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RESUMO

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

diferenciacdo sexual de C. undecimalis.



ABSTRACT

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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



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

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

Hipotialamo

ﬂ
1
|
i
|
|
J

+
R

LH & FSH Horménio luteinizante (LH)

l Horménio foliculo-estimulante (FSH

GONADAS

!

Esteroides sexuais

4

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

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

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

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

12



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

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

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

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

1.1. Kisspeptinas nos teledsteos

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

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

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

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

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

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

GUEGUEN et al., 2016).

1.2. Diferenciacao sexual

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

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

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

PEDERSEN, 2004). Em seguida, a linhagem germinativa masculina entra em parada
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mitotica enquanto a linhagem germinativa feminina entra na primeira profase meiotica.
A entrada em meiose é marcada pela expressdo do gene Stra8 (Stimulated by Retinoic
Acid gene 8), sendo o primeiro sinal de dimorfismo gonadal. O &cido Retindico,
sintetizado pela enzima ALDH1AZ2, se liga ao receptor de acido retindico (RAR) e induz
a expressdo de Stra8 nas células germinativas desencadeando a meiose (BOWLES;
KOOPMAN, 2007). Nos machos, as células de Sertoli produzem uma enzima, CYP26B1,
que degrada o &cido retinoico retardando a entrada da meiose das células germinativas
masculinas (BOWLES; KNIGHT; SMITH; WILHELM et al., 2006).

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

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

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

1.3. Diferenciagdo masculina

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

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

4 2N & 1 r —\\v
' \\ / I‘g—( _-//
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Figura 4. Mecanismos moleculares da diferenciacdo sexual em mamiferos. Retirado de Scott F. Gilbert et
al., (2007).

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

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

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

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

1.4. Diferenciagdo ovariana

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

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

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

obscuros.
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7. CONCLUSAO

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

potencial.
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