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RESUMO

Dentre os aspectos hormonais que influenciam o desenvolvimento dos
vertebrados, pode-se destacar o papel dos hormonios tireoidianos (Hts). Esses
hormonios (T4/T3) mediam func¢des imprescindiveis para a homeostase dos
organismos, modulando processos fisiologicos como a regulacdo do
crescimento, metabolismo e reproducdo. Pensando nisso o presente trabalho
teve como objetivo avaliar os efeitos do hipotireoidismo in vivo e in vitro na funcao
testicular de machos adultos de D. rerio e a relagao dos Hts no eixo hipotalamico-
hipofisario. No presente trabalho nés mostramos que in vivo o hipotireoidismo
induzido pelo methimazole afetou a espermatogénese de zebrafish levando ao
acumulo de células pré-meiéticas, atraso na diferenciacdo e meiose, reduzindo
a quantidade de espermatozoides formados. in vitro foi observado que os efeitos
biolégicos do horménio foliculo estimulante (Fsh) na funcdo testicular sao
dependentes dos hormdnios tireoidianos, assim como os efeitos estimulatérios
da gonadotropina coriénica humana (hCG) e inibitério do horménio inibidor de
gonadotropina (GnlH) necessitam dos Hts. Além disso, a expressdo de genes
hipotalamicos e hipofisarios foram afetados de modo antagdnico quando na
auséncia ou presenca dos Hts. Portanto nossos resultados indicam que os
horménios tireoidianos sdo essenciais ha manutencdo da espermatogénese e

do eixo hipotalamico-hipofisario em adultos de zebrafish.

Palavras-chave: hipotireoidismo, horménios tireoidianos, espermatogénese,
GnlH, zebrafish



ABSTRACT

Among the hormonal aspects that influence the development of vertebrates, the
role of thyroid hormones (Ths) are crucial. These hormones (T4/T3) have a key
role on the organism’s homeostasis by modulating physiological processes,
including regulation of growth, metabolism and reproduction. This study assessed
the effects of in vivo and in vitro hypothyroidism on the testicular function of D.
rerio adult males and the interaction between thyroid hormones in the brain-
pituitary axis. Here we show that methimazole-induced hypothyroidism in vivo
affected the progression of zebrafish spermatogenesis by inducing the
accumulation of pre-meiotic cells, delaying cell-differentiation and meiosis as
well reducing the number of spermatozoa. It was established in vitro that the
effects of the follicle-stimulating hormone (Fsh) on testis function are dependent
of thyroid hormones, likewise the stimulatory effects of human chorionic
gonadotropin (hCG) and the inhibitory effects of gonadotropin- inhibitory hormone
(GnlH) are also subject to Ths. In addition to that, gene expression of brain-
pituitary was antagonistically affected both in the absence and in the presence of
Ths. These results point to how essential the thyroid hormones are in regulating
spermatogenesis and maintaining the brain-pituitary axis in adult zebrafish.

Key-words: hypothyroidism, thyroid hormones, spermatogenesis, GnlH,

zebrafish
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1. INTRODUGCAO GERAL

1.1. Espermatogénese em peixes teledsteos

Dentre aproximadamente 60.000 espécies de vertebrados conhecidas,
descritas e vivas do mundo, 0s peixes ocupam o grupo com maior diversidade e
abundancia, constituindo cerca de 32.000 espécies, 0 que representa mais de
50% dos vertebrados (Nelson et al., 2006 e 2016). O sucesso desse grupo €
atribuido a uma série de adaptacGes desenvolvidas ao longo da evolucdo que
refletem na diversidade morfologica, comportamental, fisiolégica e
principalmente nas estratégias reprodutivas, que sao definidas como o conjunto
de caracteristicas que uma espécie desenvolve para ter sucesso na reproducao
e assim garantir a sobrevivéncia da espécie (Reis et al., 2003; Nelson et al., 2006
e 2016).

Estas estratégias reprodutivas estdo diretamente relacionadas com a
morfologia das gbnadas das diferentes espécies. Nos teledsteos com fertilizacao
externa, os testiculos geralmente sdo pares e alongados (Billard et al., 1982;
Vazzoler, 1996; Grier e Aranzabal, 2009), localizados na cavidade celomatica e
envolvidos pelo tecido conjuntivo, denominado de tUnica albuginea. Esse tecido
emite projecdes para o interior do 6rgdo formando l6bulos ou tibulos seminiferos
gue sustentam o tecido epitelial germinativo (Grier, 1980).

Microscopicamente o0s testiculos apresentam dois compartimentos
distintos: (1) intersticial formado por um tecido conjuntivo, contendo células de
Leydig (produtoras de esteroides), vasos sanguineos, macréfagos, granulécitos
e outros; (2) compartimento germinativo, que contém as células germinativas e
as células de Sertoli que em conjunto formam o epitélio germinativo (Schulz e

Noébrega, 2011; Siqueira-Silva et al., 2018) (Fig. 1). A espermatogénese depende

1



da interacdo dos componentes celulares presentes nestes dois compartimentos
(Grier et al., 1980).

O processo espermatogénico é considerado altamente coordenado, no
qual as células diploides iniciais conhecidas como espermatogobnias tronco, que
além de se auto-renovarem apoOs 0s eventos reprodutivos, passam pelos
processos de proliferacdo mitética e diferenciacdo para formar os
espermatozoides (Schulz et al., 2010). Ao final de diversas divisdes mitoticas
espécie-especifica, os espermatdcitos iniciam o processo meiético e por fim
passam pela diferenciacdo celular ou espermiogénese, que resultara na
formacao das células haploides, os espermatozoides (Grier et al., 1980; Nobrega

et al., 2009; Schulz et al., 2010; Siqueira-Silva et al., 2012).

Diferente dos amniotas, considerados os vertebrados derivados (Fig. 1A),
em peixes e outros vertebrados anamniotas, a espermatogénese desenvolve-se
no interior de estruturas denominadas de espermatocistos, ou cistos, que sao
formados quando as células de Sertoli envolvem as células germinativas em
desenvolvimento (Fig.1B) (Vilela et al., 2003; Nébrega et al., 2009; Schulz et al.,
2010). As células de Sertoli fornecem suporte mecénico, nutricional e fatores
necessarios para a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo das células
germinativas, assim como intermediacdo hormonal e fagocitose de restos
celulares e espermatozoides residuais (Grier et al., 1980; Nobrega et al., 2009;

Schulz et al., 2010; Siqueira-Silva et al., 2012; Franga et al., 2016).






Figura 1 A) Espermatogénese em mamiferos. B) Espermatogénese em zebrafish. Legenda:
células de Sertoli (SE); lamina basal (BL); células peritubulares midides (MY), células de Leydig
(LE), espematogobnia (SG); espermatdcito (SC); espermatide arredondada (RST); espermatide
alongada (EST); espermatogbnia do tipo A indiferenciada* (Aunat) (célula tronco?);
espermatogdnia do tipo A indiferenciada (Aund); espermatogdnia do tipo A diferenciada (Auif);
espermatogébnia do tipo B (B early-late); espermatécitos primarios em leptéteno/zigéteno (L/Z),
paquiteno (P), dipléteno/metafase | (D/MI); espermatdcitos secundarios/metafase Il (S/MII);
espermatides iniciais (E1); intermediarias (E2); finais (E3); espermatozoides (SZ); e vasos
sanguineo (BV). Adaptado de Schulz e colaboradores (2010).

1.2. Espermatogénese e caracteristicas das células germinativas em

zebrafish

As caracteristicas morfofuncionais dos diferentes estagios de
desenvolvimento das células germinativas durante a espermatogénese em
zebrafish foram descritas (Leal et al., 2009; Schulz et al., 2010). Estas células
sao identificadas de acordo com o formato do nucleo, condensacgéo da cromatina
e tamanho da célula, sendo divididos em trés fases: (1) fase mitotica ou
espermatogonial, caracterizada por sucessivas divisbes mitoticas das
espermatogonias indiferenciadas (Auwe- € Auwnd), €Spermatogonia diferenciada (Auir)
e do tipo B; (2) a fase espermatocitaria ou meiética na qual o material genético
dos espermatdcitos é duplicado, recombinado e segregado formando as células
haploides, as espermatides; (3) e a fase denominada espermiogénese, na qual
as espermatides passam por modificacdes estruturais e funcionais altamente
complexas para originar os espermatozoides aptos a fecundacgéo (Nobrega et

al., 2009; Schulz et al., 2010) (Fig. 2).

Fase mitética ou espermatogonial

As espermatogbnias indiferenciadas do tipo A (Awe © Auwd) S80
encontradas isoladas no epitélio germinativo e estdo envoltas por um conjunto

de células de Sertoli (Schulz et al., 2010). Aléem disso sao as maiores células da



linhagem germinativa, com diametro nuclear e volume celular medindo cerca de
8.6 um e ~ 667 pm3, respectivamente (Leal et al., 2009). A cromatina néo esta
completamente condensada e pode ser encontrado um ou dois nucléolos
compactos (Leal et al., 2009). As espermatogbnias Auwe Sao distinguidas das
demais espermatogébnias pela irregularidade do seu envoltério nuclear e pela
razdo entre nucleo e citoplasma serem maior. Além disso, por meio da técnica
de BrdU (5-bromo-2’-deoxiuridina), um nucleotideo sintético e analogo a
timidina, o que confere a capacidade de poder ser incorporado e retido no DNA
durante a fase de sintese (fase S), foi possivel identificar a existéncia de
possiveis espermatogbnias tronco, as chamadas “labeling-retaining cells” que
retiveram BrdU a longo prazo, estas supostas células estdo entre as
espermatogonias indiferenciadas (Aua- € Auna) (NObrega et al., 2010).

As espermatogonias diferenciadas (Adr) S0 resultantes da mitose com
citocinese incompleta. Estas células estdo agrupadas em pequenos cistos
contendo de duas a oito células. Aléem de serem menores, apresentando
didametro nuclear médio de 6 um, comparada aos tipos anteriores, possuem um
formato regular e arredondado, com um, dois ou mais pequenos nucléolos. A
heterocromatina possui pontos densos ao longo do nudcleo (Leal et al., 2009).

As espermatogonias iniciais do tipo B (B early) sdo mais condensadas e
possuem um nucleo alongado com um ou dois nucléolos pequenos. A
quantidade de heterocromatina aumenta. As células do tipo tardia (B late)
possuem um numero maior de células dentro do cisto. O nucleo é arredondado,

denso e heterocromatico (Leal et al., 2009) (Fig.2).

Fase espermatocitaria ou meiotica



Os espermatocitos apresentam um diametro nuclear médio de 5 um e
estdo em diferentes fases da meiose. Podem ser identificados e diferenciados
pelo tamanho do nucleo, condensacgdo da cromatina e pelas figuras meidticas.
Em leptoteno/zigéteno as células sdo mais arredondadas em relacdo as
espermatogobnias do tipo B e a cromatina apresenta pequenos pontos proximos
ao envoltorio nuclear. Espermatdcitos em paquiteno sdo maiores, o nucleo é
denso e 0s cromossomos estdo mais condensados. J4 0s espermatécitos em
dipléteno sédo encontrados em conjunto com as figuras da metéfase I. Nesse tipo
celular os cromossomos atingem o grau maximo de condensacédo. Por fim, os
espermatdécitos secundarios sdo considerados raros pois entram rapidamente na
meiose Il. Este tipo celular possui um nudcleo arredondado e cromatina densa

(Leal et al., 2009) (Fig. 2).

Espermiogénese

Durante a espermiogénese, o volume nuclear das células é reduzido e a
classificacdo de trés tipos de espermatides: iniciais, intermediéarias e finais (E1,
E2 e E3) sédo baseadas no aumento da compactacdo nuclear, diminuicdo do
volume celular e espacamento entre as células devido a formacao dos flagelos

(Leal et al., 2009) (Fig. 2).
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Figura 2: Representacdo da espermatogénese em zebrafish. Fase espermatogonial:
espermatogébnia indiferenciada do tipo A (Auwse € Aug), €spermatogbnia diferenciada (Adr),
espermatogbnia do tipo B inicial e final (B early-late). Fase meiética: pre-leptéteno,
leptéteno/zigéteno, paquiteno, dipléteno e espermatécito secundario. Fase espermiogénica:
espermatides iniciais, intermediarias e finais (E1,E2,E3) e espermatozoide (SZ). Retirado de
Schulz e colaboradores (2010).

1.3. Controle endd6crino da gametogénese: Eixo Hipotalamico-Hipofisario-
Gonadal (HHG)

A reproducédo é um dos mecanismos mais importantes para a perpetuacao
das espécies e evolucdo (Osugi et al., 2014). Para que ocorra 0 sSucesso
reprodutivo é necesséario a combinagdo do sistema nervoso com o enddcrino,
integrado a fatores externos como o fotoperiodo, alimentacdo e predacédo e a
fatores internos, como acdo hormonal. Nos peixes e demais vertebrados, a

reproducao € regulada por uma cascata hormonal ao longo do eixo hipotalamico-



hipofisario-gonadal (HHG) (Fig. 3). Esse sistema € iniciado com a producao do
horménio liberador de gonadotropina (GnRH) proveniente do hipotalamo
(Meethal et al.,, 2005; Habibi e Andreu-Vieyra, 2007) e estimulado pela
kisspeptina (Kiss).

O GnRH foi inicialmente descoberto e isolado em porcos (Baba et al.,
1971). Estruturalmente € composto por dez aminoacidos, sendo um
decapeptideo e com diferentes isoformas. Este neuropeptideo tem papel
fundamental na ativacdo do eixo HHG pela estimulacdo das células hipofisérias
produtoras e secretoras das gonadotropinas (Fsh e Lh) (Pankhurst, 2016), que,
por sua vez, atuam nas gbnadas regulando a gametogénese e esteroidogénese.
Interessante que o modo de acdo do GnRH para alcancar as células
gonadotropicas é diferente entre teledsteos e os demais vertebrados. Neste
altimo, o GnRH é liberado na eminéncia média e um sistema vascular porta-
hipofisario para o transporte de neuro-horménios, que o leva até as células
gonadotrépicas por meio da corrente sanguinea (Fink, 1988). Em teleésteos, o
GnRH é liberado nas proximidades das células gonadotrépicas. Os terminais das
fibras dos neurénios na hipdéfise conectam-se com as células da hipéfise e juntos
estas fibras formam a neuro-hipéfise (Yamamoto et al., 1995).

Peixes teledsteos tém trés diferentes formas de GnRH localizadas em
diferentes regides do encéfalo, enquanto a maioria dos vertebrados expressa
apenas duas formas de GnRH (Kawai et al., 2009). O GnRH3 foi identificado nos
ganglios nervosos terminais apenas nos peixes e acredita-se ser um
neuromodulador. O GNnRH2 é idéntico nas espécies até hoje examinadas e tém

papel na modulacéo das vias reprodutivas. Ja o GnRH1 é a forma hipofisiotropica



produzidas na area pré-optica no hipotadlamo que estimula a glandula hipofiséaria
(Kuo et al., 2005; Kawai et al., 2009).

Adicionalmente, foi identificado primeiramente em aves e depois em
peixes outro neuropeptideo com acdo regulatoria na sintese e liberacdo de
gonadotropinas, o hormonio inibidor de gonadotropinas (GnlH) (Tsutsui et al.,
2010; Zohar et al., 2010). O GnlH atua diretamente na hipofise, no entanto como
observado por Zohar e colaboradores (2010), pode exercer acdo modulatéria
nos neurdnios de GnRH devido as fibras de GnlH serem emitidas na dire¢cao do
GnRH. Juntos estes neuropeptideos estdo envolvidos no controle da

reproducao.
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Figura 3: Representacéo do eixo reprodutivo nos peixes. O inicio do processo se d& a partir dos
estimulos ambientais, como temperatura da agua e fotoperiodo seguido pela cascata de
horménios ao longo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, que tem inicio com os neurdnios
de kisspeptina (Kiss) no hipotdlamo. Por meio de seus receptores (Gpr54), a Kiss estimula a
producédo do hormdnio liberador de gonadotropina (GnRH), que atua sobre as células hipofisarias
estimulando a producéo e liberacdo das gonadotropinas (Fsh e Lh). Ambos séo levados pela
corrente sanguinea atuando em suas células alvo no testiculo. Fsh e Lh estimulam a producao
e liberacdo de esteroides, estes tem efeito feedback negativo (linha tracejada) no hipotadlamo e
hipofise. O Fsh regula o desenvolvimento das espermatogdnias tronco (auto-renovacéo e/ou
diferenciagéo) através da producao de fatores paracrinos produzidos pelas células de Sertoli. (1)
representa o sistema nervoso composto pelo hipotalamo e hipéfise. (2) indica o testiculo. A figura
também representa a influéncia dos fatores internos, como: metabolismo, crescimento,
adiposidade, dentre outros) sob os neurénios produtores de Kiss e GnRH. Retirado de Schulz e
Nébrega (2011).

1.4. O papel da gonadotropina Fsh na espermatogénese dos peixes

As gonadotropinas, horménio foliculo estimulante (Fsh) e horménio
luteinizante (Lh) séo glicoproteinas formadas por duas subunidades diferentes,
a subunidade a, comum aos dois horménios e a subunidade [, especifica de
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acordo com a atividade bioldgica de cada hormdnio (Schulz et al., 2001). Estes
dois hormdnios gonadotrépicos possuem papel crucial na regulacdo da
espermatogénese (Pierce e Parsons, 1981).

Em mamiferos, ambas as gonadotropinas sdo claramente definidas,
dadas as intera¢@es altamente especificas entre cada horménio e seu respectivo
receptor (McLachlan et al., 1996). O Lh atua nas células de Leydig estimulando
a producédo e liberagcdo de andrégeno. Enquanto o Fsh regula a funcédo das
células de Sertoli, como suporte estrutural, nutricional e regulatério no
desenvolvimento das células germinativas (Huhtaniemi e Themmen, 2005).
Porém em peixes, as interacdes entre as gonadotropinas e seus receptores
parecem ndo serem especificas (Sambroni et al., 2007). Estudos em salméo
fornecem evidéncias de que o receptor de Fsh apesar de ter preferéncia pelo
Fsh também apresenta afinidade pelo Lh (Miwa et al., 1994). Também, em
peixes, 0 Fsh é considerado mais potente que o Lh na estimulacéo da producédo
de androgeno, devido a presenca do receptor de Fsh nas células de Leydig
(Planas et al., 1993), como descrito em Clarias gariepinus (Garcia-Lopez et al.,
2009) e D. rerio (Garcia-Lopez et al., 2010).

Ainda, segundo Ndébrega e colaboradores (2015) a atuacdo do Fsh nas
células de Sertoli em peixes tem sido associado ao aumento da proliferacéo e
diferenciacdo de espermatogobnias através da producao do fator de crescimento
semelhante a insulina 3 (Igf3) e também do peptideo 3 semelhante a insulina
(Insl3) (Garcia-Lopez et al., 2010). Porém, foi demonstrado por Skaar e
colaboradores (2011) que o hormdnio antimilleriano (Amh), na qual € expresso
nas células de Sertoli associadas as espermatogonias indiferenciadas, inibe a

acao estimulatoria do Fsh sobre os fatores de crescimento. A acdo do Amh &
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conhecida por bloguear a diferenciacdo das espermatogonias indiferenciadas e
a sintese de esteroides dependentes de Fsh (Skaar et al., 2011; Adolf et al.,
2018). Desta forma, pode-se dizer que o Fsh é um importante regulador do
processo espermatogénico, atuando na estimulacdo e inibicdo de fatores
necessarios para o desenvolvimento deste processo.

Outro indicio que o Fsh esta relacionado com a espermatogénese e € um
fator chave para esse processo é descrito por Crespo e colaboradores (2016),
na qual mostraram que o Fsh estimulou a proliferagdo espermatogonial
acompanhada pela modulacdo de varios sistemas de sinalizacdo. Além disso
essa gonadotropina impactou significativamente nos genes metabdlicos, como
no metabolismo de lactato e 4cidos graxos e nos componentes da barreira das
células de Sertoli. Também, estudos realizados com salmonideos mostraram
que o aumento dos niveis de Fsh no plasma estéo associados com os elevados
niveis de andrégenos e com a maior atividade de proliferacdo e diferenciacéo
das espermatogonias (Campbell et al., 2003; Melo et al., 2014).

Além disso, ha evidéncias de que o Fsh quando associado aos hormonios
tireoidianos (Hts) tem sua acao potencializada, principalmente na liberacéo de
esteroides, como o cypl7al nos testiculos adultos de zebrafish (Morais et al.,

2013).

1.5. O papel dos horménios tireoidianos (Hts) no desenvolvimento e

reproducao dos peixes

O eixo hipotalamico-hipofisario-tireoide (HHT) € dependente da liberacéo
de TRH (horménio liberador de tireotrofinas) pelo hipotalamo. O TRH, por sua

vez, estimula a secre¢cao do hormonio estimulante da tireoide (TSH) (Larsen et
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al., 1998; Flik et al., 2006). Em peixes, a libera¢do do Tsh é mediado pelo Crh ou
Crf (hormonio liberador de corticotrofina) (Flik et al., 2006). O Crf é também o
responsavel pela liberacdo do Acth (horménio corticotrofico) que estimula a
sintese e secrecao do cortisol pela glandula interrenal, em peixes (Larsen et al.,
1998; Flik et al., 2006) (Fig. 4).

O Tsh atua nos foliculos tireoidianos estimulando a produgcdo da
tetraiodotironina (T4) que é a principal configuracao de Ht (Flik et al., 2006). A
T4 é metabolizada e convertida em triiodotironina (T3), que corresponde a forma
bioativa na maioria dos processos fisioldgicos, como crescimento e maturagao

(Basset et al., 2003; Wagner et al., 2008; Flood et al., 2013).
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Figura 4: Eixo hipotalamico-hipofisario-tireoide (HHT). A hipdéfise secreta Tsh (horménio
estimulador da tireoide). O Crh também estimula o horménio corticotréfico (Acth), que promove
a sintese e secrecao do cortisol pela glandula interrenal. Nos foliculos tiroidianos, os quais sao
dispersos em peixes, o Tsh estimula a secrecdo do T4. Pela acdo das (DIO1 e DIO2) convertem
0 T4 em T3, na qual atuara no eixo reprodutivo. Retirado de Tovo-Neto e colaboradores (2018).

A producado e metabolismo dos Hts ocorrem por meio de trés tipos de
enzimas denominadas de iodotironinas desiodases, do tipo I, Il e Il (Fig. 5)

(Duarte-Guterman et al., 2014).
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Figura 5: Metabolismo do horménio tireoidiano (T3) pelas deiodinases. A tiroxina (T4), principal
produto secretado pelos foliculos tireoidianos, é transformada no hormonio bioativo (T3) pela
acao das iodotironinas desiodases tipo | e Il (DIO1 e DIO2). A DIO1 também atua na produgéo
do T3r, que é a sua forma inativa por meio da T4. Retirado de Tovo-Neto e colaboradores (2018).
A desiodase tipo | (DIO1) catalisa a desiodacdo do anel externo da T4
para produzir a forma bioativa, T3. Além disso, a DIO1 também desiodisa o anel

interno da T4 para produzir T3 reverso (T3r), que é a sua forma inativa. O tipo Il

(DIO2) atua exclusivamente na ativacdo dos Hts pela conversao de T4 em T3
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(Duarte-Guterman e Trudeau, 2010). A expressédo e atividade das enzimas
desiodases nos tecidos individuais regulam a concentracdo dos Hts ativos
dependendo das necessidades especificas do tecido (Flood et al., 2013).

Os receptores dos Hts (TRa e TRB) atuam principalmente como fatores
de transcricao nuclear, os quais ao se ligarem aos Hts formando um complexo
hormoénio-receptor, e a partir desse momento séo capazes de desencadearem
respostas celulares pela ligacao a regido regulatéria dos promotores dos genes,
estimulando ou inibindo a transcricdo (Mendis-Handagama et al., 2005).

Embora os Hts sejam notadamente conhecidos por regularem o
metabolismo, sua acdo na reproducdo vem sendo investigada. Nos roedores
machos, o T3 tem a fungcdo de regular a maturacdo e o crescimento dos
testiculos, controlar a proliferacao e diferenciacdo das células de Sertoli e Leydig
durante o desenvolvimento testicular (Cooke et al., 2005).

Em peixes, a estrutura da tireoide é difusa e ndo encapsulada, embora
apresentem uma estrutura folicular semelhante & dos mamiferos (Higgs et al.,
1982). A funcao da tireoide € dependente da captacao da iodina, e esta envolvida
na sintese e transporte dos Hts (Brucker-Davis, 1998). Esses horménios regulam
o crescimento e desenvolvimento (Chang et al., 2012) e suas funcbes sao
mediadas por meio de ligacdes a receptores especificos (Habibi et al., 2012).

Em fémeas de salmonideos, os niveis de Hts sdo mais elevados nos ovos,
supostamente de origem materna, devido ao seu acumulo nos odécitos durante a
maturacdo ovariana (Tagawa et al., 1994). Em outras espécies de peixes
teledsteos, tais como o linguado japonés (Paralichthys olivaceus), o zebrafish (D.
rerio) e a dourada (Sparus aurata), os niveis de Hts também permanecem

elevados durante o desenvolvimento larval (Power et al., 2001). Na fase adulta,
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0s niveis de Hts permanecem estaveis (Chang et al., 2012) e estes parecem
desempenhar um papel regulatério no eixo reprodutivo.

Neste contexto, Cooke e colaboradores (2005) demonstraram que a
alteracao da tireoide pode impactar no desenvolvimento da espermatogénese
em ratos. A exposigcao ao 6-propil-2-tiouracil (PTU, um inibidor da producgéo de
Ht) durante o periodo neonatal de ratos resultou no aumento dos testiculos e
maior producao de espermatozoides na fase adulta (Cooke 1991). Esse aumento
dos testiculos no tratamento com PTU é resultante do aumento da area do tubulo
seminifero e dos componentes intersticiais (Hess et al., 1993), acompanhado
pelo aumento da proliferacéo das células de Sertoli (Hess et al., 1993). Estudos
explicam que esse efeito ocasionado pela auséncia dos Hts é resultante do
retardamento da transicdo da fase proliferativa para a fase de maturacédo das
células de Sertoli, resultando no prolongamento da mitose deste tipo celular e
consequentemente no amadurecimento destas células (Hess et al., 1993; Cooke
et al., 2005). A imaturidade das células de Sertoli torna mais lenta a abertura dos
tubulos seminiferos e prejudica a sua capacidade de suportar 0s estagios mais
avancados das células germinativas (Franca et al., 1995).

Os efeitos do PTU na espermatogénese de peixes também foram
avaliados. Matta e colaboradores (2002) avaliaram os efeitos do hipotireoidismo
neonatal transitorio em juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus). Nestes
animais, o tamanho dos testiculos foi duplicado, semelhante ao que foi
encontrado em ratos (Joyce et al., 1993). Estes resultados sugerem que o
hipotireoidismo neonatal transitério em juvenis de tilapias levou a um aumento
na proliferacdo das células de Sertoli e consequentemente maior proliferacéo

das células germinativas que refletiu no tamanho do testiculo.
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Outros estudos abordando o papel dos Hts na funcéo reprodutiva foram
reportados em goldfish adultos (Habibi et al., 2012). Neste estudo, os animais
que receberam doses de T3 (25 e 250 ng/peixe) diminuiram significativamente
a expressao dos niveis de RNAm de /hB e fshB (Nelson et al., 2010). Sendo
assim, os resultados sugerem que os Hts podem reduzir as fungdes reprodutivas,
considerando que os Hts regulam o metabolismo e estimulam o crescimento na
maioria das espécies (Hulbert, 2010), é provavel que o aumento dos niveis de
Ht possa desviar a energia da reproducéo e promover fun¢cdes somatotropicas,
0 que explicaria a reducao de Lh e Fsh (Habibi et al., 2012).

Outro resultado interessante é descrito na revisdo de Flood e
colaboradores (2013) sobre este assunto. Nesta revisao foi demonstrado que
Fsh é um importante mediador do horménio estimulador da tireoide (Tsh) no
desenvolvimento sexual em machos e os genes da biossintese de andro6genos
sdo induzidos pelos Hts (Flood et al., 2013). Desta forma, os Hts induzem
respostas na producao e secre¢do das gonadotropinas e também influenciam a
biossintese dos horménios esteroides masculinos.

Neste contexto, Morais e colaboradores (2013) mostraram em zebrafish
gue o hormdnio T3 potencializa os efeitos do Fsh nos machos, aumentando a
liberacdo de andrégeno (11KT, principal andrégeno nos peixes) induzido pelo
Fsh, bem como a expressao génica do ar (receptor de androgeno) e da enzima

esteroidogénica cypl7al.

1.6. Alteracdo do estado da tireoide: uma abordagem dos efeitos do

hipotireoidismo no desenvolvimento e reproducéo dos vertebrados
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O uso de goitrogénicos - substancias que dificultam a absorcéo de iodo,
como PTU, perclorato e methimazole s&o comuns para entender os mecanismos
dos Hts envolvidos no desenvolvimento geral do organismo, incluindo a
reproducao (Sharma e Patind, 2013; Sharma et al., 2016).

O 6-n-propil-2- tiouracil (PTU) inibe a captagéo de iodo e a sintese de T4
pela tireoide e também a deiodinizacéo periférica do hormonio T4 em T3 (Aires,
2008). Em roedores, o tratamento com este composto afeta o desenvolvimento
da espermatogénese, desde o aumento da populacdo das células de Sertoli no
periodo neonatal (Cooke et al., 1994) até o desenvolvimento normal dos
espermatocitos e espermatides (Sakai et al., 2004).

O perclorato bloqueia a captacdo de iodo no foliculo tireoidiano (Sharma
e Patind, 2013; Sharma et al., 2016). Estudos com peixes mostraram que o
hipotireoidismo induzido pelo perclorato induziu a feminizacdo das gbénadas
durante o desenvolvimento inicial em zebrafish (Mukhi e Patifio, 2007). O
methimazole inibe a incorporacdo de iodo a tireoglobulina, o precursor dos
hormonios tireoidianos (T4/T3). Esse composto ndo induziu a reversao sexual
de macho para fémea em zebrafish, porém promoveu um atraso na
transformacao do ovario em testiculo (Sharma e Pating, 2013). O estudo desses
compostos em peixes € ainda limitado aos estagios iniciais de desenvolvimento

(Vancamp et al., 2018).

1.7. Horménio Inibidor de Gonadotropina (GnlH)

O hormaonio inibidor de gonadotropina (GnlIH), neuropeptideo hipotalamico
descoberto em codornas, esta relacionado com a regulacdo dos processos

reprodutivos através da inibicdo da sintese e secrecdo das gonadotropinas
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(Tsutsui et al., 2010). Esse peptideo pertence a familia LPXRF-amida (X=L ou
Q) e foi caracterizado como parte integrante do eixo HHG em muitos vertebrados
(Tsutsui et al., 2013). Em mamiferos, por exemplo, foram identificados ortélogos
do GnlH que exibem semelhante acao inibitéria das gonadotropinas, como em
codornas (Tsutsui et al., 2013).

Em peixes, ortdlogos de GnIH exercem papel conflitante, pois apresentam
acdo estimulatéria e inibitéria na expressdo, sintese e liberacdo das
gonadotropinas em diferentes espécies (Ubuka e Parhar, 2018). Em goldfish
GnlH foi responséavel pela reducédo dos niveis plasmaticos de Lh (Zhang et al.,
2010), porém em Astyanax altiparanae (Branco et al., 2018) nao foram
encontrados efeitos na expressdo dos niveis de Fsh e Lh nos explantes
hipofisarios. Nesse mesmo estudo, o co-tratamento entre GnlH e GhnRH mostram
que o GnlH promoveu a diminuicdo das gonadotropinas (Fsh e Lh), exercendo
papel regulatério no eixo reprodutivo, modulando as células hipofisarias e a acédo
do GnRH.

Adicionalmente, ortélogos de GnlH e seus receptores podem ser
identificados nos tecidos periféricos, como nas gbnadas de diferentes teledsteos,
tais como zebrafish e tilapia (Zhang et al., 2010; Mufioz-Cueto et al., 2017; Fallah
et al., 2019), sugerindo que esse neuropeptideo € um potente regulador
autocrino e paracrino na funcéo reprodutiva. Em zebrafish, foi demonstrado que
in vitro o GnlH reduziu a liberacéo de testosterona (Fallah et al., 2019). O co-
tratamento com a gonadotropina corionica humana (hCG), similar ao hormoénio
luteinizante (Lh), também foi utilizada nesse estudo para investigar o papel do
GnlIH na regulacédo da espermatogénese. Interessante, pois o tratamento com

hCG estimulou a producédo de testosterona e o aumento da populacdo das
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células haploides. Estes resultados demonstram a necessidade das
gonadotropinas na regulacdo da producdo de andrégenos para o0
desenvolvimento da espermiogénese. Diretamente nos testiculos, a alta
concentracdo de GnlH (1000 nM) aumentou o numero de espermatides e
espermatozoides.

Qi e colaboradores (2013), por exemplo, avaliaram in vitro os efeitos do
GnIH na esteroidogénese de machos e fémeas de goldfish (Carassius auratus).
Nas fémeas ndo houve mudancas nos niveis de estradiol. No entanto, os machos
apresentaram aumento nos niveis de testosterona no plasma, o que indica que
0 peptideo pode modular a sintese de andrégeno. Foi observado que o rg GnlH
(recombinante de goldfish) estimulou a liberagcdo das gonadotropinas e do
horménio de crescimento (GH) em salmao (Oncorhynchus nerka) (Amano et al.,
2006). Porém, Zhang e colaboradores (2010) mostraram que rzf GnlH
(recombinante de zebrafish) diminuiu os niveis plasméticos de Lh em goldfish
adulto. Segundo Mufioz-Cueto e colaboradores (2017) as diferencas fisiologicas
encontradas nestes trabalhos podem ser devido ao uso inespecifico de
recombinantes para mostrar os efeitos fisiolégicos espécie-especifica. Além do
GnlH ser considerado um regulador do eixo reprodutivo, ha indicios de que esse
peptideo também regula o eixo tireoidiano (HHT) (ver abaixo) (Tsutsui et al.,

2018).

1.8. Interacédo do GnlH nos eixos HHG-HHT na regulacéo da reproducao

Segundo Tsutsui e colaboradores (2018) a atividade da tireoide esta
relacionada a alteragbes do eixo reprodutivo e ao desenvolvimento inicial da

puberdade em mamiferos. Na revisdo de Tsutsui e colaboradores (2018) foi
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mostrado que as fémeas de camundongos induzidas quimicamente ao
hipotireoidismo com PTU apresentaram niveis de GnlH elevado e niveis mais
baixos de gonadotropinas e estradiol, refletindo na puberdade tardia observada
nestes animais. Isso ocorre porque neurdnios hipotalamicos que produzem GnlH
também expressam os receptores dos hormonios tireoidianos (TRa e TRp)
(Tsutsui et al., 2018).

Com base nesses experimentos, Kiyohara e colaboradores (2017)
demostraram que fémeas de camundongos GnlH-KO e também tratadas com
PTU ndo apresentaram atraso na puberdade, enquanto em fémeas normais o
hipotireoidismo retardou o inicio da puberdade. Dessa forma, o GnlH pode
mediar a disfuncado tireoidiana no desenvolvimento da puberdade. A hip6tese
sugerida é que o GnlH é um potente mediador da interacéo dos eixos HHG-HHT
durante o desenvolvimento reprodutivo nos vertebrados, como ilustra a figura

abaixo (Fig. 7).

Brain Pituitary gland Testis
GnIH——GnRH »Fshi/Lh = »Androgens
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CRH » Tsh Spermatogenesis
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THs
(T4/T3)

Figura 7: Efeitos dos hormdnios tireoidianos (Hts) (T4/T3) no eixo reprodutivo de vertebrados.
Altas concentracdes de Hts inibem a sintese de GnlH (Horménio inibidor das gonadotropinas).
Na auséncia dos Hts a expressdo de GnlH aumenta. A interrogacéo (?) significa que os dados
na literatura sao inconclusivos sobre o papel regulatério entre GnRH e os Hts. Retirado de Tovo-
Neto e colaboradores (2018).

1.9. O zebrafish como modelo bioldgico
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O Danio rerio € um pequeno teledsteo de agua doce originario da india,
pertencente a familia Cyprinidae e a ordem Cypriniformes, conhecido
popularmente como zebrafish. Além do tamanho reduzido, esta espécie se
destaca pelo facil manejo em laboratério, podendo ser mantido em altas
densidades populacionais, apresentando fertilizagdo externa com geracéo de
alto niamero de individuos e os embribes sdo transparentes, facilitando a
visualizagéo e monitoramento de seu desenvolvimento (Nasiadka e Clark, 2012).
Além disso, este teledsteo possui uma vida média de trés anos, com a primeira
maturacdo podendo ocorrer nos primeiros trés meses de vida, a temperatura
média ideal para se reproduzirem varia de 27°C a 28°C, por aproximadamente
18 meses e a fémea pode desovar em torno de 200-300 ovos semanalmente.
Estas caracteristicas credenciam esta espécie como um excelente modelo
biolégico para pesquisas cientificas experimentais, seja na area da fisiologia,
toxicologia ou endocrinologia (McGonnell e Fowkes, 2006).

O sequenciamento do genoma desta espécie, disponibilizado no site ZFIN
(The Zebrafish Information Network - https://zfin.org/), despertou ainda mais o
interesse da comunidade cientifica em utilizar este modelo como referéncia para
inUmeras pesquisas, possibilitando que estudos genéticos também sejam
aplicados neste teledsteo, inclusive a geracdo de excelentes modelos

transgénicos na area da biologia da reproducéo (McGonnell e Fowkes, 2006).
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Figure 1 - Morphological sections from zebrafish testis after 7 days culture in vitro post methimazole-
treatment for 21 days. (A): control group (B): methimazole treated group. type A undifferentiated
spermatogonia (A« and A..q), type B spermatogonia (SpgB), spermatids (Spt), spermatozoa (Spz).
Staining: Toluidine blue. 100um.

94



5IURCG

X
(.’q‘uip

95



Figure 2 - Morphological sections from zebrafish testis after 7 days culture in vitro post
methimazole-treatment for 21 days. (A): control group (B): methimazole treated group. (C): 5 IU
hCG alone. (D): methimazole plus 5 IU hCG. (E): 100 nM zGnih alone. (F): methimazole plus 100
nM zGnih. (G): 5 IU hCG plus 100 nM zGnih. (H): methimazole plus 5 IU hCG & 100 nM zGnih.
Type A undifferentiated spermatogonia (Auwe and Au.g), differentiated spermatogonia (Aqr), type B
spermatogonia (SpgB), spermatocytes (Spc), spermatids (Spt), spermatozoa (Spz). Staining:
Toluidine blue. 40um.
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Figure 3 — (A) In vitro effects of 5 IU/mL hCG and zGnih (100nM) alone or in combination on
population of germ cells on normal and hypothyroid zebrafish testis by morphometric analysis.
Type A undifferentiated spermatogonia (A..« and A...), differentiated spermatogonia (Aqx), type B
spermatogonia (SpgB), spermatocytes (Spc), spermatids (Spt), spermatozoa (Spz) on
histological points. (B) spermatozoa (Spz) number by fields of control and different treatments.
Bars represent the mean+SEM. Different letters denote statistically different from the control
ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test, P < 0.05).
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Figure 4 — A comparison of effects of hCG (5 IU/mL) and zGnih (100nM) alone or in combination on
euthyroid and hypothyroid testis induced by methimazole on spermatogonia (undifferentiated and
differentiated) (A), B spermatogonia (SpgB) and spermatocytes (Spc) (B), spermatids (Spt) and
spermatozoa (Spz) (C) in zebrafish testis. Following 7 days treatment in vitro, zebrafish testes were
dissociated and assayed for cell cycle analysis. The percentage of different cell population were
determined by FACScan analysis. Counts were normalized to 100%, and treatment groups were
normalized against control (mean + SEM; n = 5) Different letters represent statistical significance between
groups (ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test, P < 0.05).
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7. CONCLUSOES GERAIS

O papel dos horménios tireoidianos (Hts) foram investigados in vivo e in vitro no eixo
reprodutivo. Os dados mostrados na presente dissertacao indicam a relacédo entre os
eixos hipotalamico-hipofisario-gonadal e tireoide (HHP-HHT) em machos adultos de

zebrafish. Dessa forma:

1. Os hormonios tireoidianos sdo essenciais para a funcéo testicular de adultos de

zebrafish;

2. O hipotireoidismo induzido pelo methimazole afetou a espermatogénese de zebrafish
levando ao acumulo de células pré-meiéticas, atraso na diferenciacdo e meiose,

reduzindo a quantidade de espermatozoides formados;

3. O methimazole afeta o eixo hipotalamico-hipofisario;

4. Os efeitos biolégicos do Fsh na funcao testicular sdo dependentes dos horménios

tireoidianos;

5. Os hormonios tireoidianos sé@o cruciais para os efeitos estimulatérios do hCG e

inibitério do GnlH na regulacao da espermatogénese de adultos de zebrafish.
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