doi.org/10.1159/000152037

CAPEL, B. Sex in the 90s: SRY and the switch to the male pathway. Annual Review
of Physiology, vol.60, p.497-523, 1998.

77



CENCIC, R.; MIURA, H.; MALINA, A.; ROBERT, F.; ETHIER, S.; SCHMEING, T.
M.; DOSTIE, J.; PELLETIER, J. Protospacer Adjacent Motif (PAM)-Distal
Sequences Engage CRISPR Cas9 DNA Target Cleavage. PLoS ONE, vol.10,
109213, 2014. doi.org/10.1371/journal.pone.0109213

CHI, M. L.; WEN, H. S.; NI, M.; HE, F.; LI, J. F.; QIAN, K.; ZHANG, P.; CHAI, S. H.;
DING, Y. X.; YIN, X. H. Molecular identification of genes involved in testicular steroid
synthesis and characterization of the responses to hormones stimulation in testis of

Japanese sea bass (Lateolabrax japonicas). Steroids, v.84, p.92-102, 2014.

CONG, L.; RAN, F. A;; COX, D.; LIN, S.; BARRETTO, R.; HABIB, N.; HSU, P. D.;
WU, X.; JIANG, W.; MARRAFFINI, L. A.; ZHANG, F. Multiplex genome engineering
using CRISPR/Cas systems. Science, vol. 6121, p.819-23, 2013. doi:
10.1126/science.1231143.

CRUZ; V. P.; SHIMABUKURO-DIAS, C. K.; OLIVEIRA, C.; FORESTI, F. Karyotype
description and evidence of multiple sex chromosome system X1X1X2X2/X1X2Y in
Potamotrygon aff. motoro and P. falkneri (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) in
the upper Parand River basin, Brazil. Neotropical ichthyology, vol.9, 2011.
dx.doi.org/10.1590/S1679-62252011000100020

DEVLIN, R.; Y. NAGAHAMA. Sex determination and sex differentiation in fish: an
overview of genetic, physiological, and environmental influences. Aquaculture,
vol.208, p.191-364, 2002.

ESHEL, O.; SHIRAK, A.; DOR, L.; BAND, M.; ZAK, T.; MARKOVICH-GORDON, M.;
CHALIFA-CASPI, V.; FELDMESSER, E.; WELLER, J. I.; SEROUSSI, E.; HULATA,
G.; RON, M. Identification of male-specific amh duplication, sexually differentially
expressed genes and microRNAs at early embryonic development of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). BMC Genomics, vol.15, 2014. doi.org/10.1186/1471-
2164-15-774.

78



FAN, Y-S.; HU, Y-J.; YANG, W-X. TGF-B superfamily: how does it regulate testis
development. Molecular Biology Reports, vol.39, p.4727-4741, 2012. doi:
10.1007/s11033-011-1265-5.

GAUTIER, A.; LE GAC, F.; LAREYRE, J.-J. The gsdf gene locus harbors volutionary
conserved and clustered genes preferentially expressed in fish previtellogenic
oocytes. Gene, vol.472, p.7-17, 2011. doi:10.1016/j.gene.2010.10.014.

GOODFELLOW, P. AND LOVELL-BADGE, R. SRY AND SEX DETERMINATION
IN MAMMALS. Annual Review of Genetics, vol.27, p.71-92, 1993.
doi.org/10.1146/annurev.ge.27.120193.000443.

GRAHAM, P.; PENN, J. K.; SCHEDL, F. Masters change, slaves remain.
Bioessays, vol.25, p.1-4, 2003.

GRAVES, J. A. “How to evolve new vertebrate sex determining genes”.
Developmental Dynamics, vol.242, p.354-359, 2013.

GUERRERO-ESTEVEZ, S.; MORENO-MENDOZA, N. Sexual determination and
differentiation in teleost fish. Reviews in Fish Biology and Fisheries, vol.20, p.01-
121, 2010. doi:10.1007/s11160-009-9123-4.

GUQO, Y.; CHENG, H.; HUANG, X.; GAO, S.; YU, H.; ZHOU, R. Gene structure,
multiple alternative splicing, and expression in gonads of zebrafish Dmrtl.
Biochemical and Biophysical Research Communications, vol.330, p.950-957,
2005.

79



HAQQ, C. M.; KING, C. Y.; UKIYAMA, E.; FALSAFI, S.; HAQQ, T. N.; DONAHOE,
P. K.; WEISS, M.A. Molecular basis of mammalian sexual determination: activation
of Mullerian inhibiting substance gene expression by SRY. Science, vol.266, p.
1494-1500, 1994. doi 10.1126/science.7985018.

HATTORI, R. S.; MURAL, Y.; OURA, M.; MASUDA, S.; MAJHI, S. K.; SAKAMOTO,
T.; FERNANDINO, J. |.; SOMOZA, G. M.; YOKOTA, M.; STRUSSMANN, C. A. Y-
linked anti-Millerian hormone duplication takes over a critical role in sex
determination. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, vol.109, p.2955-2959; 2012.
doi.org/10.1073/pnas.1018392109.

HAYASHI, Y.; KOBIRA, H.; YAMAGUCHI, T.; SHIRAISHI, E.; YAZAWA, T,
HIRAILT.; KAMEI, Y.; KITANO, T. High temperature causes masculinization of
genetically female Medaka by elevation of cortisol. Molecular Reproduction and
Development, vol.77, p.679-86, 2010.

HERPIN, A.; ADOLFI, M. C.; NICOL, B.; HINZMANN, M.; SCHMIDT, C.;
KLUGHAMMER, J.; ENGEL, M.; TANAKA, M.; GUIGUEN, Y.; SCHARTL, M.
Divergent expression regulation of gonad development genes in Medaka shows
incomplete conservation of the downstream regulatory network of vertebrate sex

determination. Molecular Biology and Evolution, vol.30, p.2328-46, 2013.

HERPIN, A.; SCHARTL, M. Plasticity of gene-regulatory networks controlling sex
determination: of masters, slaves, usual suspects, newcomers, and usurpators.
EMBO Reports, vol.10, p.1260-74, 2015. doi: 10.15252/embr.201540667.

HERPIN, A.; SCHINDLER, D.; KRAISS, A.; HORNUNG, U.; WINKLER, C.;
SCHARTL, M. Inhibition of primordial germ cell proliferation by the Medaka male
determining gene DmrtlbY. BMC Developmental Biology, vol.7, p. 99, 2007.

80



HEULE, C.; SALZBURGER, W.; BOHNE, A. Genetics of Sexual Development: An
Evolutionary Playground for Fish. Genetics, vol. 196, p.579-591, 2014.

JIRI, S.; KANEKO, H.; KOBAYASHI, T.;, WANG, D. S.; SAKAI, F.; PAUL-
PRASANTH, B.; NAKAMURA, M.; NAGAHAMA, Y. Sexual dimorphic expression of
genes in gonads during early differentiation of a teleost fish, the Nile tilapia,

Oreochromis niloticus. Biology of reproduction, vol.78, p.333-341, 2008.

IJIRI, S.; KANEKO, H.; KOBAYASHI, T.; WANG, D. S.; SAKAI, F.; PAUL-ITURRA,
P.; LAM, N.; DE LA FUENTE, M.; VERGARA, N.; MEDRANO, J. F. Characterization
of sex chromosomes in rainbow trout and coho salmon using fluorescence in situ
hybridization (FISH). Genetica, vol.111, p.125-31, 2001.

ISHINO, Y.; SHINAGAWA, H.; MAKINO, K.; AMEMURA, M.; NAKATA, A
Nucleotide sequence of the iap gene, responsible for alkaline phosphatase isozyme
conversion in Escherichia coli, and identification of the gene product. Journal of
Bacteriology, vol.12, p.5429-33, 1987.

IWAMATSU, T. Stages of normal development in the medaka Oryzias latipes.
Mechanisms of Development, vol.121, p. 605-618, 2004.
doi.org/10.1016/j.mod.2004.03.012.

JAO, L. E.; WENTE, S. R.; CHEN, W. Efficient multiplex biallelic zebrafish genome
editing using a CRISPR nuclease system. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, vol.10, p.13904-13909.

JAMIN, S. P.; VIZZIANO, D.; RANDUINEAU, G.; BOBE, J.; LAREYRE, J. J,;
GUIGUEN Y. Rainbow trout anti-Mdllerian hormone gene (amh), structure and

expression. Cybium, vol.32, suppl.: 9, 2008.

81



JINEK, M.; CHYLINSKI, K.; FONFARA, I.; HAUER, M.; DOUDNA, J. A;
CHARPENTIER, E. A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in
adaptive bacterial immunity. Science; vol. 6096, p.816-21, 2012. doi:
10.1126/science.1225829.

JOSSO, N.; DI CLEMENTE, N. Transduction pathway of anti-Mullerian hormone, a
sex-specific member of the TGF-B family. TRENDS in Endocrinology and
Metabolism, vol.14, p.91-97, 2003.

JOSSO, N.; PICARD, J. Y.; REY, R.; DI CLEMENTE, N. Testicular Anti-Mullerian
hormone: history, genetics, regulation and clinical applications. Pediatric
endocrinology, vol.3; p.347-358, 2006.

KIRCHMAIER, S.; NARUSE, K.; WITTBRODT, J.; LOOSLI, F. The Genomic and
Genetic Toolbox of the Teleost Medaka (Oryzias latipes). GENETICS, vol.199,
p.905-918, 2015. doi.org/10.1534/genetics.114.173849

KIKUCHI, K.; HAMAGUCHI, S. Novel Sex-Determining Genes in Fish and Sex

Chromosome Evolution. Developmental Dynamics, 2013.

KIMBLE, J. PAGE, D. C. The mysteries of sexual identity. The germ cell's
perspective. Science, vol.316, p.400-1, 2007.

KLUVER, N.; PFENNIG, F.; PALA, |, STORCH, K., SCHLIEDER, M,
FROSCHAUER, A.; GUTZEIT, H. O.; SCHARTL, M. Differential expression of anti-
Maullerian hormone (amh) and anti-Mullerian hormone receptor type Il (amhrll) in the

teleost medaka. Developmental Dynamics, vol.236, p.271-281, 2007.

82



KOBAYASHI, T.; KAJIURA-KOBAYASHI, H.; GUAN, G.; NAGAHAMA, Y. Sexual
dimorphic expression of DMRT1 and Sox9a during gonadal differentiation and
hormone-induced sex reversal in the teleost fish Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
Developmental Dynamics, vol.237, p.297-306, 2008.

KOOPMAN, P. Sex determination: the power of DMRT1. Trends in Genetics,
vol.25, p.479-481, 2009. doi:10.1016/j.tig.2009.09.009.

KOOPMAN, P.; GUBBAY, J.; VIVIAN, G.; GOODFELLOW, P.; LOVELL-BADGE, R.
Male development of chromosomally female mice transgenic for Sry. Nature,
vol.351, n.6322, p.117-21, 1991.

LEAL, M.C.; DE WAAL, P.P.; GARCIA-LOPEZ, A.; CHEN, S.X.; BOGERD, J.;
SCHULZ, R.W. Zebrafish primary testis tissue culture: An approach to study testis

function ex vivo. General Comparative Endocrinology, vol.162, p.134-138, 2009.

LEE, M. M.; DONAHOE, P. K.; HASEGAWA, T.; SILVERMAN, B.; CRIST, G. B.;
BEST, S.; HASEGAWA, Y.; NOTO, R. A.; SCHOENFELD, D.; MACLAUGHLIN, D.
T. Mullerian inhibiting substance in humans: normal levels from infancy to
adulthood. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, vol.81, p.571—
576, 1996. doi.org/10.1210/jcem.81.2.8636269

LIN, Q.; MEI, J.; LI, Z.; ZHANG, X.; ZHOU, L.; GUI, J-F. Distinct and Cooperative
Roles of amh and dmrtl in Self-Renewal and Differentiation of Male Germ Cells in
Zebrafish. Genetics, vol3, p.1007-1022, 2017. doi: 10.1534/genetics.117.300274

LIU, Z. H.; ZHANG, Y. G.; WANG, D. S. Studies on feminization, sex determination,
and differentiation of the Southern catfish, Silurusmeridionalis - a review. Fish
Physiology and Biochemistry, vol.36, p.223-35, 2010.

83



MAIR, G. C.; SCOTT, A. G.; PENMAN, D. J.; SKIBINSKI, D. O. F.; BEARDMORE,
J. A. Sex determination in the genus Oreochromis: 2. Sex reversal, hybridisation,
gynogenesis and triploidy in O. aureus Steindachner. Theoretical and Applied
Genetics, vol.82, p.153-160, 1991.

MAMSEN, L. S.; PETERSEN, T. S.; JEPPESEN, J. V., M@LLGARD, K
GRONDAHL, M. L.; LARSEN, A.; ERNST, E.; OXVIG, C.; KUMAR, A.; KALRA, B.;
ANDERSEN, C. Y. Proteolytic processing of anti-Mullerian hormone differs between
human fetal testes and adult ovaries. Molecular Human Reproduction, vol.21, p.
571-582, 2015. doi:10.1093/molehr/gav024.

MARCHAND, O.; GOVOROUN, M.; D'COTTA, H.; MCMEEL, O.; LAREYRE, J,;
BERNOT, A.; LAUDET, V.; GUIGUEN, Y. DMRT1 expression during gonadal
differentiation and spermatogenesis in the rainbow trout, Oncorhynchus mykiss.
Biochimica et Biophysica Acta, vol.1493, p.180-187, 2000.

MASSAGUE, J.; BLAIN, S. W.; LO, R. S. TGF Signaling in Growth Control, Cancer,
and Heritable Disorders. Cell, vol.103, n. 2, p.295-309, 2000.

MATSUDA, M. Sex determination in the teleost Medaka, Oryzias latipes.Annual
Review Genetics, vol.39, p. 293-307, 2005.

MATSUDA, M.; MATSUDA, C.; HAMAGUCHI, S.; SAKAIZUMI, M. Identification of
the sex chromosomes of the medaka, Oryzias latipes, by fluorescence in situ
hybridization. Cytogenetics Cell Genetetics, vol.82, p.257-62, 1998.

MATSUDA, M.; SHINOMIYA, A.; KINOSHITA, M.; SUZUKI, A.; KOBAYASHI, T.;
PAUL-PRASANTH, B.; LAU, E-L., HAMAGUCHI, S.; SAKAIZUMI, M.; YO
NAGAHAMA, Y. DMY gene induces male development in genetically female (XX)

84



medaka fish. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, vol.104, p.3865-3870, 2007. doi: 10.1073/pnas.0611707104.

MATSUDA, M.; NAGAHAMA, Y.; SHINOMIYA, A.; SATO, T.; MATSUDA, C,;
KOBAYASHI, T.; MORREY, C. E.; SHIBATA, N.; ASAKAWA, S.; SHIMIZU, N.;
HORI, H.; HAMAGUCHI, S.; SAKAIZUMI, M. DMY is a Y-specific DM-domain gene
required for male development in the Medaka fish. Nature, vol.417, p.559-63, 2002.

MAUGARS, G.; SCHMITZ, M. Changes in expression profiles of genes related to
sexual maturation during spermatogenesis in testes of early-maturing male Atlantic

salmon parr, Salmo salar. Cybium, v.32, p.167-168, 2008.

MELLO, M. P.; ASSUMPCAO, J. G.; HACKEL, C. Genes envolvidos na
determinacao e diferenciacdo do sexo. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia
& Metabologia, vol.49, p.14-25, 2005. doi.org/10.1590/S0004-
27302005000100004.

MIURA, T.; MIURA, C.; KONDA, Y.; YAMAUCHI, K. Spermatogenesis-preventing
substance in Japanese eel. Development, vol.129, p.2689-2697, 2002.

MIYAZAWA, K.; SHINOZAKI, M.; HARA, T.; FURUYA, T.; MIYAZONO, K. Two
major Smad pathways in TGF-B superfamily signaling. Genes to Cells, vol. 7,
p.1191-1204, 2002.

MOJICA FJ, DIEZ-VILLASENOR C, GARCIA-MARTINEZ J, SORIA E. Intervening
sequences of regularly spaced prokaryotic repeats derive from foreign genetic
elements. Journal of Molecular Evolution, vol.2, p174-82, 2005.

MORAIS, R. D. V. S.; CRESPO, D.; NOBREGA, R. H.; LEMOS, M. S.; VAN DE
KAN, T. H. J. G.; DE FRANCA, L. R.; MALE, R.; BOGERD, J.; SCHULZ, R. W.

85


https://dx.doi.org/10.1590/S0004-27302005000100004
https://dx.doi.org/10.1590/S0004-27302005000100004

Antagonistic regulation of spermatogonial differentiation in zebrafish (Danio rerio)
by 1gf3 and Amh. Molecular and Cellular Endocrinology, vol.454, p.112-124,
2017. doi: 10.1016/j.mce.2017.06.017.

MORINAGA, C.; SAITO, D.; NAKAMURA, S.; SASAKI, T.; ASAKAWA, S,
SHIMIZU, N.; MITANIIH.; FURUTANI-SEIKI, M.; ANAKA, M.; KONDOH, H. The
hotei mutation of Medaka in the Anti-Mullerian hormone receptor causes the
dysregulation of germ cell and sexual development. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, vol.104, p. 9691-6, 2007.

MUNGER, S. C.; B. CAPEL. Sex and the circuitry: progress toward a systems-level
understanding of vertebrate sex determination. Wiley Interdisciplinary Reviews:
Systems Biology and Medicine, vol4, p.401-412, 2012.

NAKAMURA, S.; WATAKABE, I.; NISHIMURA, T.; PICARD, J. Y.; TOYODA,
A.;TANIGUCHI, Y.; DI CLEMENTE, N.; TANAKA, M. Hyperproliferation of
mitotically active germ cells due to defective Anti-Mullerian hormone signaling
mediates sex reversal in Medaka. Development, vol.139, p.2283-7, 2012.

NANDA, |.; KONDO, M.; HORNUNG, U.; ASAKAWA, S.; WINKLER, C.; SHIMIZU,
A.; SHAN, Z.; HAAF, T.; SHIMIZU, N.; SHIMA, A.; SCHMID, M.; SCHARTL, M. A
duplicated copy of DMRT1 in the sex-determining region of the Y chromosome of
the Medaka, Oryzias latipes. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, vol.99, p.11778-83, 2002.

NANDA, I.; ZEND-AJUSCH, E.; SHAN, Z.; GRUTZNER, F.; SCHARTL, M.; BURT,
DW.; KOEHLER, M.; FOWLER, V. M.; GOODWIN G, SCHNEIDER WJ, MIZUNO
S, DECHANT G, HAAF T, SCHMID M. Conserved synteny between the chicken Z
sex chromosome and human chromosome 9 includes the male regulatory gene
DMRT1: a comparative (re)view on avian sex determination. Cytogenetics and
Cell Genetics, vol.89, p.67-78, 2000.

86



NILSSON, E. E.; SCHINDLER, R.; SAVENKOVA, M. |.; SKINNER, M, K. Inhibitory
actions of Anti-Millerian Hormone (Amh) on ovarian primordial follicle assembly.
PLoS ONE, vol.6, p.e20087, 2011.

NISHIOKA, M.; MIURA, |.; SAITOH, K. Sex chromosomes of Rana rugosa with
special reference to local differences in sex determining mechanism. Scientific

report of the Laboratory for Amphibian Biology, vol.12, p.55-8, 1993.

OLIVEIRA, M. A. Nicho espermatogonial em Cyprinuscarpio e o papel do Amh na
espermatogénese. Jaboticabal, 2014. 84p. Dissertacdo (Mestrado em Aquicultura)
Universidade Estadual Paulista, Centro de Aquicultura - Programa de POs-
Graduacao em Aquicultura, Universidade Estadual Paulista, Centro de Aquicultura,
2014.

PEPINSKY, R. B.; SINCLAIR, L. K.; CHOW, E. P.; MATTALIANO, R. J;
MANGANARO, T. F.; DONAHOE, P. K.; CATE, R. L. Proteolytic processing of
Mullerian inhibiting substance produces a transforming growth factor-beta-like
fragment. The Journal of biological chemistry; vol.263, p.18961-18964, 1988.

PRASANTH, B.; NAKAMURA, M.; NAGAHAMA, Y. Sexual dimorphic expression of
genes in gonads during early differentiation of a teleost fish, the Nile tilapia
Oreochromis niloticus. Biology of Reproduction, vol.78, p.333-341, 2008.

RAYMOND, C. S.; SHAMU, C. E.; SHEN, M. M.; SEIFERT, K. J.; HIRSCH, B;
HODGKIN, J.; ZARKOWER, D. "Evidence for evolutionary conservation of sex-
determining genes". Nature, vol.391, 1998. doi:10.1038/35618.

RAZ, E. Primordial germ-cell development: the zebrafish perspective. Nature
Reviews Genetics, vol.4, n.9, p.690-700, 2003.

87



RAZ, E.; M. REICHMAN-FRIED. Attraction rules: germ cell migration in zebrafish.
Current Opinion in Genetics & Development, vol.16, n.4, p. 355-9, 2006.

REY, R. Endocrine, paracrine and cellular regulation of postnatal Anti-Mdllerian
Hormone secretion by Sertoli cells. Trends in endocrinology & Metabolism, vol.
9, 1998.

ROCO, A. S.; OLMSTEAD, A. W.; DEGITZ, S. J.; AMANO, T.; ZIMMERMAN, L. B.;
BULLEJOSA, M. Coexistence of Y, W, and Z sex chromosomes in Xenopus
tropicalis. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, vol.34, E4752-E4761, 2015.
doi.org/10.1073/pnas.1505291112.

RODRIGUEZ-MARI, A.; YAN, Y.-L.; BREMILLER, R. A.; WILSON, C.; CANESTRO,
C.; POSTLETHWAIT, J. H. Characterization and expression pattern of zebrafish
anti- Mdllerian hormone (amh) relative to sox9a, sox9b, and cypl9ala, during

gonad development. Gene Expression Patterns, v.5, p.655-667, 2005.

ROLLAND, A. D.; LARDENOIS, A.; GOUPIL, A-S.; LAREYRE, J-J.; HOULGATTE,
R.;CHALMEL, F.; LE GAC, F. Profiling of androgen response in rainbow trout
pubertal testis: Relevance to male gonad development and spermatogenesis. PLoS
ONE, vol.8, p.e53302, 2013.

ROLLAND, A. D.; LAREYRE, J. J.; GOUPIL, A. S, MONTFORT, J.; RICORDEL, M.
J.; ESQUERRE, D.; HUGOT, K.; HOULGATTE, R.; CHALMEL, F.; LE GAC, F.
Expression profiling of rainbow trout testis development identifies evolutionary
conserved genes involved in spermatogenesis. BMC Genomics, vol.10, p.546,
20009.

88



SAITO, D.; MORINAGA, C.; AOKI, Y.; NAKAMURA, S.; MITANI, H.; FURUTANI-
SEIKI, M.; KONDOH, H.; TANAKA, M. Proliferation of germ cells during gonadal sex
differentiation in Medaka: Insights from germ cell-depleted mutant zenzai.
Developmental Biology, vol.310, n.2, p. 280-90, 2007.

SCHARTL, M. A comparative view on sex determination in medaka. Mechanism of
Development, 121:639- 645, 2004.

SCHARTL, M., Sex chromosome evolution in non-mammalian vertebrates. Current
Opinion in Genetics & Development, vol.14, p.634—641, 2004.

SHIBATA, Y., PAUL-PRASANTH, B., SUZUKI, A, ,USAMI, T., NAKAMOTO, M.,
MATSUDA, M., NAGAHAMA, Y. Expression of gonadal soma derived factor (GSDF)
is spatially and temporally correlated with early testicular differentiation in medaka.
Gene Expr Patterns, 10:283-289, 2010.

SKAAR*, K. S.; NOBREGA*, R. H.; MAGARAKI, A.; OLSEN, L. C.; SCHULZ, R. W.;
MALE, R. Proteolytically activated, recombinant Anti-Mullerian Hormone inhibits
androgen secretion, proliferation, and differentiation of spermatogonia in adult
zebrafish testis organ cultures. Endocrinology, v.152, n.9, p.3527-3540, 2011. *
Equal contribution.

SMITH, C. A.; ROESZLER, K. N.; OHNESORG, T.; CUMMINS, D. M.; FARLIE, P.
G.; DORAN, T. J.; SINCLAIR, A. H. “The avian Z-linked gene DMRT1 is required
for male sex determination in the chicken,” Nature, vol.461, p. 267-271, 2009.
doi:10.1038/nature08298.

SPILLER, C.; BURNET, G.; BOWLES, J. Regulation of fetal male germ cell
development by members of the TGFf superfamily. Stem Cell Research, vol.24,
p.174-1802017. doi: 10.1016/j.scr.2017.07.016. Epub 2017 Jul 19.

89



TANAKA, S. S.; NISHINAKAMURA, R. Regulation of male sex determination:
genital ridge formation and Sry activation in mice. Cellular and Molecular Life
Sciences, vol.71, p 4781-4802, 2014. doi.org/10.1007/s00018-014-1703-3

TEMEL, S. G.; GULTEN, T.; YAKUT, T.; SAGLAM, H.; KILIC, N.; BAUSCH, E.; JIN,
W. J.; LEIPOLDT, M.; SCHERER, G. Extended pedigree with multiple cases of XX
sex reversal in the absence of Sry and of a mutation at the Sox9 locus. Sexual
Development, vol.1, p.24-34, 2007.

TEN DIJKE, P.; GOUMANS, M. J.; ITOH, F.; ITOH, S. Regulation of cell proliferation
by Smad proteins. Journal of Cellular Physiology, vol.191, p.1-16, 2002.
doi:10.1002/jcp.10066

THORGAARD, G. H. Heteromorphic sex chromosomes in male rainbow trout.
Science vol.196, p.900-902, 1977.

TRUKHINA, A. V.; LUKINA, N. A; WACKEROW-KOUZOVA, N. D. AND SMIRNOV,
A. F. The Variety of Vertebrate Mechanisms of Sex Determination. BioMed
Research International, vol. 2013, 2013. doi:10.1155/2013/587460.

VALENZUELA, N.; ADAMS, D. C.; JANZEN, F. J. Pattern does not equal process:
Exactly when is sex environmentally determined? The American Naturalist,
vol.161, p.676-683, 2003.

VOLFF, J. N.; SCHARTL, M. Variability of genetic sex determination in poeciliid
fishes. Genetica, vol.111, p.101-110, 2001.

90



VON HOFSTEN, J.; OLSSON, P.E. Zebrafish sex determination and differentiation:
Involvement of FTZ-FI genes. Reproductive Biology and Endocrinology, vol.3,
p.63- 74, 2005.

WEBSTER, K. A.; SCHACH, U.; ORDAZ, A.; STEINFELD, J. S.; DRAPER, B. W,;
SIEGFRIED, K. R. Dmrtl is necessary for male sexual development in zebrafish.
Developmental Biology, vol.422, p.33-46, 2017. doi:10.1016/j.ydbio.2016.12.008.

WILSON, C. A.; DI CLEMENTE, N.; EHRENFELS, C.; PEPINSKY, R. B.; JOSSO,
N.; VIGIER, B.; CATE, R. L. Mullerian inhibiting substance requires its N-terminal
domain for maintenance of biological activity, a novel finding within the transforming

growth factor-beta superfamily. Molecular Endocrinology, vol.7, p.247-257, 1993.

WU, G-C.; CHANG, C-F. The switch of secondary sex determination in protandrous
black porgy, Acanthopagrusschlegeli. Fish Physiology Biochemistry, vol.39,
p.33-38, 2013.

WU, G-C.; CHIU P. C,; LIN, C. J.; LYU, Y. S.; LAN D. S, CHANG, C-F. Testicular
dmrtl is involved in the sexual fate of the ovotestis in the protandrous black porgy.

Biology of reproduction, vol.86, p.1-11, 2012.

WU, G-C.; CHIU, P.C.; LYU, Y. S, CHANG, C-F. The expression of Amh and Amhr2
is associated with the development of gonadal tissue and sex change in the
protandrous black porgy, Acanthopagrus schlegeli. Biology of reproduction,
vol.83, p.443-453, 2010.

YAMAGUCHI, T.; YOSHINAGA, N.; YAZAWA, T.; GEN, K.; KITANO, T. Cortisol is
involved in temperature-dependent sex determination in the Japanese flounder.
Endocrinology, vol.151, n.8, p.3900-8, 2010.

91



YAMAMOTO, T-O. Progeny of artificially induced sex-reversals of male genotype
(XY) in the medaka (Oryzias latipes) with special reference to YY-male. Genetics,
vol.40:406-419, 1955.

YOSHIMOTO, S.; OKADA, E.; UMEMOTO, H.; TAMURA, K.; YOSHINOBU, U.;
NISHIDA-UMEHARA, C.; MATSUDA, Y.; TAKAMATSU, N.; SHIBA, T.; ITO, M. A
W-linked DM-domain gene, DM-W, patrticipates in primary ovary development in
Xenopus laevis. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United  States of America, vol.105, p.2469-2474, 2008. doi:
10.1073/pnas.0712244105.

YOSHINAGA, N.; SHIRAISHI, E.; YAMAMOTO, T.; IGUCHI, T.; ABE, S.; KITANO,
T. Sexually dimorphic expression of a teleost homologue of Mdillerian inhibiting
substance during gonadal sex differentiation in Japanese flounder, Paralichthys
olivaceus. Biochemical and Biophysical Research Communications, vol.322,
p.508— 513, 2004.

92



