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RESUMO

A piracanjuba, Brycon orbignyanus (Bryconidae), ¢ uma espécie reofilica de grande interesse
comercial na aquicultura, porém estd criticamente ameacada na natureza devido as acdes
antropicas. Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a diferenciacdo sexual até a
maturidade reprodutiva em B. orbignyanus cultivados em sistemas de recirculagao de agua, a
fim de promover conhecimentos para produ¢do e conservagdo da espécie. Deste modo, foi
realizada uma reprodug@o induzida através de reprodutores previamente selecionados de B.
orbignyanus na Estacdo de Aquicultura da U.H.E. de Promissdo — AES — Tieté, Promissao/SP.
Com um més de idade foram transferidos para o Laboratorio de Ictiologia Neotropical
(UNESP/FEIS), onde foram mantidos em condi¢des controladas de cativeiro (27 + 0,5 °C, pH
6,5+ 0,6 e amonia 0,25 +0,10 ppm.). Assim que atingiram dois meses de idade, foram realizadas
coletas mensais das gonadas, figado e sangue dos espécimes (n=15) até que atingissem um ano,
seguidas por coletas posteriores com dois e trés anos de idade. Aos trés meses de idade, as
gonadas até entdo indiferenciadas, ddo origem a fémeas (15.88 + 1.31 cm comprimento total),
enquanto que em machos a diferenciacdo ocorre apenas aos cinco meses de idade (18.01 £0.10
cm comprimento total). No entanto, parte das fémeas diferenciadas sofrem um processo de
inversdo sexual, passando por um periodo de remodelamento gonadal, dando origem a
espécimes intersexos (22.5 + 1.06 cm comprimento total), pois possuem caracteristicas
gonadais femininas e masculinas a0 mesmo tempo. Com a finalizagdo do remodelamento
gonadal, espécimes intersexo tem as caracteristicas femininas nas gonadas regredidas,
formando epitélio germinativo testicular e dando origem ao que foi denominado machos
secundarios. Ademais, a diferenciagdo sexual em B. orbignyanus, embora quantificada
temporalmente, também ¢ influenciada pelo crescimento dos espécimes e pela interagdao de
fatores fisiologicos. Os niveis plasmaticos de testosterona (T) ao longo da ontogénese gonadal
no primeiro ano de vida destes espécimes sdo maiores do que de 11-cetotestosterona (11KT),
com excec¢do de machos com maturidade sexual atingida. Dentro dos hormdnios esteroides
quantificados neste trabalho, 11KT é o provavelmente o hormdnio diretamente envolvido na
inversdo sexual ocorrida nas fémeas. Ademais, machos primarios e machos secundarios
desenvolvem caracteristicas sexuais secundarias igualmente, sendo que machos que apresentam

nadadeira anal com seis raios ou mais com espiculas estdo Aptos a Espermiar.

Palavras-chave: Epitélio germinativo. Espiculas. Inversdo sexual. Piracanjuba.

Remodelamento gonadal.



ABSTRACT

Piracanjuba, Brycon orbignyanus (Bryconidae), is a rheophilic species of great commercial
interest in aquaculture, but it is critically endangered in nature due to anthropic actions.
Considering this, the present work aims to study the morphophysiology of sexual differentiation
until reproductive maturity in B. orbignyanus cultivated in water recirculation systems to
provide knowledge for the production and conservation of this species. To do so, an induced
reproduction was carried out using previously selected breeders of B. orbignyanus at the
Aquaculture Station of the Hydroelectric Power Plant of Promissao — AES — Tiete,
Promissao/SP. At one month of age, the fish were transferred to the Neotropical Ichthyology
Laboratory (UNESP/FEIS), where they were kept in captivity under controlled conditions (27
+ 0.5 °C, pH 6.5 £ 0.6 and ammonia 0.25 = 0.10 ppm). As soon as they reached two months of
age, samples began being collected from their gonads, liver and blood (n=15), until they reached
one year of age, followed by further collections at two and three years of age. At three months
of age, the undifferentiated gonads give rise to females (15.88 &+ 1.31 total length), whereas in
males the differentiation only occurs at five months of'age (18.01 £ 0.10 total length). However,
part of the differentiated females undergo a process of sexual inversion, going through a period
of gonadal remodeling, and then giving rise to intersex specimens (22.5 + 1.06 total length), as
they have female and male gonadal characteristics at the same time. At the end of this process,
intersex specimens have the female characteristics in the regressed gonads, forming testicular
germinal epithelium and giving rise to the so-called secondary males. Furthermore, the sexual
differentiation in B. orbignyanus, although quantified over time, is also influenced by the
growth (total length) of the specimens and by the interaction of physiological factors. Plasma
testosterone (T) levels throughout gonadal ontogenesis in the first year of life of these
specimens are higher than that of 11-ketotestosterone (11KT), except for males that reached
sexual maturity. Among the steroid hormones quantified in this work, 11KT is probably the
hormone directly involved in the sex inversion that occurred in the females. Furthermore,
primary males and secondary males develop secondary sexual characteristics equally, males

that present an anal fin with six rays or more with hooks are Spawning Capable.

Keywords: Bony hooks. Germinal epithelium. Gonadal remodeling. Sex inversion.
Piracanjuba.
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REVISAO DE LITERATURA
Reproducio dos peixes e a aquicultura no Brasil

Os teleosteos formam o maior grupo de animais dentre os vertebrados, com cerca de
35.729 espécies ja descritas e, constantemente, possuindo atualizagdes de novas descrigdes. A
exemplo disto, nos ultimos dez anos, 4.148 espécies foram descritas e validadas (FRICKE;
ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2020). Este grande nimero de espécies ¢ resultado da
diversidade biologica apresentada por estes animais em relagdo a morfologia, fisiologia,
ocupacdo de habitats, modos de forrageamento, dentre outros (ZAGO; PAIVA, 2016).

A ampla diversidade biologica e, consequentemente, as adaptagdes que habilitam estes
organismos a viverem nos mais distintos ambientes, refletem diretamente nas suas estratégias
reprodutivas, tanto em relagdo a eventos comportamentais, como modos de acasalamento, corte,
presenga ou auséncia de migragdo reprodutiva (ALMEIDA, 2013), quanto em relagdo a eventos
sexuais, como reprodugao interna ou externa (HILSDORF; MOREIRA; MARINS, 2014), ¢ até
mesmo na determinagdo ¢ diferenciagdo sexual (NAKAMURA et al., 1998, DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002; FERNANDINO; HATORRI, 2019).

Deste modo, a reprodugdo de peixes ¢ modulada por fatores endogenos (hormonais) e
exogenos (fotoperiodo, chuvas, temperatura, condutividade da 4gua) e a estabilidade desses
gatilhos ambientais em relagdo as estacdes do ano sdo fundamentais para o sucesso reprodutivo
das espécies (VAZZOLER, 1996; RIBEIRO; MOREIRA, 2012; RIZZO; BAZZOLI, 2014).
Estes estimulos ambientais atuam no hipotalamo induzindo a produgdo de hormonios e,
consequentemente, desencadeando uma cascata hormonal que modula a reprodu¢do como um
todo (Fig. 1) (RIBEIRO; MOREIRA, 2012; HONJI; ARAUJO; MOREIRA, 2020).

Contudo, as alteragdes ambientais, como aumento de fotoperiodo, periodos
prolongados de seca, aumento da temperatura das aguas, modifica¢cdes em habitats devido a
construgdo de barragens (SATO et al., 2005), alteragdes quimicas ou polui¢des NOS rios
resultantes de esgoto doméstico podem levar a alteragdes na percep¢ao do meio pelos animais,
gerando problemas na reprodugdo ou até mesmo impedindo-a de acontecer (TETREAULT et
al., 2011; KIDA; ABDALLA; MOREIRA, 2016; TOLUSSI et al., 2018).

Nas regides tropicais, por exemplo, a reproducdo das espécies anuais tem inicio na
primavera e prolonga-se até o final do verdo, devido ao efeito do inicio das estagdes chuvosas
e fotoperiodo prolongado (VAZZOLER, 1996; R1ZZO; BAZZOLI, 2014). Esse é o periodo
conhecido como defeso, estabelecido por lei para protecao dos animais migradores durante a

piracema (ICMBIO, 2018), contudo a construgdo de barragens interrompe a rota migratdria de



16

muitas espécies, modificando habitats além de funcionar como uma barreira fisica aos animais
que estdo a jusante, contribuindo negativamente para a reproducdo destas espécies

(AGOSTINHO et al., 1993; SATO et al., 2005).

Figura 1: Fatores que influenciam positiva ou negativamente a reproducédo de peixes.

Pluviosidade
a4 Fotoperiodo
f Temperatura

Exogenos

e

Enddgenos S
\ Hipotdlamo
i Hipofise DD

Gonadas

Fonte da imagem: propria autora.

O caraciforme curimata-pacu, Prochilodus argenteus, nativo do Rio Sao Francisco ¢é
um exemplo de espécie que enfrenta problemas migratdrios, pois por serem impedidos de
subirem para as cabeceiras, devido a constru¢cdo da barragem de Trés Marias, ndo atingem a
maturidade sexual devido aos niveis quase nulos de esteroides sexuais produzidos (ARANTES
et al., 2010). Como consequéncia disso ocorrem redugoes de estoques naturais das populagdes,
a exemplo da piracanjuba, Brycon orbignyanus, se tornaram escassos devido ao grande
barramento na sua bacia de origem impedindo a reprodugdo de modo natural (ASHIKAGA et
al., 2015).

Nesse contexto, e como forma de mitigagdo os efeitos negativos dessas modificagdes
de habitats, a reprodugdo induzida promovida em cativeiro vem sendo utilizada por 6rgaos
governamentais em programas de repovoamento de espécies nativas (ICMBIO, 2018).

Entretanto, falhas nestes processos podem ocorrer, como a perda da variabilidade genética
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(ASHIKAGA et al., 2015), estresse (GNEIDING et al. 2019), restrigdo alimentar
(NASCIMENTO et al., 2021) e principalmente devido a falta de conhecimento basicos a
respeito da biologia reprodutiva e do desenvolvimento inicial das espécies nativas, necessitando
de aprimoramento das técnicas de criagdo (BALDISSEROTTO; GOMES, 2005; RIZZO;
BAZZOLI, 2014). Por isso, o conhecimento das caracteristicas morfologicas das gonadas
constitui uma etapa basica ¢ fundamental para o entendimento da biologia reprodutiva das
espécies € constitui etapa primordial para estabelecimento de medidas de conservacdo da
ictiofauna nativa (CREPALDI, 2006; QUAGIO-GRASSIOTTO; WILDNER; ISHIBA, 2013)
além de ser essencial para o desenvolvimento de técnicas para a utilizagdo nas reprodugdes
induzidas para producao aquicola.

O cultivo de peixes para fins comerciais no Brasil teve inicio, provavelmente, no século
17 (VALENTI et al., 2021). Contudo, mesmo sendo um pais COm um territorio continental com
cerca de 12% de toda 4gua doce do planeta, apenas no final do século 20 e inicio do século 21,
0 Brasil passou a demonstrar desenvolvimento de tecnologias e o potencial para se tornar um
dos grandes produtores mundiais de pescado (OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2007;
SCHULTER, VIEIRA-FILHO, 2017). Além de disponibilidade de ambientes ¢ clima
favoravel, o Brasil ainda possui imensa biodiversidade de espécies com grande potencial
zootécnico, como o tambaqui (Colossoma macropomum), o pacu (Piaractus mesopotamicus),
o pintado (Pseudoplatystoma coruscans), o cachara (Pseudoplatystoma fasciatum), a
piracanjuba (B. orbignyanus), além do cultivo de hibridos resultantes dessas espécies
(BALDISSEROTTO; GOMES, 2005; VALENTI et al., 2021).

Considerando o cultivo de peixes marinhos, peixes dulcicolas, crustaceos e anfibios, a
produg@o aquicola brasileira em 2019 bateu o recorde de 800 mil toneladas, o que significa um
ganho de cerca de 1 bilhdo de reais na receita bruta do pais (FAO, 2020). O cultivo de peixes
de agua doce representa cerca de 90% de toda essa produgdo, Sendo a tilapia (Oreochromis
niloticus) o peixe de maior interesse comercial, seguido por tambaqui e pacu (SCHULTER,
VIEIRA-FILHO, 2017; FAO, 2020).

Por mais que estes nimeros paregam impressionantes, atualmente o Brasil ainda ocupa
a décima segunda colocagdo no ranking global de maiores produtores de peixes de agua doce
(FAO, 2020). Tal dado reforca a concepcao da necessidade de investimento sobre estudos que
esclaregam a biologia reprodutiva das espécies nativas de interesse comercial, para que possam
ser, além de preservadas em meio natural, cultivadas em sistemas de produgdo com eficacia
(BALDISSEROTTO; GOMES, 2005; DE SIQUEIRA-SILVA; RODRIGUES; NOBREGA

2019). Assim, estudos que descrevam ciclos reprodutivos, desenvolvimentos embrionarios,
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variagdes no modo de determinagdo sexual e variacdes temporais de diferenciagdo sexual das
espécies alvo sdo fundamentais para o futuro desenvolvimento de biotecnologias focadas na
producao de espécies nativas (VALENTI et al., 2021).

Determinacio e Diferenciacdo sexual em peixes

Em peixes a determinagdo sexual pode ser mediada por fatores genéticos, fisioldgicos ou
comportamentais, sendo determinada a partir da influéncia de fatores exdgenos, como
temperatura, densidade, entre outros (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002; FERNANDINO;
HATTORI, 2019). Nas espécies em que ocorre determinagdo sexual genética, ha também uma
ampla variacao de fatores, pois peixes podem ter determinagdo sexual a partir de cromossomos
sexuais especificos com sistemas XX-XY como o medaka Oryzias latipes (KONDO et al.,
2003), Oreochromis niloticus (LEE; PENMAN; KOCHER, 2003; LI et al., 2015) ou 0s peixes
neotropicais Poecilia reticulata e Hoplias malabaricus (ALMEIRA-TOLEDO; FORESTI,
2001), além de sistemas ZZ-ZW como Characidium sp. (UTSUNOMIA et al., 2017) Leporinus
sp. (VENERE et al., 2004) e Hypostomus sp. (ARTONI et al., 1998).

Por outro lado, algumas espécies ndo apresentam cromossomos sexuais especificos, tendo
genes determinantes sexuais espalhados pelos cromossomos autossdmicos, como ¢ o caso dos
peixes neotropicais Brycon orbignyanus (MARGARIDO; GALETTI-JUNIOR, 1999),
Rhamdia quelen (GARCIA; OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO, 2010) e Arapaima gigas
(MARQUES; VENERE, GALETTI-JUNIOR, 2006).

Os estudos genéticos em peixes tomaram grandes propor¢des com a utilizagao de Oryzias
latipes e Danio rerio (medaka e zebrafish, respectivamente) como modelos bioldgicos para o
desenvolvimento de pesquisas devido as suas caracteristicas de facil manejo e
acondicionamento em laboratério (STREISINGER et al., 1981; ISHIKAWA et al., 2000).
Assim, a determinag¢do sexual em peixes vem sendo elucidada desde a década de 90 com o auge
dos estudos envolvendo biologia molecular para vertebrados basais ao final deste periodo. O
gene SRY, por exemplo, localizado no cromossomo Y, foi o primeiro gene descrito a ser ligado
a determinagdo sexual em funcdo dos estudos desenvolvidos em humanos (SINCLAIR et al.,
1990).

A partir disso, varios outros genes foram relacionados a diferenciacdo Sexual em
mamiferos, como Dmrtl, Dax1, Wt-1, Sf-1, FoxI2, Rspol, Sox9 e Wnt4 (MANSEN et al.,
2018). Entretanto, genes que sdo considerados principais atuantes na diferenciacao sexual em

mamiferos, podem nao estar presentes ou ndo desempenhar fung¢des diretas no mesmo evento
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em peixes (Fig. 2), por exemplo, em medaka, com determinagdo sexual heterogamética
masculina (XX-XY), foi identificado o gene DMY como analogo ao SRY (MATSUDA et al.,
2002; MATSUDA; SAKAIZUMI, 2009), enquanto que em O. dancena os genes Sox3 e Gsdf
sdo os responsaveis pela diferenciacdo masculina (TAKEHANA et al., 2014) (Fig. 2). Em
tilapia, sabe-se que nos primeiros dias de desenvolvimento das larvas os perfis de expressao
génica quase nao diferem entre os sexos, contudo, a medida que a diferenciacao sexual ¢
iniciada em fémeas, ao redor de 30 dias pos fertilizagao, os perfis de expressao génica entre
ambos o0s sexos tornam-se distintos, sendo transcritos os genes Hspl11, Svepl e FoxI2 apenas
em fémeas diferenciadas e, ao redor de 90 dias pds fertilizagdo, com o inicio da diferenciagdo
sexual masculina, sdo transcritos Amh, Cypl1b, Dmrtl, Sox9b, Gsdf e 3BHsd apenas em
machos (Fig. 2)(TAO et al., 2018).

Diferentemente da determinagdo sexual, a diferencia¢do sexual refere-se a uma série de
eventos modulados por cascatas de expressdes génicas em que as gonadas, até entdo
indiferenciadas, podem se diferenciar em testiculos ou ovarios funcionais (BAROILLER;
GUIGUEN; FOSTIER, 1999; KITANO, 2018). Peixes podem apresentar dois tipos de
comportamento reprodutivo quando adultos (Fig. 3), sendo classificados em gonocdricos
(individuos que apresentam sexos separados) ou hermafroditas (individuos que apresentam
concomitantemente os 6rgaos reprodutores dos dois sexos) (YAMAMOTO, 1969; DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002; ADOLFI et al., 2019).

Figura 2: Eventos ocorridos durante a diferenciagdo sexual em peixes.

Primérdio gonadal Gonadas indiferenciadas Gonadas em diferenciag¢do Gonadas diferenciadas
TEMPO
{\lta " Inicio da Genes envolvidos: cypl9al,
5 pratiferaio meiose fox12, fgf, rpso4, wnt5, sox17
Futura fémea ochilar , 1gl, Tpso4, )
Baixa Afroso Genes envolvidos: dmy,
» proliferacdo e — dmrtl, amh, cypllb, d
Futuro macho celular gsdf, dax1, sox3

Fonte da imagem: adaptado de Martinez et al., 2014.
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Figura 3: Gonocorismo e hermafroditismo em peixes.
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Fonte da imagem: propria autora.

Apesar de ser considerado raro entre peixes, espécies hermafroditas com
desenvolvimento gonadal simultaneo desenvolvem testiculos e ovarios funcionais a0 mesmo
tempo, como € o caso de espécies da familia Gobiidae (COLE; HOESE, 2001; KUWAMURA
et al., 2020). Por outro lado, em espécies hermafroditas com desenvolvimento gonadal
sucessivo (ou sequenciais), os animais desenvolvem testiculos ou ovarios funcionais em um
periodo e desenvolvem o sexo oposto em outro periodo da vida, sendo protoginios ou
protrandricos (proto = primeiro, gynos = fémea, androus = masculino) (MITCHESON; MIN
LIU, 2008; KUWAMURA et al., 2020). Em espécies da familia Amphiprioninae, os peixes-
palhacos, sdo protrandricos, tendo a reversdo sexual ocorrida de forma gradual
(CASADEVALL et al., 2009) e amplamente investigada na biologia molecular devido ao
conhecimento escasso € complexo das transcrigdes génicas ocorridas durante o periodo de
reversdao macho-fémea (CASAS et al., 2016).

Em espécies gonocoricas com desenvolvimento gonadal indireto, a gonada indiferenciada
inicia o seu desenvolvimento como um ovario e, posteriormente, parte dos individuos se torna
macho e parte se mantém como fémea (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002). Este ¢ o caso do
cipriniforme Danio rerio (Zebra Fish) (TAKAHASHI, 1977, ORTEGA-RECALDE et al.,
2019) e do caraciforme Gymnocorymbus ternetzi (Tetra Negro) (MAZZONI et al., 2015). Por
outro lado, animais que possuem desenvolvimento gonadal direto, a gonada indiferenciada
inicia o desenvolvimento diretamente em um ovario ou um testiculo, como no caso do
cipriniforme Cyprinus carpio (carpa comum) (MAZZONI et al., 2010) e do siluriforme
Pseudoplatystoma fasciatum (Surubim) (VALENTIN et al., 2016; VALENTIN et al, 2019).
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Cada espécie apresenta caracteristicas particulares no que se refere a diferenciacao sexual,
contudo, alguns padrdes sdo conservativos, de forma que inicialmente os animais apresentam o
que se chama de primordio gonadal, formado a partir de células germinativas primordiais
(originadas a partir de células do epiblasto) e células somaticas (DEVLIN; NAGAHAMA,
2002; MAZZONI; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2021). A medida que a morfogénese ocorre, a
proliferagdo mitotica aumenta e o 0rgao passa a ser internamente vascularizado, originando
uma gonada indiferenciada (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002; MAZZONI et al.,, 2010;
MAZZONI et al., 2014).

Os principais indicios de inicio da diferenciagdo gonadal sdo percebidos quando hd um
aumento da mitose, tanto em células germinativas primordiais, quanto de células somaticas
(STRUSSMANN, TAKASHIMA; TODA, 1996; DEVLIN; NAGAHAMA, 2002; MEIJIDE et
al., 2005). A partir deste momento, uma série de modificagdes e eventos bioldgicos ocorrem
nos orgaos que futuramente serdo ovarios ou testiculos funcionais, de forma que machos e
fémeas possuem distingdes tanto temporais quanto morfologicas e genéticas ao longo deste
processo (Fig. 2) (VALENTIN et al., 2016; VALENTIN et al., 2019).

O inicio da meiose na diferenciagdo ¢ percebido por meio das claras diferencas
morfoldgicas ocorridas nos nucleos de oogdnias ou espermatogdnias, contudo, machos e
fémeas passam a ter organizagdes integralmente diferentes (MAZZONI et al., 2015). Fémeas
iniciam a diferenciacdo sexual antes dos machos, onde nota-se a intensa proliferacdo mitotica e
posteriormente meidtica dando inicio a formagao de cistos de o6citos dispostos na porgao dorsal
das gbénadas, enquanto que em machos, nota-se a organizagdo de espermatogonias alinhadas
lado a lado, formando corddes espermatogéniais, que com o inicio da meiose dardo inicio a
formacdo de futuros 16bulos ou tibulos testiculares (MAZZONI et al., 2010; MAZZONI et al.,
2014; VALENTIN et al., 2016; VALENTIN et al., 2019).

Em zebrafish, um conhecido exemplo de espécie gonocorista com desenvolvimento
indireto, 0s animais que iniciam o processo de reversdo, denominados intersexo (futuros
machos) (TAKAHASHI, 1977; CHEN; GE 2013) possuem uma notavel proliferacdo mitdtica
muito mais numerosa que fémeas verdadeiras, de modo que quando as oogonias passam a ser
individualizadas pelas células somaticas, tem-se o ““start” para futura diferenciacdo testicular e
remodelamento gonadal (TAKAHASHI, 1977). O periodo de intersexo, para estes animais,
ainda ¢ considerado quando em meio a tibulos imaturos (ainda em formagao), porém repletos
de espermatogdnias e espermatocitos, 0correm odécitos integros ou odcitos em degeneragao

(TAKAHASHI, 1977; UCHIDA et al., 2002).
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Assim, o periodo de diferenciacdo sexual tem sido amplamente estudado por ser
temporalmente espécie especifico, além disso, dentro de uma mesma espécie ainda pode haver
alteracdo de tempo, ja que a diferenciagao sexual pode ser influenciada por fatores exdgenos
(ZALUSKI, 2018). Desta forma, a caracterizagdo e o conhecimento a cerca deste periodo de
alta plasticidade das gonadas é fundamental para o desenvolvimento de biotecnologias para
reversdo sexual (FERNANDINO; HATTORI, 2019; DUSSENNE et al., 2020), técnica
utilizada na aquicultura visando a obtengdo de popula¢des monosexo, em espécies no qual um
Sexo cresce mais rapido ou atinge a maturidade sexual anteriormente ao outro, favorecendo o
seu cultivo na aquicultura, como ¢ o caso de Oreochromis niloticus (MARTINEZ et al., 2014;
NIVELLE et al, 2019).

Eixo hipotalamo, hipofise e gonadas

A reprodugdo de vertebrados ¢ modulada pelo eixo hipotalamo-hip6fise-gdnadas através
de sintese de hormoénios especificos ao eixo (MOYES; SCHULTE, 2010). O hormoénio
liberador de gonadotropinas (Gnrh) ¢ sintetizado no hipotadlamo e atua na regido anterior da
hipéfise (adenohipofise), onde ira estimular a sintese e liberagdo das gonadotropinas Fsh
(hormoénio foliculo estimulante) e Lh (hormoénio luteinizante), que via corrente sanguinea,
atuardo nos ovarios e testiculos estimulando a sintese de esteroides gonadais (Fig. 4)
(HISDORF; MOREIRA; MARINS, 2014; KITANO, 2018). De forma geral, o Fsh ¢
responsavel pelo desenvolvimento das gonadas em relagdo ao ciclo reprodutivo, enquanto que
0 Lh atua principalmente na maturagdo final dos gametas, permitindo liberagdo de odcitos ¢
espermatozoides funcionais no momento da reprodu¢do (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002).

Enquanto o Gnrh é um horménio de estimulagdo, o0 hormdnio inibidor de gonadotropinas
(Gnih) ¢ o seu antagonista e age inibindo a a¢do do Gnrh (TSUTSUI, 2009; MUNOZ-CUETO
etal., 2017). Além do Gnih outros neuromoduladores podem inibir a a¢ao de Gnrh impedindo
que a reprodugdo aconteca em animais que ndo estdo em condigdes ideais (HONJI; MOREIRA,
2017). Normalmente, animais que estdo sob estresse prolongado possuem altos niveis de
dopamina circulante, um neurotransmissor que acaba afetando a maturagdao dos gametas, uma
vez que inibe a liberagdo de Gnrh pelo hipotalamo (ALMEIDA, 2013; GANESH, 2021). Além
disso, niveis elevados de dopamina podem ser responsaveis por reversao sexual em peixes com
determinag@o e diferenciacao sexual relacionados a comportamentos sociais (DUFOUR et al.,

2005; ZOHAR et al.; 2010).
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A sintese de Fsh e Lh ¢é primordial para o desenvolvimento das gonadas ja no inicio da
vida do animal, uma vez que a diferenciacdo sexual em gbnadas bipotentes ¢ regulada
primariamente por horménios esteroides (Fig. 5) como 17-B-Estradiol (E2), principal atuante
no desenvolvimento ovariano, e 11-cetotestosterona (11KT), como horménio principal da
diferenciagdo em machos de teledsteos (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002; KITANO, 2018;
HONJI; ARAUJO; MOREIRA, 2020). Assim, 0s horménios esteroides tem efeitos diretos nas
células germinativas, bem como atuam em células somaticas das gonadas envolvidas regulando

0 seu desenvolvimento (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002).

Figura 4: A regulagdo hormonal em peixes.
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Fonte da imagem: adaptado de Schneider e Poehland, 20009.

Todos os hormdnios esteroides sdo derivados de colesterol que a partir de clivagem da
cadeia lateral por meio de P450scc origina pregnenolona (TOKARZ et al. 2015). A partir disso,
uma série dindmica de enzimas (complexo P450, 3-BHSD, 17-BHSD) sdo responsaveis pela
producdo de progesterona, testosterona e estradiol (Fig. 5) (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002;
TOKARZ et al. 2015). A complexidade da biossintese de hormonios esteroides sexuais € ainda
mais evidenciada quando se observa que a via de sintese pode sofrer alteragdes caso seja
bloqueada, o que resultara na interrupgao de producao de hormonios essenciais a diferenciagao

ou desenvolvimento sexual da espécie em questao (FERNANDINO; HATTORI, 2013).
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Com os adventos da biologia molecular, atualmente ja sdo conhecidos alguns dos genes
responsaveis pelas transcricdes de enzimas cruciais na regulacdo hormonal durante a
diferenciagdo sexual em peixes, como por exemplo o gene cypl9ala, responsavel pela
transcricdo de aromatase gonadal, a enzima que € responsavel pela conversao de testosterona
em 17p-estradiol (PIFERRER; BLAZQUEZ, 2005; FERNANDINO; HATTORI, 2019). Por
outro lado, a expressdo do gene dmrtl inibe a transcrigdo de gonadal aromatase, impedindo a
conversdo dos estrogénios e culminando na diferenciagdo de gonadas masculinas (KITANO,
2018).

Além da acdao de hormonios no controle da reprodugdo, os animais percebem o meio
externo através de orgdos do sentido especificos e recebem estimulos exdgenos (ambientais),
que por sua vez modulam o controle end6geno (hormonal) (MOYES; SCHULTE, 2010). Deste
modo, ter conhecimento sobre os perfis hormonais das espécies € essencial no que diz respeito
a produgdo visando repovoamento ou atividades econdmicas na piscicultura, de modo que 0
estudo da fisiologia reprodutiva das espécies, necessariamente deve estar atrelado ao
conhecimento dos habitos, do ambiente e da genética das espécies (HISDORF; MOREIRA,
MARINS, 2014).

Figura 5: Principais vias de biossintese de hormonios esteroides. DHEA: Dehidroepiandrosterona.
DHP: Dihidroprogesterona.
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Fonte da imagem: adaptado de Schneider e Poehland, 20009.
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A espécie modelo

A subfamilia Bryconinae abriga, dentro do género Brycon, algumas espécies com
potencial para piscicultura e pesca esportiva (CASTAGNOLLI, 1992). E o caso de Brycon
orbignyanus (VALENCIENNES, 1849), conhecida popularmente como piracanjuba,
bracanjuva, ou até mesmo, salmao-crioulo, devido a apreciagao de sua carne (CECCARELLI,
2010). A piracanjuba ¢ uma espécie nativa, encontrada em toda a Bacia do Parana-Uruguai,
sendo mais abundante nos rios Grande e Parana (CASTAGNOLLI, 1992; LIMA, 2017).

A espécie possui corpo em formato fusiforme, cabeca pequena, com boca em posi¢ao
terminal, nadadeira anal longa e a caudal bifurcada. A caracteristica que mais lhe representa e
a distingue de outros briconideos ¢ a coloragdo da nadadeira caudal, que varia de tons de carmim
a vermelho. E encontrada em aguas claras de ambientes 16ticos e possuem habito alimentar
onivoro (MACIEL, 2006). A fémea atinge cerca de 80 cm de comprimento total e até 8,2 kg de
peso vivo, enquanto o macho alcanga 68 cm e 3,6 kg (CECCARELLI, 2010). O macho chega
a maturidade sexual por volta dos dois anos, com cerca de 20 cm de comprimento. Ja a fémea
atinge a maturidade sexual por volta dos 3 anos de idade, e cerca de 25 cm de comprimento.
Possuem periodo reprodutivo sazonal, de modo que a piracema se estende durante os meses
mais chuvosos, sendo de setembro a janeiro (VAZ; TORQUATO; BARBOSA, 2000).

A piracanjuba desperta grande interesse comercial, sendo considerado um dos peixes de
agua doce de carne mais saborosa e apreciada. Além disso, outro fator de grande interesse
econdmico que a espécie desperta estd relacionado a pesca esportiva, pois € um peixe que
demonstra comportamento muito agressivo quando ¢é fisgado (VAZ; TORQUATO,;
BARBOSA, 2000; BORBA, 2003).

Por ser uma espécie reofilica, aquelas que precisam migrar para que a reproducio
aconteca, a piracanjuba vem sofrendo problemas com a reprodugdo de modo natural (BORBA,
2003), além de despertar grande interesse social, econdmico e a influéncia antropica em seu
ambiente natural, desde 1996, Brycon orbignyanus encontra-se no “Livro Vermelho da Fauna
Brasileira” (ICMBIO, 2018), classificada como espécie “em perigo” (criticamente ameagada),
de acordo com a classificagdo estabelecida internacionalmente pela Unido Internacional para
Conservacao da Natureza (UICN). Tal situagdo torna-se preocupante, e os esforcos para criagao
da espécie em cativeiro vendo sendo estudados (BALDISSEROTTO; GOMES, 2005).
Contudo, a reprodugao da piracanjuba em cativeiro ainda apresenta dificuldades, pois além de
serem animais reofilicos, ¢ uma espécie altamente sensivel ao estresse do manejo e,

normalmente, perde-se muitos reprodutores (SOUTO et al., 2017). Aliadas a estas dificuldades



26

para reprodu¢do da espécie, a produgdo de piracanjuba em cativeiro ainda desperta interesse
devido ao fato de que foi recentemente descrita com desenvolvimento gonocorista direto de
modo que ¢ comum que as populagdes apresentem proporgoes sexuais de 2:1 (macho:fémea)
(ZARDO et al.,, 2021), fato curioso, pois foge da normalidade para espécie com
desenvolvimento deste tipo (PLA et al., 2021).

Comparada com outras espécies, a piracanjuba ¢ avaliada como um peixe com bom
desempenho na aquicultura e pode produzir altos rendimentos em filés de peixe (FREATO,
2005). Contudo, ainda ¢ muito mais produzida para fins de repovoamento do que para o
consumo humano (ZANIBONI-FILHO et al., 2006), fato controverso, visto seu grande
potencial ja descrito na aquicultura. O matrinxd, B. amazonicus, ¢ uma espécie de mesmo
género e desponta como segunda espécie mais produzida na aquicultura da regido norte do pais,
fato que pode ser atribuido ao grande conhecimento cientifico ja descrito sobre a reproducao e
a produgdo em cativeiro desta espécie (BRANDAO et al., 2005; PONTES et al., 2017). Assim,
nota-se a necessidade de explanacdo sobre a biologia reprodutiva da piracanjuba, B.
orbignyanus, a fim de estabelecer conhecimentos aplicaveis para o melhoramento da sua
produgdo aquicola.

Diante do que foi abordado, as hipoteses deste trabalho sdao: 1- a proporgao sexual
desbalanceada em Brycon orbignyanus (2:1) ¢é reflexo de alteragdes morfologicas ocorridas
durante o processo de diferenciacdo sexual; 2- a inversdo sexual ocorrida em fémeas de Brycon
orbignyanus ¢ modulada por androgenos; 3- as caracteristicas sexuais secundarias presentes em
machos de Brycon orbignyanus ocorrem no periodo reprodutivo, tanto em machos primarios,

quanto em machos secundarios.
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OBJETIVOS

Considerando a situacao atual da producao aquicola brasileira e seus notérios beneficios
econOmicos, além de considerar a importancia biologica desta espécie e os riscos ecologicos
iminentes nos quais a espécie estd submetida, esta pesquisa tem por objetivo estudar a
diferenciag¢do sexual de Brycon orbignyanus (Bryconidae) em detalhes, a fim de elucidar a
morfologia e fisiologia reprodutiva da espécie, estendendo-se desde o desenvolvimento gonadal

inicial, a diferenciagdo até a maturidade sexual da espécie.

Objetivos especificos

- Categorizar temporalmente os eventos ocorridos durante a diferenciagao sexual de machos

e fémeas de B. orbignyanus;

- Descrever morfologicamente o remodelamento gonadal ocorrido durante a inversao sexual
de fémeas de B. orbignyanus e descrever a formagao do epitélio germinativo de machos e

fémeas B. orbignyanus apos os eventos de diferencia¢ao sexual,

- Avaliar a concentragdo plasmatica de androgenos durante a diferenciagdo sexual em B.

orbignyanus;

- Avaliar o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secunddrias em machos de B.

orbignyanus.
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CONSIDERACOES GERAIS

A piracanjuba, Brycon orbignyanus, é uma espécie gonocorista, onde a diferenciacdo
sexual ocorre inicialmente em fémeas aos trés meses de idade e em machos aos cinco meses de
idade. Entretanto, parte das fémeas, a0s cinco meses de idade, iniciam um processo de inversao
sexual, passam por um remodelamento gonadal originando individuos intersexos e,
posteriormente, machos secundarios, caracterizados por serem machos sexualmente ativos,
contudo, ainda apresentarem oocitos primarios residuais dispersos pelo epitélio germinativo
masculino.

Embora a diferenciagdo sexual em Brycon orbignyanus possa ser quantificada
temporalmente, esta caracteristica ndo ¢ mediada somente pela idade dos animais, mas também
influenciada pelo crescimento e pela interagao dos fatores fisiologicos dos espécimes. Assim,
o androgeno 11-cetotestosterona foi considerado o hormonio esteroide diretamente envolvida
na inversao sexual ocorrida em fémeas.

Além disso, machos primarios e machos secundarios de Brycon orbignyanus atingem
maturidade sexual ao mesmo tempo, com um ano de idade, enquanto que as fémeas somente
atingiram maturidade sexual aos trés anos de idade. Por fim, machos (primarios e secundarios)
podem ser distinguidos das fémeas por apresentarem como forma de caracteristica sexual

secundaria o desenvolvimento de espiculas na nadadeira anal.





