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RESUMO 

 

Diversas pesquisas deixam claro que os hormônios do metabolismo como o 

cortisol e hormônios tireoidianos (HTs, T3 e T4) podem influenciar a reprodução 

de peixes diretamente afetando hormônios do eixo hipotalâmico-hipofisário-

gonadal, ou indiretamente por diferentes mecanismos. Embora os efeitos do 

cortisol na reprodução tenham sido estudados extensivamente, os efeitos diretos 

à nível gonadal receberam menos atenção nesse processo. Em relação aos HTs, 

estudos mostram uma correlação positiva entre HTs e o status reprodutivo, onde 

os HTs são frequentemente associados com o desenvolvimento testicular, 

crescimento e maturação. O objetivo desta tese foi estudar os efeitos do cortisol e 

HTs na espermatogênese de zebrafish utilizando cultura de órgãos ex vivo. 

Foram avaliados a proliferação de células germinativas, quantificação de cistos 

germinativos, liberação de andrógenos (ELISA) e expressão de genes 

testiculares. O cortisol tem um efeito positivo na espermatogênese estimulando a 

diferenciação de células germinativas e aumentando a quantidade de 

espermatozoides no lúmen, de forma independente de andrógeno. O T3 afetou a 

expressão de genes expressos em células germinativas, enquanto o T4 não 

alterou a expressão destes genes. Além disso, os estudos in vivo mostraram que 

o metimazol aumentou a área ocupada pelas espermatogônias do tipo A e tipo B, 

enquanto que a área do lúmen e a quantidade de espermatozoides reduziram 

significativamente, sugerindo que o hipotireoidismo induzido prejudica a meiose, 

além de modular a expressão de genes nas células de Sertoli e Leydig. 
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ABSTRACT 

 

It has been increasingly clear that metabolic hormones such as cortisol and 

thyroid hormones (THs, T3 and T4) can also influence fish reproduction either 

directly by affecting hormones of the hipotalamic-pituitary-gonadal axis or 

indirectly by different mechanisms. Although the effects of cortisol in reproduction 

were extensively studied, directs effects at gonadal level has received less 

attention in this process. Regarding THs, it has been shown a positive correlation 

between THs and fish reproductive status, where THs are frequently associated 

with testicular development, growth and maturation. The aim of this thesis was to 

study the effects of cortisol and THs on zebrafish spermatogenesis using an ex 

vivo organs culture. We evaluated germ cell proliferation activity, quantification of 

germ cysts, androgen release by ELISA and the mRNA expression of testicular 

genes. Cortisol has a positive role in zebrafish spermatogenesis by stimulating 

germ cells differentiation and increase of free spermatozoa in the lumen, in an 

androgen independent manner. T3 affected germ cells related genes, while T4 did 

not alter these evaluated genes. Moreover, in vivo studies showed that 

methimazole increased the area occupied by the undifferentiated type A 

spermatogonia and type B spermatogonia, while spermatozoa and the lumen area 

were reduced significantly, which suggests that hypothyroidism-induced impairs 

meiosis and modulates the mRNA expression of Sertoli and Leydig cells genes. 
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Capítulo I 

Introdução Geral 

Este capítulo foi parcialmente publicado como rev

TOVO-NETO, A.; RODRIGUES, M.S.; HABIBI, H.R.; NÓBREGA, R.H. 2018. Thyroid hormones 
action on male reproductive system of teleost fish. Gen. Comp. Endocrinol. 
https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2018.04.023 
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Processo reprodutivo em peixes

O processo reprodutivo em peixes, como nos demais vertebrados, é 

dependente do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal (HPG). Este eixo se inicia 

com a produção hormônio liberador de gonadotrofina (gonadotropin releasing 

hormone, GnRH). O GnRH é um decapeptídeo, conhecido por regular a síntese e 

liberação dos hormônios gonadotróficos (GtHs), hormônio folículo estimulante 

(FSH) e hormônio luteinizante (LH), que por sua vez, estimulam a função gonadal 

nos vertebrados via indução da síntese de esteroides sexuais (ANDREU-VIEYRA 

e HABIBI, 2007).  

Os vertebrados (incluindo os peixes) expressam duas ou mais formas de 

GnRHs, sendo que até o momento, oito formas já foram reportadas entre os 

peixes teleósteos (ZOHAR et al., 2010). Os GnRHs são expressos em inúmeros 

tecidos, mas a forma produzida no hipotálamo parece ter um papel primário na 

ativação do eixo HPG via estimulação sináptica das células produtoras de 

gonadotrofinas (gonadotrófos) (PANKHURST, 2016).    

Em algumas espécies de peixes, a produção destas gonadotrofinas (FSH e 

LH) está sob a ação inibitória de neurônios produtores de dopamina (Figura 1). 

Desta forma, o balanço entre a ação inibitória da dopamina e a estimulatória do 

GnRH, modulam a síntese e liberação de gonadotrofinas (DUFOUR et al., 2010). 

O efeito inibitório da dopamina foi demonstrado em algumas ordens de teleósteos, 

tais como Cypriniformes, Salmoniformes, Siluriformes, Cichliformes e 

Mugiliformes (veja DUFOUR et al., 2010).  

Além disso, em um estudo mais recente foi descrito, outro mecanismo que 

modula a síntese e liberação de GnRH que ocorre através do sistema kisspeptina, 

o qual parece ser responsável por transformar estímulos ambientais exógenos e

endógenos em efeitos no sistema reprodutivo (Figura 1) (ZOHAR et al., 2010; 

SHAHJAHAN et al., 2013). Por fim, estudos recentes descobriram outro 

neuropeptídio hipotalâmico, conhecido como hormônio inibidor das gonadotrofinas 

(GnIH), que inibe a síntese e a liberação de gonadotrofinas (Figura 1) (TSUTSUI 

et al., 2018). 
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Figura 1. Visão esquemática do eixo reprodutivo de peixes. A partir dos estímulos ambientais, 
estimula a síntese e secreção do GnRH, hormônio liberador de gonadotrofina. Entretanto, a 
liberação do GnRH é regulada pelo hormônio inibidor de gonadotrofina (GnIH), kisspeptinas e 
Dopamina. O GnRH estimula a produção das gonadotrofinas FSH (hormônio folículo estimulante) 
e LH (hormônio luteinizante), as quais vão agir localmente nas gônadas e irão estimular a 
produção de andrógenos, estrógenos e progestágenos. Modificado de MYLONAS et al., 2010.   

As gonadotrofinas (Fsh e Lh) são glicoproteínas formadas por duas 

subunidades 

(SCHULZ et al., 2001). Estes dois hormônios gonadotróficos possuem papel 

crucial na regulação da espermatogênese (PIERCE e PARSONS, 1981). Quando 

liberadas na corrente sanguínea, as gonadotrofinas exercem sua atividade 

biológica na via receptores de proteínas G. Com exceção da classe dos Agnathas 

(lampréias e hagfishes) que possuem somente uma glicoproteína (SOWER et al., 

2009), a presença de ambos FSH e LH e respectivos receptores é bem 

documentada nos vertebrados em geral (SCHULZ et al., 2010), e ambas 

gonadotrofinas desempenham diferentes papeis nas gônadas.     

Em mamíferos, ambas as gonadotrofinas são claramente definidas, dadas 

as interações altamente específicas entre cada hormônio e seu respectivo 
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receptor (GÁRCIA-LOPEZ et al., 2010). O Lh (hormônio luteinizante) atua na 

esteroidogênese das células de Leydig e o Fsh (hormônio folículo estimulante) 

regula a função das células de Sertoli.  

Em peixes teleósteos, o Fsh também atua nas células de Leydig pois tais 

células apresentam receptores de Fsh como descrito em Clarias gariepinus 

(GARCIA-LOPEZ et al., 2009) e Danio rerio (GARCIA-LOPEZ et al., 2010). As 

células de Leydig estão no compartimento intertubular dos testículos geralmente 

localizadas ao redor de vasos sanguíneos (LEAL et al., 2009). As células de 

Leydig são responsáveis pela produção de andrógenos e fatores de crescimento 

(SCHULZ et al., 2010). 

Processo de espermatogênese em mamíferos e peixes 

A espermatogênese é um processo altamente conservado entre os 

cordados e compreende uma série de eventos altamente precisos e coordenados, 

nos quais uma única espermatogônia tronco se diferencia para originar milhares 

de espermatozóides. Este processo é dividido em três grandes fases (RUSSELL 

et al., 1990; SHARPE, 1994; FRANÇA e CHIARINI-GARCIA, 2005; NÓBREGA et 

al., 2009; SCHULZ et al., 2010): (1) fase espermatogonial ou proliferativa, 

caracterizada por sucessivas divisões mitóticas das espermatogônias; (2) fase 

espermatocitária ou meiótica, em que o material genético dos espermatócitos é 

duplicado, recombinado e segregado, formando células haplóides denominadas 

de espermátides; e (3) fase espermiogênica ou de diferenciação, na qual as 

espermátides passam por modificações estruturais e funcionais altamente 

complexas para originar os espermatozóides, que estão aptos para a fecundação.  

Embora altamente conservada, a espermatogênese apresenta certas 

peculiaridades em termos de sua unidade morfofuncional dependendo do grupo 

de estudo. Em peixes teleósteos, por exemplo, a espermatogênese ocorre no 

interior de estruturas denominadas espermatocistos, ou cistos, que se formam 

quando uma única espermatogônia primária ou do tipo A é completamente 

envolvida pelos prolongamentos das células de Sertoli (Figura 2) (GRIER, 1993; 

PUDNEY, 1993, 1995; SCHULZ et al., 2010). As células germinativas derivadas 

desta espermatogônia dividem-se sincronicamente para constituir um clone de 
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células germinativas que é envolvido por um número variado de células de Sertoli, 

dependendo do tipo de cisto (VILELA et al., 2003).  

Diferente dos mamíferos, onde as células de Sertoli estão em contato com 

várias gerações de células germinativas (Figura 2A) (RUSSELL et al., 1990), na 

espermatogênese cística as células de Sertoli normalmente estão em contato com 

apenas um tipo específico de célula germinativa durante a evolução do processo 

espermatogênico (Figura 2B) (NÓBREGA et al., 2009; SCHULZ et al., 2010). 

Estes cistos encontram-se apoiados na túnica própria dos túbulos seminíferos, 

que é formada por uma camada acelular denominada de membrana basal e pelas 

células peritubulares mióides (Figura 2B) (KOULISH et al., 2002).  

Nos vertebrados em geral, o testículo é composto de dois compartimentos 

principais, o compartimento intertubular (ou intersticial), e o compartimento tubular 

(SCHULZ et al., 2010). O compartimento intertubular abriga as células de Leydig, 

vasos sanguíneo/linfáticos, macrófagos e mastócitos, células de tecido conectivo 

e neural envolvidos pela túnica albugínea (KOULISH et al., 2002). Já o 

compartimento tubular é delineado pela membrana basal e as células mióides 

peritubulares, abrigando também o epitélio germinativo (SCHULZ et al., 2010). O 

epitélio germinativo é composto por dois tipos celulares, as células somáticas 

(Sertoli) e as células germinativas, estas últimas sendo encontradas em diferentes 

estágios de desenvolvimento (SCHULZ et al., 2010). In vivo, as células 

germinativas somente podem sobreviver em contato e contínua interação com as 

células de Sértoli (SCHULZ et al., 2010). Dessa forma, o número de células de 

Sertoli determina a capacidade espermatogênica do testículo, o que é um 

importante alvo na sinalização regulando a espermatogênese (MATTA et al., 

2002). 
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Figura 2. Comparação entre a espermatogênese não-cística de amniotas (répteis, aves, 
mamíferos) (A) e anamniotas (peixes, anfíbios) (B). A figura ilustra as diferenças entre a relação 
célula de Sertoli/célula germinativa na espermatogênese não-cística e cística. Em A, a célula de 
Sertoli suporta ao mesmo tempo diferentes clones de células germinativas em diferentes fases de 
desenvolvimento. Enquanto que em B, a célula de Sertoli suporta apenas um clone em uma 
mesma fase de desenvolvimento por vez. Legendas: células de Sertoli (SE); lâmina basal (BL); 
células peritubulares mióides (MY), células de Leydig (LE), espematogônia (SG); espermatócito 
(SC); espermátide arredondada (RST); espermátide alongada (EST); espermatogônia do tipo A 
indiferenciada* (Aund*) (célula tronco?); espermatogônia do tipo A indiferenciada (Aund); 
espermatogônia do tipo A diferenciada (Adiff); espermatogônia do tipo B (B early-late); 
espermatócitos primários em leptóteno/zigóteno (L/Z), paquíteno (P), diplóteno/metáfase I (D/MI); 
espermatócitos secundários/metáfase II (S/MII); espermátides iniciais (E1); intermediárias (E2); 
finais (E3); espermatozóides (SZ); e vasos sanguíneos (BV). Retirado de SCHULZ et al., 2010. 

Em pássaros e mamíferos, as células de Sertoli proliferam até a puberdade 

de modo que no testículo adulto, um determinado número de células de Sertoli 

residentes pós-mitóticas, podem suportar sucessivas ondas de espermatogênese 

(FRANÇA et al., 2015). Durantes essas ondas de espermatogênese, um certo 
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número de células de Sertoli suportam vários tipos de células germinativas ao 

mesmo tempo (Figura 2A) (SCHULZ et al., 2010). Já nos vertebrados anaminotas 

(peixes e anfíbios), por outro lado, a unidade funcional do epitélio germinativo é o 

cisto espermatogênico (Figura 2B) (FRANÇA et al., 2015). Esses cistos consistem 

inicialmente de uma espermatogônia envolta pelas extensões citoplasmáticas das 

células de Sertoli (FRANÇA et al., 2015). Quando esses cistos entram no 

processo espermatogênico, ambas as células de Sertoli e células germinativas 

entram em processo de diferenciação (SCHULZ et al., 2010). Um número 

específico de células de Sertoli é associado com um número em determinado 

estágio da espermatogênese, estabelecendo uma razão previsível entre células 

de Sertoli/germinativas para o desenvolvimento de determinado número de 

células germinativas (FRANÇA et al., 2015).   

Hormônios do metabolismo e sua relação com a reprodução 

A reprodução em vertebrados é controlada pelo eixo HPG, tendo alguns 

elementos chaves neste processo como o GnRH e as gonadotrofinas (Fsh e Lh). 

Entretanto, sabe-se que os hormônios relacionados com o metabolismo (como o 

cortisol e hormônios tireoidianos, por exemplo) também exercem papeis no 

processo reprodutivo numa atuação orquestrada entre os eixos hipotalâmico-

pituitário-tireoide (HPT), hipotalâmico-hipofisário-interrenal (HPI) e o HPG.  

Os níveis elevados de cortisol plasmático desencadeiam inúmeras 

respostas no organismo, incluindo impactos no processo reprodutivo, quando em 

condições de estresse. De forma geral, os trabalhos na literatura têm reportado 

tanto efeitos inibitórios como estimulatórios do cortisol na reprodução 

(CARRAGHER et al., 1989; CARRAGHER e SUMPTER, 1990; CAMPBELL et al., 

1992; CAMPBELL et al., 1994). Vale mencionar que os peixes estão expostos à 

situações de estresse frequentemente, seja por problemas com a baixa qualidade 

de água (poluição), alta densidade, manejo dos animais e o próprio confinamento. 

Dessa forma, estudos para elucidar os efeitos do estresse/cortisol, sejam no 

metabolismo e/ou processo reprodutivo, são de extrema importância, pois ajudam 

a entender como funciona a ação conjunta dos eixos. 
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Além disso, inúmeros estudos têm mostrado que os hormônios tireoidianos 

também exercem um importante papel no sistema reprodutivo dos vertebrados, 

incluindo os peixes (CYR e EALES, 1996, BLANTON e SPECKER, 2007), HABIBI 

et al. (2012) e FLOOD et al. (2013). Sendo assim, é importante direcionar as 

pesquisas no sentido de entender também o papel dos HTs na reprodução dos 

peixes e a interação entre os eixos do metabolismo e o da reprodução. 

1. Hormônio cortisol e definição de agentes estressores

O cortisol é o principal glicocorticoide em peixes teleósteos, sendo 

sintetizado e liberado em situações de estresse. Deve-se mencionar que os 

peixes adultos estão expostos diariamente a situações de estresse seja na 

natureza, ou sob condição de criação ou confinamento (SCHRECK et al., 2001). 

Brevemente será abordada a definição de situação de estresse para 

contextualizar a importância e ação do cortisol para os peixes.  

Agentes estressores podem variar desde uma situação muito rápida 

(aguda), por exemplo, uma situação em que o peixe está sendo pego na rede ou 

escapando de um predador; até aquelas situações que são mais prolongadas e 

permanentes (crônico), como exemplo quando os animais estão em um tanque 

com alta densidade ou quando os animais ocupam a classe mais baixa na 

exto e difíceis de definir. 

Existem três estágios principais da resposta ao estresse: alarme, 

resistência e compensação ou exaustão (morte) (SELYE, 1950; SCHRECK, 

2000). A natureza (magnitude e duração) da resposta ao estresse é dependente 

da severidade e duração do agente estressor. Essencialmente a fase de alarme 

(ou resposta primária) consiste no estímulo do sistema locomotor (envolvidos na 

fuga, voo, luta, ou mesmo para simplesmente sobreviver à essa condição, por 

exemplo, é fase de ativação do eixo interrenal) (Figura 3). A resposta secundária 

inclui respostas do sistema cardiovascular e respiratório (RODNICK e PLANAS, 

2016), as quais aumentam a distribuição de oxigênio e disponibilizam substrato de 

energia na circulação como resultado da resposta ao estresse (Figura 3). Outras 

respostas (secundárias) são a disfunção hidromineral, pois a adrenalina altera o 
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fluxo de sangue para as brânquias e permeabilidade destas, impactando no 

gradiente osmótico, assim, deixando fluir a água para dentro ou fora do animal de 

acordo com a salinidade do ambiente (Figura 3) (TAKEI e HWANG, 2016). A 

Resposta terciária seria mais relacionada aos efeitos em longo prazo, como 

comportamento, crescimento do animal e reprodução (Figura 3).  

A primeira resposta do sistema endócrino frente ao agente estressor é a 

rápida elevação do nível de epinefrina no plasma (a catecolamina predominante) 

assim como os níveis de cortisol, principal glicocorticoide em peixes (Figura 3) 

(REID et al., 1998; MOMMSEN et al., 1999). Em outras palavras, o agente 

estressor induz a cascata neuroendócrina envolvendo a liberação imediata de 

catecolaminas e ativação do eixo HPI (SCHRECK et al., 2001).  

Figura 3. Visão esquemática dos efeitos causados pelo agente estressor em peixes. A primeira 
resposta é à nivel do eixo hipotalâmico-hipofisário-interrenal e eventos cascata a baixo que 
culminam na liberação de catecolaminas e cortisol. A resposta secundária interfere em processos 
como: balanço de energia, hidromineral e resposta imune. A resposta terciária está relacionada a 
alterações no comportamento, crescimento e reprodução. Retirado de SCHRECK e TORT (2016). 

Outra particularidade, o eixo hipotalâmico-hipofisário-interrenal (HPI) 

presente nos teleósteos é diferente daquele encontrado em mamíferos (eixo 
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hipotalamico-hipofisário-adrenal (HPA) (WENDERLAAR BONGA, 1997). De 

maneira diferente, o tecido interrenal nos peixes teleósteos se localiza dentro da 

parte anterior dos rins e é homólogo ao córtex adrenal em mamíferos (MILLA et 

al., 2009). 

Eixo hipotalamico-hipofisário-interrenal-gonadal e a produção de cortisol 

 A secreção de cortisol está sob o controle do eixo HPI em peixes 

(WENDERLAR BONGA, 1997; MOMMENSEN et al., 1999). O fator liberador de 

cortisol (CRF) é secretado a partir de neurônios hipotalâmicos e estimulam a 

síntese do hormônio corticotrófico (ACTH) (ALURU e VIJAHAN, 2009). O ACTH é 

produzido na hipófise, e esse peptídeo pituitário se liga ao receptor de 

melanocortina 2 (MCR2) nas células esteroidogênicas no tecido interrenal levando 

a corticoesteroidogênese (ALURU e VIJAHAN, 2008).   

A via de sinalização do cortisol em tecidos-alvo envolve a ativação de 

receptores corticoesteroides, da família de receptores nucleares (ALURU e 

VIJAHAN, 2009). Entretanto, os receptores de mineralcorticoides também podem 

atuar como ligantes fisiológicos para o cortisol (STURM et al., 2005). Na espécie 

de peixe Haplochromis burtoni, a sensibilidade do receptor de mineralcorticoide 

parece ser similar àquela encontrada em mamíferos, sendo mais sensível para 

ambos - cortisol e aldosterona (mineralcorticoide) - quando comparado aos 

receptores de glicocorticoides (GREENWOOD et al., 2003). A expressão gênica 

dos receptores de corticoesteroides (glico e mineralcorticoides) foi encontradanas 

gônadas masculina e feminina (MILLA et al., 2009). Ambos receptores foram 

também identificados em testículo de truta arco-íris e outras espécies de peixes 

(COLOMBE et al., 2000; PARK et al., 2007; FILBY e TYLER, 2007; MILLA et al., 

2008). No testículo de peixes, o receptor de mineralcorticoide é estrategicamente 

localizado ao longo do eixo reprodutivo e consequentemente em posição de 

regular a função reprodutiva (MILLA et al., 2008).  

O papel do cortisol na reprodução de peixes 
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Os dados de efeitos do estresse ou administração do cortisol nos níveis 

plasmáticos dos esteroides gonadais são, de forma geral, controversos 

(CASTRANOVA et al., 2005). O estresse mostrou reduzir os níveis de 

testosterona (T) em truta arco-íris (CARRAGHER et al., 1989) e 11 

ketotestosterona (11-KT) em truta marrom (PICKERING et al., 1987; CAMPBELL 

et al., 1994), e similarmente em Acanthopagrus butcheri (HADDY e PANKHURST, 

1999). Por outro lado, em outro estudo, implantes de cortisol aplicados em 

machos de truta arco-íris e marrom em maturação não alteraram os níveis de 11-

KT comparados ao grupo controle (CARRAGHER et al., 1989).  

Em fêmeas, o estresse pode resultar na redução dos níveis de T e estradiol 

(E2) (CAMPBELL et al., 1994; HADDY e PANKHURST, 1999; CLEARY et al., 

2000). Esse efeito do estresse nos esteroides gonadais tem sido atribuído ao 

efeito do cortisol inibindo esteroidogênese ovariana em folículos de truta arco-íris 

(CARRAGHER e SUMPTER, 1990). O estresse teve efeito negativo também nos 

níveis de vitelogenina em truta brook (Salvelinus fontinalis) (ROY et al., 1990), 

assim como o cortisol retardou o crescimento do oócito acompanhado de redução 

nos níveis plasmá -oestradiol em tilápia (Oreochromis 

niloticus) (FOO e LAM, 1993). Entretanto, a adição de cortisol in vitro não inibiu a 

produção ovariana de T e E2 em goldfish, carpa comum e Pagrus auratus 

(PANKHURST et al., 1995). 

Inúmeros trabalhos reportam a correlação entre os níveis de cortisol no 

plasma e a fase reprodutiva do animal, demonstrando picos de cortisol durante a 

fase reprodutiva (CARRAGHER et al., 1989; CARRAGHER e SUMPTER, 1990; 

1990; CAMPBELL et al., 1992; CAMPBELL et al., 1994). Além disso, o cortisol 

também é importante para a mobilização de reservas de energia (e.g. catabolismo 

proteico, lipólise, gliconeogênese) durante a maturação gonadal final em peixes 

(DICKHOFF et al., 1989).  

Experimentalmente, a adição de cortisol na ração afetou o desenvolvimento 

testicular de carpas, retardando a maturação gonadal nesses animais (CONSTEN 

et al., 2001). O tratamento com acetato de hidrocortisona em machos de Labeo 

gonius causou redução no volume e comprimento dos testículos, e consequente 

redução do IGS (índice gonadossomático) (JOSHI, 1982). Similarmente, quando o 
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cortisol foi administrado na forma de implantes durante a fase de maturação da 

truta marrom, este reduziu o tamanho dos testículos dos animais (CARRAGHER 

et al., 1989).  

Outra evidência da importância do cortisol na reprodução de peixes é o fato 

dele participar também do processo de reversão sexual. YAMAGUCHI e 

colaboradores (2010) demonstraram que o cortisol está envolvido na reversão 

sexual de fêmeas para machos de linguado japonês (Paralichthys olivaceus), 

devido a inibição da aromatase cyp19a1. Além disso, o inibidor de síntese do 

cortisol (metyrapone) impede a masculinização de fêmeas de linguado japonês 

em temperaturas elevadas, sugerindo que o cortisol induz a reversão sexual nesta 

espécie. A administração exógena de cortisol induz à apoptose das células 

germinativas na gônada, aumento da expressão do amh e diminuição da 

aromatase gonadal cyp19a1 nas larvas de pejerrey (HATTORI et al., 2009). 

Uma possível via regulada -hidroxiesteroide 

-Hsd foi descrita 

-HSD2 encontrada em 

-Hsd2 para o 

metabolismo dos glicocorticóides em peixes ainda não está clara, mas certamente 

está envolvida no processo final da biossíntese de 11-Ketotestosterona (11-KT) 

(Figura 4), o qual é o principal andrógeno nos peixes (FERNANDINO et al., 2012).  
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Figura 4 Representação esquemática mostrando a relação entre as vias androgênica e 
-Hydroxysteroid dehydrogenase - HSD11B1 e 

HSD11B2  foram identificadas e caracterizadas em mamíferos (Albiston et al., 1994). Em peixes, 
entretanto, somente um tipo desta enzima foi identificado (Hsd11b2) em algumas espécies. Esta 
enzima está envolvida em tanto no metabolismo do Cortisol em Cortisona, quanto no metabolismo 
do 11B-hydroxitestosterona (11B-OHT) em 11 cetotestosterona (11-KT). T, testosterona; Cyp11b, 
11- Retirado de GOIKOETXEA et al. (2017). 

Efeitos do estresse e cortisol na espermatogênese de peixes 

Em mamíferos, o cortisol parece ter um efeito inibitório durante todo o 

processo de espermatogênese (WEBER et al., 2000). Os glicocorticoides inibem a 

produção de testosterona pelas células de Leydig por uma via mediada pelos 

receptores de glicocorticoides (GE et al., 2005). Os glicocorticoides podem 

também induzir a apoptose de espermatogônias e espermatócitos, assim como 

diminuir o rendimento espermático (GAO et al., 2003; WAGNER e CLAUS, 2004). 

testículo de efeitos adversos do cortisol convertendo esses hormônios em 

cortisona ou 11-dihidrocorticosterona, respectivamente (Figura 4) (NACHARAJU 

et al., 1997; GE et al., 2005). 
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Em peixes, geralmente o nível de cortisol no plasma apresenta baixos 

níveis durante a fase de espermatogênese (PICKERING e CHRISTIE, 1981; HOU 

et al., 2001), que pode ser devido à uma adaptação fisiológica para proteger os 

testículos de possíveis efeitos adversos do cortisol (POTTINGER et al., 1995). De 

fato, existem relatos de que o cortisol retardou o desenvolvimento testicular 

atrasando a puberdade em carpas, efeito que parece ser independente de LH 

(hormônio luteinizante) (CONSTEN et al., 2001). Interessantemente, em outro 

estudo com carpa comum (Cyprinus carpio), a administração do RU-486 (potente 

antagonista do receptor de glicocorticoide) preveniu o efeito da diminuição do 

crescimento gonadal e atraso do início da espermatogênese (induzidos pelo 

cortisol), mostrando que os efeitos do cortisol são mediados via receptor de 

glicocorticoide (GOOS e CONSTEN, 2002).  

Não obstante, outro estudo in vitro incubando testículos de enguia 

japonesa (Anguilla japonica) na presença do cortisol, reporta que o cortisol 

aumentou a replicação de DNA e a mitose das espermatogônias em doses de 0.1 

a 100 ng/mL (OKAZAKI et al., 2006), estimulando também a liberação de 11-KT 

no nível de 100 ng/mL. Em outro estudo com adição de cortisol na ração (20, 40 e 

60µg/ peixe), mostram que o cortisol promoveu a espermatogênese e aumentou o 

índice gonado-somático (IGS) em Notopterus notopterus (SHANKAR E 

KULKARNI, 2000), novamente um efeito positivo do cortisol na espermatogênese. 

O cortisol inibiu in vivo a secreção dos esteroides durante a fase de 

espermatogênese. Em trabalhos com agentes estressores ou aplicação de 

cortisol durante a espermatogênese em peixes reduziram os níveis de 

andrógenos nos peixes tratados, quando comparados ao controle (PICKERING et 

al., 1987; CARRAGHER et al., 1989; POTTINGER, 1999; GOOS e CONSTEN, 

2002; CONSTEN et al., 2002; LISTER et al., 2008). Essas observações sugerem 

que o efeito do cortisol no retardamento da espermatogênese in vivo pode ser 

parcialmente pela inibição da produção de andrógenos (CONSTEN et al., 2002; 

PICKERING et al., 1987; SCOTT e BAYNES, 1982).  

2. Hormônios tireoidianos (HTs)
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Os hormônios tireoidianos (HTs) são conhecidos pelo seu envolvimento em 

inúmeros processos biológicos como crescimento, morfogênese, pigmentação da 

pele, osmorregulação e reprodução (BLANTON e SPECKER, 2007). Em relação à 

reprodução, há um número crescente de estudos mostram que os HTs exercem 

um importante papel no sistema reprodutivo masculino em vertebrados. 

O eixo hipotalâmico-hipofisário-tireoide em peixes 

O funcionamento da tireoide é ativado pelo HPT, o qual foi revisado em 

vertebrados incluindo peixes (BROWN e CAI, 2007; BLANTON e SPECKER, 

2007; CARR e PATIÑO, 2011). Uma característica particular do eixo HPT em 

peixes é a ausência do hormônio liberador de tireotrofinas (TRH) (Figura 5), como 

ocorre em mamíferos (LARSEN et al., 1998). Por outro lado, a secreção do 

hormônio estimulante da tireoide (TSH) em peixes parece ser dependente do 

hormônio liberador de corticotrofinas (CRH) (Figura 5) (LARSEN et al., 1998), 

semelhante ao encontrado em anfíbios, répteis e aves (De GROEF et al., 2003; 

CASTAÑEDA CORTÉS et al., 2014).  

O TSH secretado, por sua vez, estimula a síntese e liberação dos 

hormônios tireoidianos pelos folículos tireoidianos (Figura 5). Nos peixes, os 

folículos tireoidianos não são encapsulados em um órgão, mas sim dispersos 

entre as arteríolas branquiais aferentes da região ventral da faringe (CYR e 

EALES, 1996; CARR e PATIÑO, 2011). A L-tiroxina (T4) é o principal hormônio 

tireoidiano secretado sob condições normais, enquanto que o T3, a forma ativa do 

hormônio, é produzida em sua maior parte por tecidos periféricos a partir da 

conversão do T4 (Figuras 5 e 6) (BASSET et al., 2003).  
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Figura 5. A. Eixos: hipotalâmico-hipofisário-tireoide, -interrenal e -testicular. A secreção hipofisária 
do Tsh (hormônio estimulador da tireoide) parece ser dependente do hormônio liberador de 
corticotropinas (CRH), de modo similar ao observado em anfíbios, répteis e aves. O CRH é o 
precursor também do hormônio corticotrófico (ACTH), que estimula a síntese e secreção do 
cortisol pela glândula interrenal. Nos folículos tiroidianos, os quais são dispersos em peixes, o Tsh 
estimula a secreção do T4. Dois tipos de desiodases (DIO1 e DIO2) convertem o T4 em T3 via 
extra tireoide. T3 é a forma ativa do HT e dentre suas funções no testículo, está associado com o 
desenvolvimento testicular, crescimento e maturação. Estudos recentes mostraram que o T3 
aumentou a função do Fsh e Lh no testículo (seta larga). B. Principais efeitos dos HTs no eixo 
hipotalâmico-pituitário-testicular. Em mamíferos, os HT inibem a síntese de GnIH (TSUTSUI et al., 
2018). Outros estudos mostraram que o GnRH aumenta o nível de Tsh e a função da tireoide em 
algumas espécies de peixes e anfíbios (JACOBS et al., 1988a,b; ROY et al., 2000; CHIBA et al., 
2004). O ponto de interrogação (?) indica os dados controversos na literatura a respeito da relação 
entre GnRH e tireoide. Retirado de TOVO-NETO et al. (2018). 

O metabolismo dos HTs é regulado por três tipos de enzimas iodotironinas 

deiodinases (tipo I, II e III), como mostra a Figura 2 (DUARTE-GUTERMAN et al., 
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2014). A deiodinase tipo I (D1) catalisa a desiodação do anel externo para 

produzir T3 a partir do T4 e também faz a desiodação no anel interno para 

produzir o T3 reverso (T3r, inativo) a partir do T4. O tipo II (D2) atua 

exclusivamente na ativação dos HTs pela catálise da conversão de T4 para T3 

(DUARTE-GUTERMAN e TRUDEAU, 2010) (Figura 6). O tipo III (D3) catalisa 

unicamente a desiodação do anel interno das moléculas de T4 e T3, o que resulta 

na formação de metabólitos inativos rT3 e T2, respectivamente (MEYER et al., 

2007) (Figura 6). A coordenação da expressão e atividade das enzimas 

desiodases em tecidos individuais regulam a concentração dos HTs ativos, de 

acordo com as necessidades específicas do tecido (FLOOD et al., 2013).  

Figura 6. Metabolismo do hormônio tireoidiano (T4) a partir das desiodases. O T4 é a principal 
forma produzida sob circunstância normal. O T4 pode ser tanto metabolizado em T3 (que é a 
forma ativa dos HTs geralmente) pela ação das DIOS1e2; como pode também ser metabolizado 
em uma forma inativa conhecida como rT3 (reverso) pela ação das DIOS1e3. O T3 pode ser 
metabolizado em T2 pelas DIOS1e3, assim como o rT3 pode ser convertido em T2 pela ação das 
DIOS1e2. Retirado de TOVO-NETO et al. (2018). 
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A forma ativa dos HTs (T3) atua por meio de receptores nucleares (TR, 

Thyroid hormone receptor

receptores nucleares dos HTs são codificados pelos genes THRA e THRB, os 

restrita ao eixo hipotalâmico-hipofisário, onde atua negativamente regulando a 

transcrição do TSH em mamíferos (para revisão veja BASSET et al., 2003). Os 

TRs atuam como fatores de transcrição ligando-se à regiões regulatórias do gene 

alvo, ativando ou reprimindo sua transcrição (BASSET et al., 2003).  

O papel dos HTs na reprodução de peixes (machos) foi recentemente 

revisto por TOVO-NETO et al. (2018) e não será discutido neste capítulo (veja 

anexo). TOVO-NETO et al. (2018) reporta dados de que os HTs são importantes 

em todas as etapas da formação da gônada em peixes, seja na fase de reversão 

sexual, na fase de desenvolvimento testicular ou na espermatogênese em 

animais adultos.  

3. O zebrafish (D. rerio) como modelo experimental

O D. rerio, originário da Ásia (principalmente Índia), é também conhecido 

como peixe zebra (zebrafish), paulistinha ou peixe-bandeira, devido às suas 

listras horizontais que lembram a bandeira do Estado de São Paulo. Este 

pequeno teleósteo de água doce (~5cm de comprimento) pertence à família 

Cyprinidae e à ordem Cypriniformes. 

Em função de seu fácil manejo, tolerância à altas densidades, reprodução 

padronizada em laboratório, assim como transparência ótica do desenvolvimento 

dos embriões, fazem do zebrafish um excelente modelo experimental para 

pesquisas científicas em vertebrados (MCGONNELL e FOWKES, 2006). Este 

teleósteo possui vida média em torno de três anos e sua primeira maturação 

ocorre com três meses de vida. Normalmente, a temperatura de conforto da 

espécie é em média de 27-28ºC. A fêmea desta espécie pode desovar cerca de 

100-200 ovos semanalmente.   

O sequenciamento recente do genoma do zebrafish, disponibilizado no site 

ZFIN (The zebrafish Information Network), abriu enormes possibilidades para que 
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estudos na área de genética sejam desenvolvidos neste teleósteo, propiciando 

inclusive a geração de excelentes modelos transgênicos na área da biologia da 

reprodução.  

Além da aplicabilidade do zebrafish em pesquisas básicas como no estudo 

das funções gênicas e da biologia do desenvolvimento, a espécie também é 

utilizada em pesquisas aplicadas no estudo da base genética de inúmeras 

doenças em humanos (arritmia cardíaca, doenças neurodegenerativas, 

endocrinologia, doenças hematológicas, e até mesmo no estudo do câncer) 

(HEILESEN, 2017). Outro uso importante do zebrafish é na área de toxicologia. 

Tais caraterísticas fazem do zebrafish um modelo bem interessante para pesquisa 

tanto básica quanto aplicada.  

Objetivo Geral 

Estudar os efeitos do cortisol e hormônios tireoidianos na 

espermatogênese de zebrafish (Danio rerio). 

Objetivos Específicos 

1. Estudar os efeitos do cortisol na espermatogênese do zebrafish utizando o

sistema ex vivo de cultura de explantes. 

2. Estudar os efeitos dos hormônios tireoidianos (T3 e T4) na espermatogênese

do zebrafish utilizando o sistema ex vivo de cultura de explantes. 

3. Estudar os efeitos do T3 combinado com a gonadotrofina Fsh na

espermatogênese do zebrafish utilizando o sistema ex vivo de cultura de 

explantes. 

4. Estudar os efeitos do hipotireoidismo induzido quimicamente pelo metimazol na

espermatogênese do zebrafish in vivo. 
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The role of cortisol and THs in zebrafish spermatogenesis was investigated 

through in vitro and in vivo studies. It has been clear that cortisol has a positive 

role in zebrafish spermatogenesis by stimulating germ cells differentiation and 

increased the number of free spermatozoa in the lumen, in an androgen 

independent manner. 

Regarding the THs, in vitro studies showed that T3 affected germ cells 

related genes, while T4 did not alter any gene evaluated. Moreover, in vivo studies 

showed that methimazole increased the area occupied by the type A 

undifferentiated spermatogonia and type B spermatogonia, while spermatozoa and 

the lumen area were reduced significantly, which suggests that hypothyroidism-

induced impairs meiosis, and modulates the mRNA expression of Sertoli and 

Leydig cells genes. 
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