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RESUMO

Objetivo avaliar diferentes métodos de sexgem para a identificagdo do sexo em
Astronotus ocellatus, considerando aspectos comportamentais, hormonais e
moleculares. No primeiro experimento, objetivou-se identificar o sexo em A.
ocellatus adultos por avaliagdo do comportamento agressivo e perfil de
esteroides sexuais. O comportamento agressivo foi avaliado pelo teste do
espelho, quantificando-se laténcia, ataques especificos e ataques totais. A
dosagem de testosterona (T) e 17p-estradiol (E,) foram determinadas por meio
do teste de ELISA. A andlise histoldgica das gonadas foi realizada como padrao
ouro de sexagem a fim de validar as técnicas propostas e determinar o estagio de
maturacdo sexual. O Kappa de Cohen foi utilizado para avaliar a concordancia
entre 0s métodos de sexagem. Os testes t de Student ou Mann-Whitney foram
aplicados para avaliar as possiveis diferencas no comportamento e perfil
hormonal. N&o foi possivel identificar o sexo por meio da avaliacdo do
comportamento agressivo. A determinacdo da relacdo T/E, possibilitou
identificar o sexo com eficAcia de 80,56% . Foram também observadas
diferencas significativas (p<0,05) nos niveis de T e E, entre machos e fémeas.
No segundo experimento,objetivou-se avaliar os genes autossémicos FoxI2,
Sox9 e Wtla como possiveis candidatos para identificagdo do sexo em A.
ocellatus. Para isso, foi realizada a caracterizagdo molecular e a determinacao do
perfil de expressdo génica dos genes FoxI2, Sox9 e Wtla na gbnada de machos e
fémeas. Apos eutanasia, coletou-se fragmentos de ovario (n=5) e testiculos
(n=5) de A. ocellatus adultos. Para caracterizacdo molecular, extraiu-se 0 RNA
procedendo-se a sintese do cDNA, sendo este utilizado para amplificacdo por
PCR com primers especificos para os genes de interesse. Em seguida, 0s
fragmentos de DNA foram purificados, clonados, sequenciados e analisados
filogeneticamente. Para determinar o perfil de expressdo génica, foram
desenvolvidos ensaios de RT-gPCR. Foi possivel isolar e caracterizar sequéncias
parciais de DNA dos genes Foxl2, Sox9 e Wtla. A analise filogenética revelou
estreita relacdo entre as sequéncias de aminoacidos dos genes de interesse em A.
ocellatus e outras espécies de peixes teledsteos. Perfil de expressao
marcadamente influenciado pelo sexo, sendo niveis de transcritos de FoxI2
(p=0,033) significativamente maiores no ovario em comparacéo ao testiculo. Por
outro lado, os niveis de transcritos para Sox9 e Wtla foram significativamente
maiores (p=0,020 e p=0,014) no testiculo. Conclui-se que é possivel identificar
0 sexo em A. ocellatus por meio da dosagem de esteroides sexuais. Além disso,
0s genes Foxl2, Sox9 e Wtla podem ser utilizados como possiveis marcadores
moleculares do sexo para a espécie em questdo.

Palavras-chave:  Agressividade.  Andrégenos. Clonagem.  Estrogenos.
Diferenciacdo sexual. Expressdo génica.



ABSTRACT

This work aimed at assessing different methods to identify sex in Astronotus
ocellatus considering behavioral, hormonal and molecular aspects. Thus, we ran
two experiments: the first one aimed at identifying sex in adult A. ocellatus by
evaluating their aggressive behavior and sexual steroid profile. Mirror test was
used to assess such aggressive behavior and quantify latency, specific attacks
and total attacks. Testosterone (T) and 17B-estradiol (E,) doses, in turn, were
determined by the ELISA test. We used the gold sexing standard to analyze the
gonads histologically, validate the techniques proposed, and determine the
stages of sex maturation. Choen’s Kappa was used to evaluate the concordance
between such sexing methods. Student’s or Mann-Whitney’s t tests were applied
to assess likely differences in behavior and hormone profile. Identifying sex
through aggressive behavior was not possible (p=0.613 and concordance rate of
0.069). On the other hand, determining a T/E; ratio made it possible to identify
with an 80.56% accuracy (p=0.001 and concordance rate of 0.571). We also
identified significant differences (p<0.05) in T and E; levels between male and
female individuals. The second experiment aimed at assessing autosomal genes
Foxl2, Sox9 and Wtla as potential candidates for sex identification in A.
ocellatus. Therefore, molecular characterization and profile determination of
expression of genes FoxI2, Sox9 and Wtla in male and female gonads were
carried out. For molecular essays, we collected ovary (n=5) and testicle (n=5)
fragments from adult A.ocellatus, after euthanasia. Such gonadal fragments were
histologically evaluated to confirm their sex. For molecular characterization, we
extracted the RNA after cDNA synthesis and amplified it in PCR with specific
primers for the genes of interest. Afterwards, the DNA fragments were purified,
cloned, sequenced and assessed phylogenetically. To determine the profile of
gene expression, RT-gPCR essays were run. It was possible to isolate and
characterize partial DNA sequences of genes Foxl2, Sox9 and Wtla (Genbank
access number: KT337395, KT337394 and KT337396, respectively). The
phylogenetic analysis revealed a close relationship between the amino acid
sequences in the genes of interest in A. ocellatus and other species of teleost fish.
RT-gPCR essays revealed a profile of expression deeply influenced by sex, since
the level of transcripts in FoxI2 (p-0.033) were significantly higher in ovaries, as
opposed to testicles. On the other hand, the level of transcripts for Sox9 and
Wtla were significantly higher (p=0.020 and p=0.014) in testicles. Thus, under
the conditions of these experiments, it is possible to identify sex in A. ocellatus
based on sex steroid doses. Moreover, genes Foxl2, Sox9 and Wtla may be used
as possible molecular markers for sex in the species at hand.

Keywords:  Aggressiveness.  Androgynous. Cloning.  Estrogens.  Sex
differentiation. Gene expression.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

A identificacdo do sexo em peixes é questdo imprescindivel para o
sucesso da reproducéo em cativeiro, seja no ambito produtivo ou cientifico. E de
fundamental importancia para o manejo reprodutivo adequado, contribuindo
para a redugdo do estresse entre os animais em um plantel, redugdo de gastos
com manutengdo de matrizes indevidas, aumento da producdo de alevinos e,
consequentemente, ganho econémico. Além disso, ¢ de suma relevancia para
estudos cientificos em diferentes campos, incluindo comportamento, genética e
ecologia.

Apesar de sua importancia, a identificagdo do sexo, na maioria das
vezes, baseia-se em métodos subjetivos e, em espécies que ndo apresentam
dimorfismo sexual, pode ndo ser possivel tal diferenciacdo. Frente a estas
limitacOes, o desenvolvimento de estudos que priorizem a definicdo de métodos
de sexagem faz-se necessario. Ademais, é relevante avaliar diferentes
abordagens cientificas no que diz respeito a diferenciacdo entre os sexos, haja
vistas as vantagens e desvantagens de cada metodologia.

Diferentes técnicas tém sido propostas para a identificacdo do sexo em
peixes podendo-se destacar a avaliacdo do comportamento agressivo, dosagem
de esteroides sexuais e uso de marcadores moleculares. No que diz respeito ao
comportamento agressivo, ha pouca informagdo na literatura considerando este
pardmetro como método de sexagem. Entretanto, as diferencas sexuais na
agressividade fornecem suporte para a investigacdo desta varidvel como
alternativa de sexagem. Os peixes manifestam sua agressividade por meio de
ataques especificos frente a um oponente. Diante disso, considerando que a
frequéncia de ataques difere entre 0s sexos, este parametro pode ser utilizado

para distin¢do entre machos e fémeas.
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A dosagem de esteroides sexuais, por outro lado, j& vem sendo
investigada como ferramenta valiosa de sexagem em diversos estudos. Os
resultados disponiveis, no entanto, indicam que a eficacia da técnica é
dependente de diversos fatores, especialmente, particularidades espécie-
especifica e estagio de desenvolvimento gonadal. Tal técnica de sexagem baseia-
se na mensuragdo dos niveis plasmaticos dos hormonios testosterona (T) e
estradiol (E,), dadas as variagBGes nos niveis plasmaticos destes horménios entre
machos e fémeas.

Um grande namero de trabalhos vem sendo desenvolvido a fim de
estabelecer marcadores moleculares para a identificacdo do sexo em peixes,
embora ainda seja restrito a alguns organismos modelo. Dentre os diferentes
marcadores moleculares, os genes autossdmicos associados a determinacdo e
diferenciacdo sexual, incluindo os genes FoxI2, Sox9 e Wt1, apresentam-se como
possiveis genes candidatos a serem utilizados como marcadores do sexo.
Associado a isso, 0 passo inicial deve ser a analise do perfil de expressdo génica
dos genes candidatos, a fim de determinar a presenca ou ndo de dimorfismo
sexual e, assim sendo, defini-los como bons ou ndo marcadores do sexo.

Astronotus ocellatus, nativa da bacia do rio Amazonas, é uma espécie
com crescente interesse e potencial econébmico para a aquicultura nacional,
especialmente devido as suas caracteristicas morfoldgicas notorias, tornando-a
atrativa para a aquariofilia. Entretanto, embora se apresente como uma espécie
em potencial para cultivo, hd poucas informacGes em diferentes areas do
conhecimento, incluindo reproducdo, fisiologia, comportamento e genética.
Assim sendo, € necessario definir e priorizar estudos que possam contribuir para
a difusdo do conhecimento técnico-cientifico em relacdo a essa espécie e,
consequentemente, promover ainda mais o seu crescimento.

A reprodugdo do A. ocellatus baseia-se no acasalamento monogamico,

resultando na formagao de casais que permanecem unidos por toda a vida. Em
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funcdo disso, é necessaria a diferenciagdo entre os sexos para a formacdo do
plantel de reprodutores considerando a propor¢do adequada entre machos e
fémeas. Entretanto, a auséncia de dimorfismo sexual e cromossomos sexuais
heteromorficos podem representar um entrave para a identificagdo do sexo e
subsequente sele¢do dos reprodutores.

Diante da necessidade de estabelecer métodos de identificagdo do sexo
para a espécie em questdo, este estudo propGe o uso de diferentes abordagens de
sexagem, considerando aspectos comportamentais, hormonais e moleculares.
Dessa forma, o presente trabalho foi conduzido com os objetivos gerais de (1)
identificar o sexo em A. ocellatus juvenis por meio do comportamento agressivo
e dosagem de esteroides sexuais e (2) avaliar os genes FoxI2, Sox9 e Wtl como
possiveis candidatos a marcadores moleculares para identificacdo do sexo em A.
ocellatus. Além de contribuir para a identificacdo do sexo na espécie, o presente
estudo fornecera bases cientificas para investigacdes futuras, promovendo novas

perspectivas relacionadas aos diferentes aspectos aqui propostos.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Astronotus ocellatus

A. ocellatus, pertencente a familia Cichlidae, da ordem Perciformes, é
popularmente conhecida com oscar, apaiari ou acard-acu (PAVANELLI, 2002).
E uma espécie nativa da América do Sul, sendo encontrada, originalmente, na
bacia do rio Amazonas, incluindo Peru, Colémbia e Brasil (PAVANELLLI,
2000). A disseminacdo da espécie iniciou-se em 1983 em acudes e rios do
Nordeste brasileiro pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas
(DNOCS), sendo atualmente encontrado em quase todo o pais (FONTENELE,
1982). Nos Estados Unidos, no sul do Estado da Flérida, ha referéncia de que a
espécie é encontrada em grande concentracdo, cultivada em aquarios para pesca
esportiva (FURY; MORELLO, 1994).

Com crescente interesse econdmico, € uma espécie de grande
representatividade para o comércio, principalmente para a aquariofilia devido as
suas caracteristicas morfologicas marcantes. O comportamento da espécie
também atrai o interesse dos aquariofisltas, sendo os individuos territorialistas e,
muitas vezes, agressivos na tentativa de estabelecer posto social em uma
hierarquia de dominancia (SHACKLETON; JENNIONS; HUNT, 2005). Além
disso, é considerado um peixe bastante apreciado para consumo na regido Norte
e Nordeste do Brasil por apresentar carne saborosa, firme e sem espinhas
intramusculares (GURGEL; FREITAS, 1973).

Em relagdo a sua morfologia, sua coloragdo varia do marrom ao
vermelho-ferrugem, mas nao é dificil encontrar individuos albinos. Em fase
reprodutiva, essa coloragdo tende a se acentuar, principalmente o carmesin na
base do opérculo e nas faixas verticais. As tonalidades marrons mudam para
negra, notadamente no dorso e parte superior da cabeca. O corpo apresenta

conformagdo robusta, achatado lateralmente, com regular altura em relagdo ao
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comprimento. A regido dorsal é espessa e sem espinhas intramusculares. Ja a
nadadeira dorsal e anal apresenta espinhos e a nadadeira caudal é arredondada.
A cabeca é pequena em relacdo ao corpo, com olhos grandes e linha lateral
interrompida. O que caracteriza a espécie € um ocelo quase circular, de cor
preta, orlada de vermelho-carmim, localizado no pedinculo caudal préximo a
insercdo da nadadeira caudal (FONTENELE, 1982) (FIGURA 1).

Figura 1 - Exemplar de Astrontus ocellatus adulto

Fonte: Arquivo pessoal (2016)

A. ocellatus habitam, preferencialmente, varzeas e pantanos de rios de
aguas lénticas, sendo geralmente encontradas em meio a detritos lenhosos. E
uma espécie preferencialmente gregaria, sendo que os alevinos e juvenis nadam
em cardumes compactos, no entanto, animais adultos tendem a formar casais
especificos e permanecem menos conjuntamente (FELDBERG; PORTO;
BERTOLLO, 2003). Em relacdo a dieta, € uma espécie onivora, embora seja
predominantemente carnivora, alimentando-se principalmente de insetos,
crustaceos e pequenos peixes (HONEBRINK, 1990).

Quanto as tolerancias ecoldgicas, A. ocellatus é bastante tolerante a

hipoxia, sendo capaz de sobreviver em concentracdes de oxigénio dissolvido
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inferiores a 0,4 mg/L (MUUSZE et al., 1998). A temperatura maxima de cultivo
pode variar entre 23-34 °C (LOWE-McCONNELL, 1987), sendo a temperatura
minima critica de, aproximadamente, 13 °C (SHAFLAND; PESTRAK, 1982). A
faixa de tolerancia do pH, por sua vez, varia em torno de 6-7. Devido a sua
distribuicdo nos trechos médio e superior dos rios da bacia Amazonica,
acreditasse que a espécie apresenta tolerancia limitada a salinidade (WEBB,;
MAUGHAN; KNOTT, 2007)

Em relacdo a reproducdo, A ocellatus é uma espécie ovipara,
caracterizada por sua desova parcelada, restrita aos meses mais quentes do ano,
com temperaturas superiores a 25 °C. Os animais atingem a maturidade a partir
de, aproximadamente, 12 cm de comprimento total, sendo a maturidade sexual
alcancada em torno de 12 meses (PINTO-PAIVA; HILTON-NEPOMUCENO,
1989). As fémeas depositam em média 200 a 2000 ovos em substratos, sendo o
namero de ovos correlacionados positivamente com o tamanho do corpo da
fémea (BEECHING, 1997). A espécie apresenta cuidado biparental, sendo este
papel desempenhado especialmente pelas fémeas. Apos a eclosdo dos ovos, em
torno de 3 a 4 dias, o cuidado parental das larvas permanece por um periodo de
varias semanas (BARENDS; BARENDS-VAN ROON, 1992).

Quanto ao comportamento reprodutivo, a espécie apresenta
acasalamento monogamico formando casais que permanecem unidos por toda a
vida (BAERENDS; BAERENDS-VAN RON, 1992; ENQUIST; JAKOBSSON,
1986). A. ocellatus ndo apresenta dimorfismo sexual marcante, a ndo ser na
época da reproducéo, quando algumas caracteristicas podem diferenciar os sexos
(FELDBERG; PORTO; BERTOLLO, 2003).

2.2 Comportamento agressivo em peixes

A maior parte dos estudos refere-se ao comportamento agonistico em

um sentido amplo, incluindo diferentes formas de agressdo intraespecifica,
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principalmente, associadas as manifestacbes ofensivas e defensivas de um
determinado individuo (HSU; EARLY; WOLF, 2006). Entretanto, de uma
maneira geral, considera-se como comportamento agonistico qualquer
comportamento agressivo entre individuos da mesma espécie na qual envolve
lutas e disputas por recursos ambientais (KING et al., 1973; PRICE, 1969).

A agressividade é considerada uma caracteristica de aptiddo em varias
espécies de peixes, sendo sua manifestacdo variavel de acordo com cada
individuo. A tendéncia de um determinado individuo a agressividade é um
importante eixo comportamental que esta diretamente associado ao contexto
social no qual este individuo estd inserido (REALE et al., 2007; SIH; BELL;
JOHNSON, 2004). Além disso, muitas vezes, 0 comportamento agressivo esta
associado a outras caracteristicas comportamentais, tais como ousadia e aptidao
(HUNTINGFORD, 1976).

E importante ressaltar que os diferentes padrdes de comportamento
agressivo podem apresentar motivacdes diferentes, além de servir a uma
variedade de fungbes e serem expressos em contextos diferentes (HSU;
EARLEY; WOLF, 2006). A motivacao para tal comportamento € variada e pode
envolver, dentre outras, competicdo por recursos alimentares, defesa e
competicdo por territorio, disputas pelas fémeas e cuidado parental (ARNOTT;
ELWOOD, 2009; ARIYOMO; WATT, 2012; DAVIS; NUFIO; PAPAJ, 2011;
LARSON; O’MALLEY; MELLONI, 2006). Em espécies consideradas sociais,
0 comportamento agressivo é bastante evidente e esta relacionado a sua
motivacdo no estabelecimento de uma posi¢do social dentro de uma hierarquia
de dominancia (JONHNSSON; WINBERG; SLOMAN, 2006).

Independente da motivacgdo, as interagdes agonisticas sdo muitas vezes
necessarias e vitais para 0 sucesso reprodutivo e sobrevivéncia dos animais
(SHACKLETON; JENNIONS; HUNT, 2005). Assim, geralmente os animais

mais agressivos sdo agueles que apresentam maior sucesso, comparados aos seus
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co-especificos menos agressivos (SMITH; BLUMSTEIN, 2006). Embora o
comportamento agressivo seja necessario dentro de um contexto social, em
determinadas situacdes, pode resultar em prejuizos funcionais aos animais
envolvidos em combates diadicos. Tais prejuizos incluem, por exemplo, gastos
energéticos (HALLER, 1991), maior risco de predacdo (WOLF et al., 2007) e
risco de lesdes graves (HURD, 1991; TUBERT et al., 2012).

Ha uma variedade consideravel de manifestacGes agressivas e, cada uma
delas, apresenta um determinado significado que, nem sempre é facil de detectar.
Por exemplo, as mordidas em um oponente representam, quase sempre, uma
disputa extremamente agressiva, resultando em ferimento ou morte do rival,
sendo assim considerada uma atividade de ataque. Por outro lado, a exibicdo
lateral na qual a area lateral é exposta ao oponente pode refletir tanto em um
comportamento de corte como um comportamento agonistico (BEECHING,
1997). Outros exemplos de manifestacdes agressivas incluem: perseguicdes,
ataques rapidos de natacdo em dire¢do a um oponente, mordidas e exibi¢cdes com
as nadadeiras eretas (GERLAI et al., 2000; SPENCE et al., 2008).

Além das variac@es interespecificas, uma série de outros fatores também
exerce influéncia no comportamento agressivo, destacando-se as seguintes
varidveis: sexo (ARCHARD; BRAITHWAITE, 2011), status social ou
subordinacdo (O’CORNNELL; DING; HOFMANN, 2013), tamanho dos
animais (ARNOTT; ELWOOD, 2009), maturidade sexual (JOHNSSON;
SERNLAND; BLIXT, 2001), isolamento social (GONCALVES-DE-FREITAS;
MARIGUELA, 2006) e diferencas genéticas inerentes a cada individuo
(JOHNSSON; AKERMAN, 1998).

2.2.1 Diferencas sexuais no comportamento agressivo em peixes

Como destacado anteriormente, diferente sdo os fatores que podem

afetar a manifestacdo do comportamento agressivo em peixes. Dentre estes
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fatores, as diferencas sexuais devem ser aqui destacadas, visto a sua importancia
para estudos de identificacdo do sexo (GOMES; FANTINATO; BERNARDI,
2009). Além disso, em algumas situagdes, 0 sexo pode ser considerado como o
Unico fator determinante da agressividade em peixes (ARNOTT; ELWOOD,
2009).

Considerando-se as diferencas sexuais na manifestacao da agressividade,
os resultados disponiveis na literatura indicam que o sexo pode ou ndo ser um
fator determinante, sendo esta uma caracteristica espécie-especifica. Por
exemplo, diferengas no comportamento em funcéo do sexo foram observadas em
Brachyrhaphis episcopi (ARCHARD; BRAITHWAITE, 2011), acar4 do Congo
(Amatitlania nigrofasciata) (ARNOTT; ELWOOD, 2009), acara (Cichlasoma
dimerus) (TUBERT et al.,, 2012), peixe betta (Betta splendes (KARINO;
SOMEYA, 2007), truta marrom (Salmo trutta) (JOHNSSON; SERNLAND;
BLIXT, 2001) e tilapia (Sarotherodon melanotheron) (BALSHINE-EARN;
McANDREW, 1995). Em contrapartida, em outras espécies, ambos 0S Sexos
demonstram perfil semelhante no comportamento agonistico, como observado
em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (PINHO-NETO et al., 2014).

Outro aspecto a ser considerado é o fato de que, dependendo da espécie,
0 macho é mais agressivo e, em outras, ocorre o contrario, sendo as fémeas mais
agressivas. Além disso, as motivacbes e 0 contexto em que ocorrem também
podem variar. Por exemplo, em Brachyrhaphis episcopi as diferengas
observadas entre machos e fémeas dependem do nivel de predacéo, sendo as
fémeas mais agressivas em populagcdes de baixa predacdo e os machos em
populagdes de alta predacdo (ARCHARD; BRAITHWAITE, 2011).

Em acard do Congo (Amatitlania nigrofasciata) as diferencas na
agressividade entre os sexos se devem principalmente as diferencas taticas. Em
fémeas, maior frequéncia de movimentos agressivos frontais e de mordida foi

observada, enquanto para os machos observou-se maior frequéncia de ataques
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laterais e de cauda (ARNOTT; ELWOOD, 2009). Em tilapia (Sarotherodon
melanotheron) (BALSHINE-EARN; McANDREW, 1995) e acara (Cichlasoma
dimerus) (TUBERT et al., 2012), as fémeas sdo mais agressivas devido,
principalmente, ao cuidado parental. Em contrapartida, em peixe betta (Betta
splendes) (KARINO; SOMEYA, 2007) e truta marrom (Salmo trutta)
(JOHNSSON; SERNLAND; BLIXT, 2001) os machos sdo mais agressivos.

Entre as especulagdes dos fatos que justificam as diferengas sexuais na
agressividade, recentes estudos tém levantando a hipétese da participacdo do
fendmeno da lateralizagdo (ARIYOMO; WATT, 2013; ARNOTT; ELWOOD,
2009). A lateralizagdo refere-se ao evento pelo qual se observa preferéncia por
um lado do corpo sobre outro, tipico dos seres humanos, mas que também tem
sido relatado em outros vertebrados, incluindo os peixes (ARIYOMOTO;
WATT, 2013; FRASNELLI; VALLORTIGARA; BORGES, 2012). Tal evento
foi observado em acard do Congo (Amatilania nigrofasciata), onde os machos,
devido a maior laterizacdo, exibem maior quantidade de ataques laterais quando
comparadas as fémeas, associado a tendéncia em utilizar apenas um olho para a
agressao (ARNOTT; ELWOOD, 2009). De maneira semelhante, em zebrafish
(Danio rerio), os machos apresentaram também maior grau de lateralizacdo no
comportamento agressivo, utilizando-se mais o olho esquerdo em atagues
agonisticos, o que pode indicar uma vantagem de aptiddo para os machos
(ARIYOMO; WATT, 2013).

Considerando que, em diferentes espécies de peixes, 0 comportamento
agressivo é controlado, em parte, pelo sexo, pode-se considerar este parametro
para a diferenciacdo entre machos em fémeas. Na literatura, apenas um trabalho
foi encontrado utilizando o comportamento agressivo como método de sexagem.
No referido estudo, este método de sexagem foi eficaz, possibilitando a
diferenciacdo sexual em neon goby (Elacatinus sp) (GOMES; FANTINATO;
BERNARDI, 2009). Esta espécie apresenta comportamento reprodutivo
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monogamico (WHITEMAN; COTE, 2003) e, quando introduzido um terceiro

exemplar, os machos demonstram comportamento agressivo.
2.2.2 Comportamento agressivo em A. ocellatus

Considerando o comportamento em A. ocellatus, esta é uma espécie
conhecida por estabelecer interacdes agonisticas e acasalamento monogamico.
Sua agressividade é motivada, principalmente, pelo estabelecimento de uma
posicdo social dentro de uma hierarquia de dominancia e também pela defesa do
territério (BAERENDS; BAERENDS-VAN RON, 1992; ENQUIST;
JAKOBSSON, 1986). Por ser considerada uma espécie agressiva, muitas vezes,
é mantida em isolamento social pelos aquariofilistas (GONCALVES-DE-
FREITAS; MARIGUELA, 2006).

O comportamento social do A. ocellatus foi avaliado por Beeching
(1997) e, por meio deste estudo, uma série de manifestacbes agonisticas foi
estabelecida, entre os quais destacam-se: “display lateral”, evidenciado pela
exibicdo lateral do animal a um oponente, sendo referido como atividade
agressiva de baixa intensidade (KOOPS; GRANT, 1993); “tail bit”,
caracterizado por manifestagfes em que o animal morde a cauda do oponente;
“frontal display”, caracterizada por ataque frontal ao oponente e “head bit”,
caracterizada por mordida na cabeca, sendo esta Ultima considerada uma
manifestacdo agressiva de alta intensidade (BEECHING, 1997).

De maneira semelhante, em estudo realizado por Gongalves-de-Freitas e
Mariguela (2006), onde se avaliou 0 comportamento agressivo por meio do teste
do espelho em A. ocellatus, diferentes eventos agonisticos foram definidos, com
padrdo similar ao relatado por Beeching (1997). Assim, quatro diferentes
eventos agressivos foram registrados: “mouth fighting”, comportamento
considerando extremamente agressivo, em que o ataque ao oponente é realizado

com a boca; “butting”, o animal apenas se aproxima do oponente e o toca com a
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boca; “tail beating”, em que o animal manifesta sua agressividade através do
movimento da cauda contra o oponente e “frontal display”, na qual o animal
manifesta a agressividade por meio de exibigcdo frontal direcionada ao oponente
(GONCALVES-DE-FREITAS; MARIGUELA, 2006).

Embora ndo se tenha muita informacdo disponivel na literatura, 0s
resultados dos estudos anteriormente citados permitem identificar alguns fatores
que contribuem para 0 comportamento agonistico nesta espécie. Primeiramente,
0 tamanho dos animais co-especificos envolvidos em um combate diadico
influencia diretamente no nivel de agressividade. Assim, quando os animais
apresentam tamanhos semelhantes em interagdes agonisticas a competicdo se
torna simétrica e, consequentemente, aumenta a agressividade em A. ocellatus
(BEECHING, 1997).

Em segundo lugar, outro importante fator que contribui para a
agressividade em A. ocellatus é o isolamento social. Em estudo realizado por
Gongalves-de-Freitas e Mariguela (2006) foi observado gue o isolamento social
é capaz de aumentar a motivacdo agressiva, evidenciada por aumento na
frequéncia dos ataques de “mouth fighting”(GONCALVES-DE-FREITAS;
MARIGUELA, 2006). Este tipo de atague € considerado de alta intensidade,
uma vez que, tende a durar por mais tempo. Assim, 0 aumento na frequéncia de
“mouth fighting” € um bom indicador de agressividade em A. ocellatus
(BEECHING, 1997; GONCALVES-DE-FREITAS; MARIGUELA, 2006).
Além disso, segundo Gongalves-de-Freitas e Mariguela (2006) a agressividade
nesta espécie é mediada pelo efeito da exposicdo prévia, residéncia prévia ou por

processos que envolvam co-especificos.
2.2.3 Metodologias para avaliacdo do comportamento agressivo em peixes

Em relacdo aos métodos disponiveis para avaliagdo do comportamento

agonistico em peixes, duas abordagens principais tém sido relatadas, sendo
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estas, o teste do espelho e combates diadicos. Em relagdo ao primeiro teste, este
tem sido amplamente empregado para a quantificagcdo da agressividade e baseia-
se na capacidade do espelho em fornecer a imagem de um individuo co-
especifico, mimetizando assim, o comportamento do animal (ARIYOMO,;
WATT, 2013; DESJARDINS; FERNALD, 2010; MORETZ; MARTINS;
ROBISON, 2007). A principal vantagem deste teste é o baixo desafio, evitando
interagbes agressivas entre dois oponentes e, assim sendo, permite maior
controle sobre a resposta (ARCHARD; BRAITHWAITE, 2011). Embora ndo
permita uma interacdo agonistica real, ha estudos que demonstram que o teste do
espelho é capaz de mimetizar fielmente um oponente real (ARIYOMO; WATT,
2013; HIRSCHENHAUSER et al., 2004).

A metodologia do combate diadico, também definido como
emparelhamento de pares, baseia-se na avaliacdo da agressividade de um animal
em relacdo ao seu comportamento frente a um oponente. Diferente do teste do
espelho, na qual se avalia a interacdo com uma imagem, o teste diddico mede a
interacdo do animal diretamente com um co-especifico. Como desvantagem,
pode-se destacar o maior desafio para o animal. Entretanto, é capaz de fornecer
informacdo completa sobre o oponente, considerando interacBes visuais e
quimicas (ARIYOMO; WATT, 2013).

2.3 Esteroides sexuais em peixes

A seguir, sera apresentada breve revisdo sobre os principais esteréides
sexuais, considerando sua biossintese, regulacdo da sintese e os principais

esterdides sexuais e suas funcdes em peixes teledsteos.
2.3.1 Biossintese dos esteroides sexuais em peixes

Os hormobnios esteroides desempenham papel importante no sistema
endocrino de todos os vertebrados, exercendo diversas fungdes no organismo.

Suas agbes incluem participagdo em uma série de processos fisiologicos
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importantes, tais como, regulacdo do balanco hidrico e mineral, modulacdo da
resposta imune e regulacdo de varios aspectos reprodutivos (TOKARZ et al.,
2015). E consideravel a diversidade de hormdnios esteroides, no entanto,
podem-se destacar trés grupos principais: esteroides com 21 atomos de carbono
(esteroides C21), esteroides com 19 atomos de carbono (esteroide C19) e
esteroides com 18 atomos de carbono (esteroides C18) (PANKHURST, 2008).

Os esteroides C21 sdo representados pelos corticosteroides, com fungéo
primaria na regulacdo do metabolismo e osmorregulacgéo, e pelos progestagenos,
que exercem papel primario nas atividades reprodutivas em machos e fémeas
(SCHULZ et al., 2010). Os esteroides C19, coletivamente denominados de
androgenos, sdo comumente considerados como esteroides masculinos,
entretanto, sdo capazes de regular um conjunto de caracteristicas reprodutivas
em ambos os sexos (PANKHURST, 2008). Por sua vez, os esteroides C18, que
constitui o grupo dos estrogenos, embora possa ser sintetizado em ambos 0s
sexos, sdo encontrados em niveis mais elevados em fémeas, com funcdo
primordial na reproducdo (LUBZENS et al., 2010).

De acordo com a funcdo que exercem e o local onde sdo sintetizados, 0s
progestagenos, androgenos e estrogenos sdo considerados como esteroides
sexuais. Em cada uma destas classes, ha uma série de hormonios que
desempenham papel fundamental na regulacdo do crescimento e maturacdo
gonadal, como sera descrito mais adiante. Os esteroides sexuais sdo sintetizados,
principalmente, nas gbnadas, sob controle do eixo hipotalamo-hip6fise-gbnada.
Em peixes, estes hormdnios sdo sintetizados nas células foliculares do ovario e
nas células de Leydig dos testiculos de fémeas e machos, respectivamente
(PANKHURST, 2008).

Em todos os vertebrados, a biossintese dos esteroides sexuais ocorre por
meio de uma sequéncia sucessiva de clivagens enzimaticas utilizando estoques

intracelulares de colesterol, molécula esta que atua como precursor imediato.
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Esta sequéncia de eventos envolve a perda de atomos de carbono e remocéao ou
adicdo de varios grupos ativos (PANKHURST, 2008). Inicialmente, a etapa
chave na sintese dos esteroides envolve a transferéncia do colesterol para a
membrana interna da mitocondria, mediada pela proteina reguladora aguda
esteroidogénica (StAR) (MILLER; BOSE, 2011). Em seguida, uma série de
enzimas, em eventos sequenciais, promove a modificagdo do esqueleto de
carbono, adicionando e modificando grupos funcionais (TOKARZ et al., 2015).

O primeiro esteroide a ser formado na via de clivagem é a pregnolona
(esteroide C21), por meio da clivagem do carbono-6 da cadeia lateral da
molécula de colesterol. Em seguida, a pregnolona pode seguir duas rotas
diferentes, sendo convertida a progesterona ou a 17a-hidroxipregnolona. O
subsequente destino metabdlico da progesterona ou 17a-hidroxipregnolona ira
depender da extensdo do tecido e do tipo de espécie envolvida. Embora haja
diferencas especificas de acordo com as diferentes espécies de peixes, considera-
se um esquema geral para a producdo dos esteroides em peixes (FIGURA 2). Os
principais produtos finais produzidos pela cascata enzimatica durante a
gametogénese e crescimento gonadal sdo: 11-ketotestosterona (11-KT) em
machos, 17Bestradiol (E;) em fémeas e 0 17,20B-trihidroxipregnolona (17,2003P)
em ambos os sexos (NAGAHAMA, 2000).
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Figura 2 - Vias postuladas da esteroidogénese em peixes, considerando os trés
principais grupos de esteroides. Abreviagdes: cyp, citocromo P450;
DHEA, desidroepiandrosteron; hsd, hidroxiesterdide desidrogenase;

OH-, hidroxi.
colesterol
cypiiaf
f 1781 \ ] 3\
pregnmuna Cypiial ITa-OH-pregnDlﬂlli cypifal DHEA cyp17al androstenediona cyp1ibieyptict
haddhi ‘ heasb1 cypitalab had17b3
-
cyptiat - oppiat| | \
progesterona 170-0H-preogesterona testosternoa  11p-OH-androstenediona
cyp21at estrona
i T T
cyp21at hsd20b cypldaiab eypitet
11-deoxicorticoesterona 1] deoxicortisol 17,20 pdihidroxipregnolona 11§-OH. g 1l
hd17b1
oypiil oyplity hsd20b hsd1ib2 hedi7b3
cypifct cypticl
corticoesterenona 17,20p-trihidroxipregnolona estradiol 11-ketotestosterona
\ Esterdides C21 )\ EsterdidesC18 )\ Esterdides C19 y,

Fonte: Adaptacdo de Tokarz et al. (2015).

2.3.2 Regulacédo da biossintese dos esteroides sexuais

Em relagcdo a biossintese e secrecdo dos esteroides sexuais, estes sdo
regulados,  principalmente, pelo eixo hipottdlamo-hipo6fise-gbnada.
Adicionalmente, a acdo dos hormdnios esterdides sofre influéncias dos seus
proprios mecanismos de feedback, além de interagir com outros eixos
endocrinos. Estes mecanismos atuam em conjunto na coordenagdo dos diferentes
eventos associados a reproducdo (LILEY; STACEY, 1983). A respeito deste
eixo, em todos os vertebrados, incluindo os peixes, a reproducédo é controlada
pelas gonadotrofinas hipofisarias (GTHs) em resposta a estimulagdo
hipotalamica pela liberacdo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH).
Tanto em mamiferos como em peixes estdo presentes dois diferentes horménios

gonadotropicos, sendo estes, hormdnio foliculo estimulante (FSH) e o hormonio
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luteinizante (LH), que estimulam importantes fungdes reprodutivas em ambos 0s
machos e fémeas (PANKHURST, 2008).

De uma maneira geral, ambas as gbnadas masculinas e femininas
representam os 6rgdos alvos de atuacdo das GTHSs, que regulam as funcdes
testiculares e ovarianas, respectivamente. Nas gonadas, as GTHs controlam dois
processos distintos que sdo chaves para a reproducdo, sendo estes: producédo de
esteroides sexuais (esteroidogénese) e producdo dos gametas (gametogénese).
Assim, a maior parte das acOes testiculares e ovarianas é mediada pelos
esteroides sexuais sintetizados em resposta as GTHs (MOLES et al., 2007).

Em machos, a sintese dos esteroides sexuais ocorre nas células de
Leydig, sendo diretamente regulada pela agdo de ambos os horménios LH e
FSH, uma vez que, estdo presentes nestas células receptores para ambos 0s
horménios (PLANAS; SWANSON; DICLHOFF, 1993). Nas fémeas, a
producdo folicular dos esteroides sexuais segue o modelo proposto por
Nagahama et al. (1994). De acordo com este modelo, a atividade esteroidogénica
é coordenada por duas camadas foliculares, a teca e a granulosa, sendo
orquestrada pela acdo das GTHs. Na camada da teca, as GTHs estimulam a
produgdo de T e 17a-hidroxiprogesterona (17-OHT), sendo subsequentemente
convertida em E, e 17,20B8-P na camada da granulosa, também em resposta as
GTHs, durante a vitelogénese e maturacdo dos ovocitos, respectivamente
(NAGAHAMA et al., 1994).

2.3.3 Func0es dos principais esteroides sexuais

Os esteroides sexuais, como destacado anteriormente, podem ser
incluidos em trés grandes categorias, andrdgenos, estrogenos e progestagenos,
cada um deles com fungdes especificas. A seguir, serdo apresentadas as
principais fungbes dos principais esteroides sexuais em peixes, que

desempenham importante papel na fisiologia reprodutiva.
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2.3.3.1 Andrégenos

Os hormbnios androgénicos, da classe dos esteroides C19, estdo
presentes e exercem fungdes especificas em ambos 0s sexos, embora comumente
seja definido como hormdnio masculino. Assim, os androgenos devem ser
considerados pela sua capacidade de regular as caracteristicas reprodutivas tanto
em machos quanto em fémeas (PANKHURST, 2008; SCHULZ et al., 2010).
Entre suas fungfes gerais, pode-se destacar a regulagcdo do crescimento gonadal
e desenvolvimento das caracteristicas sexuais em machos e efeito central no
comportamento e fungbes hipotalamicas e hipofisarias em ambos o0s sexos
(PANKHURST, 2008). Além disso, h& evidéncias recentes que demonstram a
influéncia dos andrégenos na ovogénese (KORTNER et al., 2008; KORTNER;
ROCHA; ARUKWE, 2009).

Na maioria dos animais vertebrados, o hormonio dihidroxitestosterona
(DHT) é fisiologicamente o principal andrégeno presente (PANKHURST,
2008). Entretanto, em peixes, o 11-KT é comumente considerado o principal
androgeno circulante (BORG, 1994), sendo muitas vezes o esteroide sexual
fisiologicamente ativo, bem como, o mais potente (PANKHURST, 2008). Nao
obstante a isso, deve-se considerar a presencga de outros androgenos que também
exercem importante papel na fisiologia reprodutiva, tais como, testosterona (T),
androstenediona (A) e, até mesmo, o DHT (MARGIOTA-CASALUCI;
SUMPTER, 2011). De fato, em algumas espécies de peixes, incluindo, por
exemplo, os membros da familia dos poecilidios, o 11-KT ndo representa o
principal horménio ativo, com baixos niveis de produgdo (PANKHURST, 2008;
TOKARZ et al., 2013).

Em machos, independentemente do tipo predominante de andrégeno,
estes sdo sintetizados, principalmente, nas células de Leydig em resposta a acéo
das GTHs. Entretanto, outros tecidos extra-gonadais, como por exemplo, a

interrenal, também é capaz de converter os precursores esteroides em 11-KT e T
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(ARAI; TAJIMA; TAMAOKU, 1969). Em relagdo ao mecanismo de agédo dos
horménios androgénicos, seus efeitos sdo mediados pela ligagdo aos receptores
de androgenos localizados nas células de Sertoli (IKEUCHI et al., 2001).

Considerando as diferentes fungdes dos andrégenos em machos, a
principal delas é sua participagdo na espermatogénese (SCHULZ et al., 2010),
regulando a proliferacdo e diferenciacdo de espermatogébnias e formagdo dos
espermatocitos nas fases iniciais da producdo dos gametas (NAGAHAMA,
1994). Além disso, exercem efeito também na espermiacdo e hidratacdo do
sémen, embora 0s mecanismos sejam pouco compreendidos (PANKHURST,
2008).

Além do efeito primario no controle da espermatogénese, em todos 0s
vertebrados, os andrégenos exercem também significante efeito no
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias em machos. Em peixes,
0 11-KT é o andrégeno fisiologicamente mais importante em estimular as
caracteristicas sexuais e também o comportamento reprodutivo (BORG, 1994;
PANKHURST, 2008).

Em fémeas, o efeito primario dos androgenos é fornecer substrato para a
sintese de esteroides C18, especialmente E,. Assim sendo, a T é convertida em
E, pela acdo da enzima aromatase P450 (PANKHURST, 2008). Entretanto, sdo
também capazes de regular o crescimento e desenvolvimento dos ovécitos
durante a fase pré-vitelogénica (KORTNER et al., 2008). Este fato foi
evidenciado em estudos in vitro em que a exposi¢do dos ovocitos ao 11-KT é
capaz de induzir o crescimento e desenvolvimentos dos mesmos, indicando sua
participacdo neste processo (LOKMAN et al., 2007). Além disso, 0 mesmo foi
observado também em estudos in vivo, em que a exposicdo dos peixes a
diferentes androgenos (11-KT e T) resultou em crescimento e desenvolvimento
precoce de ovdcitos pré-vitelogénicos (KORTNER; ROCHA; ARUKWE,
2009).
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2.3.3.2 Estrogenos

Os esteroides C18, denominados em conjunto de estrégenos, podem ser
sintetizados em ambos 0s sexos (SCHULZ et al., 2010), no entanto, ocorre em
niveis mais elevados em fémeas, associado as fungdes principais que realizam.
Tais fungdes incluem, de uma maneira geral, regulacdo do desenvolvimento e
crescimento ovariano, desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias e
sintese hepatica dos precursores do vitelo e proteinas da membrana ovocitaria
(PANKHURST, 2008).

Em peixes, considerando a maior parte das espécies, o principal
estrogeno envolvido na fisiologia reprodutiva é o E,, sendo este o esteroide
fisiologicamente ativo em fémeas (TOKARZ et al., 2015). Entretanto, em
algumas espécies, a estrona (E;) também pode estar presente (TYLER;
SANTOS; PRAT, 2000). O E; é secretado pelas células foliculares e pelas
células de Leydig em resposta a estimulacdo do FSH sendo, em seguida,
carreado pela circulacdo até os 6rgdos alvos (NAGHAMA; YAMASHITA,
2008). Em relacdo aos mecanismos de acao, os estrogenos se ligam a receptores
nucleares especificos que, em peixes, apresentam trés subtipos principais (o, B1 €
B2). Tais receptores sdo expressos em diferentes locais, como o figado, ovério e
testiculo (PANKHURST, 2008).

Em fémeas, o0s hormonios estrogénicos, juntamente com outros
esteroides sexuais e com as GTHSs, sdo os principais fatores enddcrinos
responsaveis pela regulacdo do crescimento e desenvolvimento dos ovdcitos
(LUBZENS et al., 2010). Sendo assim, durante as fases iniciais de crescimento,
0 E, estimula as primeiras divisbes mitéticas das ovogdnias (MIURA et al.,
2002). Em seguida, durante o crescimento secundario, o E, estimula a sintese de
alvéolos corticais nos ovoécitos (KWOK et al.,, 2005). N&o diferente a
importancia do E, nas fases inicias da ovogénese, participacdo maior deste

horménio é observada durante a fase de vitelogénse. Isto se deve ao fato de que,
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em fémeas, o papel primordial dos estrogenos é estimular a sintese hepética da
vitelogenina (Vtg). A Vtg é uma fosfolipoproteina precursora dos constituintes
do vitelo, responsavel por fornecer suporte nutricional ao desenvolvimento do
embrido (PANKHURST, 2008).

Apos sintese, 0 E, é transportado até o figado onde se liga a receptores
nucleares. Em seguida, o complexo E,-receptor se liga a regido promotora do
gene da Vtg, iniciando assim, sua sintese (OKUMURA et al., 2002).
Posteriormente, a Vtg é transportada até o ovocito por endocitose
(NAGAHAMA et al, 1994; OKUMURA et al.,, 2002). A vitelogénese
corresponde ao maior evento responsavel pelo crescimento dos ovécitos e ocorre
em resposta, principalmente, pelo aumento na secre¢do de FSH (CLELLAND;
PENG, 2009).

Por fim, ndo menos importante, o E, em fémeas também estimula a
sintese hepéatica dos precursores de trés importantes proteinas estruturais
denominadas ZP. Estas proteinas sdo responsaveis pela formacdo da zona
pellcida do ovdcito em desenvolvimento e, subsequentemente, pela formagéo da
membrana do cérion no embrido formado (PANKHURST, 2008). Os genes que
codificam para ZP apresentam-se altamente sensiveis aos estrégenos, indicando
a participacao destes horménios em sua sintese (FUJITA et al., 2004).

Embora seja comumente considerado como horménio feminino, o E;
exerce importante papel fisiologico nos machos. Normalmente, a concentragao
de E, é baixa, sendo observado um aumento transitorio durante o ciclo
reprodutivo (SCHULZ et al., 2010). Entre as principais fungfes exercidas pelo
E, em machos, destacam-se: regulacdo da esteroidogénese e epermatogénese
(LEGAC et al., 2008). Na esteroidogénese, 0 E, atua na regulacdo de enzimas
chaves nas vias metabolicas, tais como, StAR, 3BHSD e aromatase (LEGAC et
al., 2008). Em relacdo a espermatogénese, o principal efeito do E; é estimular a

renovagao das células-tronco espermatogénicas (MIURA et al., 2002).
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2.3.3.3 Progestagenos

Os progestagenos sdo substancias que fazem parte do grupo dos
esteroides C21 com efeito direto na atividade reprodutiva, tanto em fémeas
quanto em machos. Em peixes, 0s progestagenos sdo de grande relevancia,
principalmente por exercerem potencial atividade maturacional. Diferentes
esteroides C21 possuem esta funcdo, sendo denominados como esteroides
maturacionais. Entre os diferentes progestagenos, os hormodnios 17,20BP e
17,20p,21-trihidroxipregnolona (20BS) sdo aqueles que apresentam maior
atividade maturacional (PANKHURST, 2008).

Em fémeas, ambos os hormoénios 17,20BP e 20BS apresentam papel
fundamental na maturacdo final dos ovdcitos, sendo a sua sintese e aumento nos
niveis plasmaticos coincidentes com esta fase. Imediatamente antes da
maturacdo final dos ovdcitos, ocorre uma mudanca dramatica da via
esteroidogénica, caracterizada por diminui¢do na expressdo da aromatase P450 e
aumento na atividade de 20B-HSD nas células da granulosa e da teca (BOBE et
al., 2006; NAKAMURA et al., 2005). Como consequéncia desta alteracdo,
observa-se alteracdo da producdo de E, para 17,10BP e 20BS nos foliculos
ovarianos, com subsequente aumento nos niveis plasmaticos destes horménios
(LUBZENS et al., 2010). Estes eventos sdo coordenados diretamente pelo
aumento agudo nos niveis de LH, sendo seu efeito principalmente na reducgéo da
atividade da enzima P450scc (NAKAMURA et al.,, 2005; NAGAHAMA;
YAMASHITA, 2008).

Os esteroides maturacionais estimulam todos 0s processos necessarios
para que ocorra a maturacdo ovocitaria, especialmente o retorno a meiose dos
ovacitos apos a completa vitelogénese, caracterizada pela migracéo e quebra da
vesicula germinativa (PANKHURST, 2008). Ao final da maturacdo, ocorre a
ovulagdo e liberagdo do ovécito maduro no oviduto ou na cavidade do corpo,

onde aguardam o momento da ovoposi¢do. Este evento também estd sob
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influéncia do horménio 17,20BP, possivelmente associado a sua capacidade de
estimular a liberagdo de prostaglandina F,, (PGF,,), em resposta ao LH
(GOETZ; GARCYNSKI, 1997).

Em machos, os hormbnios maturacionais também exercem fungdes
importantes na reproducdo. Ao final da espermatogénese, assim como observado
em fémeas, ocorre alteracdo na via esteroidogénica, sob estimulo do LH
(TOKARZ et al., 2015). Como resultado, diminui a sintese dos androgenos,
especialmente 11-KT, e aumenta a sintese de 17,20BP e 20B8S (SAKAI et al,,
1989). Assim sendo, ambos 0s hormonios participam dos processos finais de
maturacdo dos espermatdcitos e liberacdo dos espermatozoides para o ducto
espermatico (espermiacdo). Além disso, atuam também na induc¢do da producao
do plasma seminal e ativacdo da motilidade espermatica por meio de
modulac¢des no pH e fluidez do plasma (SCOTT; SUMPTER; STACEY, 2010).

2.3.4 ldentificacdo do sexo por dosagem de esteroides sexuais

A dosagem dos esteroides sexuais j& vem sendo investigada como
método valioso de sexagem em diferentes espécies de peixes, tais como, salméo
(Salmo salar) (POTTINGER et al., 2005), esturjdo (Acipenser persicus)
(VIAYEH et al., 2006), pirarucu (Arapaima gigas) (CHU-KOO et al., 2009),
cherne azul (Polyprion oxygeneios), (KOHN et al., 2013), beluga (Huso huso)
(NAZERI et al., 2014). O principal atrativo para uso desta técnica de sexagem é
o fato de ser minimamente invasiva quando comparado, por exemplo, a outras
técnicas de sexagem, tais como, laparascopia (FALAHATKAR et al., 2011) e
biopsia (FALAHATKAR et al., 2013).

O principio desta técnica de sexagem baseia-se na mensuragdo dos
niveis plasmaticos dos horménios 11-KT, T e E, por meio, principalmente, de
ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) (CHU-KOO et al., 2009) e

radioimunoensaio (KOHN et al., 2013). O uso deste método é possivel haja vista
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as variacOes nos niveis plasmaticos dos esteroides sexuais de acordo com o sexo,
0 gue proporciona oportunidade para a diferenciagdo entre machos e fémeas
(NAZERI et al., 2014; VIAYEH et al., 2006). Em geral, preconiza-se que 0s
andrégenos (11-KT e T) e estrogenos (E;) sejam determinantes do
desenvolvimento gonadal em machos e fémeas, respectivamente (DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002).

De acordo com os resultados disponiveis na literatura, duas variaveis séo
imprescindiveis e determinantes para o uso desta abordagem como método de
sexagem. Primeiramente, deve-se considerar se 0 pardmetro para sexagem se
baseard nos valores dos hormdnios individualmente (11-KT, T ou E;) ou na
relacdo entre o andrdgeno e o estrégeno (11-KT/E, ou T/E;) (CEAPA et al.,
2002; NAZERI et al., 2014). Em segundo lugar, deve-se levar em conta o
estagio de desenvolvimento gonadal dos animais

Em relacdo ao parametro para sexagem, 0s resultados obtidos até o
momento indicam que ambas as técnicas utilizadas, determinacgéo dos esteroides
sexuais individualmente (VIAYEH et al., 2006) ou a relacao entre eles (KOHN
et al., 2013; NAZERI et al., 2014), apresentam-se como métodos viaveis para a
identificacdo do sexo em peixes. Entretanto, tem-se sugerido a utilizacdo da
relacdo entre os esteroides (11-KT/E; ou T/E;) como método mais eficaz
(CEAPA et al., 2002; NAZERI et al., 2014). Isso se deve ao fato de que, embora
os esteroides sexuais apresentem perfil de secrecdo diferente em funcdo do sexo,
niveis de andrégenos e estrégenos podem ser detectaveis tanto em macho como
em fémeas. Assim, torna-se mais preciso o uso da razdo entre eles para a
discriminag&o entre machos e fémeas (CEAPA et al., 2002).

Considerando o estado de desenvolvimento gonadal, os resultados
dependem das particularidades de cada espécie. Isso se deve ao fato de que o
perfil de esteroides sexuais durante o curso da maturagdo sexual varia

consideravelmente entre as diferentes espécies. Por exemplo, ha espécies de
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peixes em que 0s niveis de esteroides sexuais ja sdo detectaveis no inicio da fase
de desenvolvimento, como observado em esturjio branco (Acipenser
transmontanus). Nesta espécie, foi possivel identificar o sexo por dosagem de
esteroides sexuais em animais jovens, sexualmente subdesenvolvidos (FEIST et
al., 2004). Em contrapartida, em outras espécies, como por exemplo, cherne azul
(Polyprion oxygeneios), a identificacdo do sexo por dosagem de esteroides
sexuais s foi possivel em animais maduros e em fase reprodutiva (KOHN et al.,
2013). Em funcdo dessas variacOes, a eficacia da sexagem pode ser diretamente
dependente do estagio de desenvolvimento gonadal que o animal se encontra.

As vantagens do uso dos esteroides sexuais como método de sexagem
concentra-se, principalmente, na grande precisdo e eficacia da técnica, facilidade
na realizacdo das analises e o fato de ser minimamente invasiva como ja exposto
anteriormente. Entretanto, suas limitacdes devem ser sempre consideradas. A
maior limitacdo refere-se ao custo elevado para realizacdo das analises, uma vez
que, a dosagem dos hormonios baseia-se em técnicas de ELISA e RIA, que sdo
relativamente onerosas (POTTINGER et al., 2005).

Embora haja limitacdo, do ponto de vista de ganho produtivo, o alto
valor dos testes pode ser compensado. Como consequéncia de uma identificacdo
adequada do sexo, a reproducdo em cativeiro podera ser itensificada,
aumentando assim, a producdo de alevinos (FEIST et al., 2004). Sendo assim, a
dosagem de esteroides é um abordagem a ser considerada como método de
sexagem em diferentes espécies de peixes, especialemnte naguelas em que a

auséncia de dimorfismo sexual limita a diferenciacdo entre 0s sexos.
2.4 Determinacdo sexual em peixes

A determinagdo do sexo, conceitualmente, é definida como os fatores
gue conduzem a uma gobnada bipotencial a se desenvolver em testiculos ou
ovarios (BARSKE; CAPEL, 2008). Em vertebrados, grande variedade de
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mecanismos estd envolvida na determinacdo do sexo, podendo ser, de uma
maneira geral, mecanismos ambientais, genéticos ou associados aos
cromossomos. Em suma, pelo menos um destes trés eventos deve estar presente
(MANOLAKOU; LAVRANOS; ANGELOPOULOU, 2006).

Considerando os fatores ambientais, estes estdo presentes,
principalmente, em répteis e peixes e incluem o efeito da temperatura, pH e
fatores sociais. Em contrapartida, a determinacdo sexual mediada por fatores
genéticos refere-se a0 mecanismo em que pelo menos um gene especifico é
considerado o regulador central de uma cascata de evento que resulta na
determinacdo do fendtipo sexual (SANDRA; NORMA, 2010). Por fim, pode ser
regulado pela presenca de cromossomos sexuais heteromorficos, na qual um
gene ligado a um dos cromossomos sexuais regula os mecanismos de
determinacdo sexual (MANOLAKOU; LAVRANOS, ANGELOPOULOU;
2006; SCHARTL, 2004).

Os peixes, comparados a todas as classes de vertebrados, possuem a
maior diversidade e plasticidade de mecanismos de determinacdo do sexo. Nao é
dificil compreender a complexidade deste mecanismo em peixes visto a grande
diversidade de espécies de peixes, o que reflete na biologia e ecologia dos
animais. Como consequéncia desta diversidade, torna-se inconsistente explicar
0s mecanismos de determinacdo e diferenciacdo do sexo por uma Unica via
(DEVLIN; NAGAHAMA, 2002). Esta grande diversidade de sistemas de
determinacgdo do sexo em peixes pode ser atribuida aos eventos de duplicagdo
genbmica do ancestral deste grupo de vertebrado. Como consequéncia destas
duplicacdes, observa-se redundancia para o genoma, 0 que pode contribuir para
a evolucdo de novos genes e vias metabodlicas (MANK; PROMISLOW; AVISE,
2006).

Em peixes, embora o0s estudos ainda se limitem a poucos organismos, a

literatura apresenta uma base solida para a compreensdo dos eventos
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relacionados a determinacdo e diferenciacdo sexual. De uma maneira geral, tais
mecanismos podem ser agrupados em duas categorias: determinantes genéticos e
determinantes ambientais (SANDRA; NORMA, 2010). Anteriormente,
acreditava-se que estes mecanismos eram independentes, no entanto, hoje ja se
sabe que ambos os determinantes, genéticos e ambientais, podem coexistir em
uma mesma espécie (BARSKE; CAPEL, 2008).

2.4.1 Determinacdo sexual genética

A determinacdo sexual genética envolve uma série de complexas
interacOes bioquimicas que resultam na determinacdo e diferenciacdo sexual. Em
todos os vertebrados, o sistema genético pode envolver mecanismos de controle
por cromossomos sexuais (sistema monogenético) ou por sistemas poligénicos,
que envolve a presenca de genes autossdmicos (BULL, 1985). Em peixes,
ambos os sistemas estdo presentes. Independente do mecanismo envolvido, em
sistemas genéticos certos componentes podem se tornar dominantes na
determinacdo do sexo, de modo que os fatores ambientais exercem pouca
influéncia. Neste sistema, determinados genes direcionardo a diferenciacdo para
testiculo, enquanto outros, para o desenvolvimento dos ovarios (DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002).

O sistema monogenético de determinacdo do sexo inclui 0s
cromossomos sexuais XY e ZW e suas variantes, como por exemplo, sistema
XO e ZO (SANDRA; NORMA, 2010). Em peixes, 0 nimero de espécies que
apresentam cromossomos sexuais heteromérfico é extremamente baixo, sendo
observado em uma frequéncia de, aproximadamente, 10% (ARKHIPCHUK,
1995). Embora possam estar presentes em algumas espécies, este é apenas mais
um mecanismo de determinagao do sexo em peixes e, muitas vezes, os trabalhos

disponiveis na literatura ndo demonstram evidéncias claras de sua participacéo
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na determinagdo do sexo (MANOLAKOU; LAVRANOS; ANGELOPOULOQOU,
2006; SANDRA; NORMA, 2010).

Diante do exposto acima, as novas perspectivas tém direcionado 0s
estudos para compreender os sistemas alternativos de determinacdo do sexo,
uma vez que, presume-se pouca participacdo dos cromossomos sexuais na
determinacdo sexual em peixes. De fato, em peixes os fatores determinantes do
sexo localizados nos cromossomos sexuais ndo sdo fortes o suficiente quando
comparados aos fatores sexuais nos cromossomos autossomicos (DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002; KOMEN; YAMASHITA; NAGAHAMA, 1992).

Em sistemas monogenéticos, o sexo € determinado por um gene
localizado em um dos cromossomos sexuais e 0 estado genético de qualquer
outro cromossomo no genoma tem pouco efeito sobre o resultado de
determinacdo do sexo (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002). Em peixes, 0
envolvimento dos cromossomos sexuais na determinacdo sexual é classicamente
observado em duas espécies: medaka (Oryzias latipes) e peixe-rei (Odontesthes
hatcheri). Em medaka, os machos sdo heterogaméticos (XY), sendo que no
cromossomo Y esta presente o gene Dmy (Dmrt), estando este,
comprovadamente, envolvido na determinacdo do sexo, resultando no
desenvolvimento dos testiculos (MATSUDA et al, 2007). De maneira
semelhante, em peixe-rei, onde os machos também sdo heterogaméticos, o gene
Amy, presente no cromossomo Y, regula a diferenciagdo sexual. Na sua
auséncia, ocorre a expressao dos genes FoxI2 e citocromo P450 19Ala
(Cyp19al), ambos responsaveis pela determinacdo e diferenciacdo do ovéario
(HATTORI et al., 2012).

Outras espécies de peixes também apresentam Cromossomos sexuais,
embora ndo se saiba exatamente sua participacdo na determinacéo sexual. Como
exemplo, pode-se citar as espécies onde os machos sdo heterogaméticos, tais
como, truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (THORGAARD, 1997) e tilapia do
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Nilo (Oreochromis niloticus) (BAROILLER; GUIGUEN; FOSTIER, 1999), e
também espécies em que as fémeas sdo heterogaméticas, tais como, tilapia aurea
(Oreochromis aureus) (MAIR et al., 1991), Xiphophorus e Gambusia (VOLFF;
SCHARTL, 2001). Além destes, em salmdo (Salmo salar), tem-se sugerido a
presenca de um locus determinante do sexo no cromossomo 2, sendo este
referido, possivelmente, como cromossomo sexual (ARTIERI et al., 2006). Esta
plasticidade dos cromossomos sexuais indica que, em muitas espécies de peixes,
0s genes determinantes do sexo localizados nos cromossomos sexuais sejam
diferentes, embora possam operar por vias de controle comuns (DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002).

Em sistemas poligenéticos, o locus determinante do sexo pode estar
localizado em diferentes cromossomos, podendo segregar-se aleatoriamente e
fornecer fortes influéncias sobre a determinacdo do sexo. Nestes casos, 0 sexo é
determinado pela acdo genética acumulativa de todos os fatores envolvidos na
sua determinacdo (BULL, 1985). Este sistema tem sido proposto por evoluir a
partir de sistemas com evidéncias claras de cromossomos sexuais (OTA et al.,
2000), o que sugere gue o0 numero e o tipo de locus envolvidos na determinacdo
do sexo em peixes possam ser extremamente plasticos (DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002).

Além dos cromossomos sexuais, diversos estudos tém relatado a
participacdo de varios genes autossomicos na determinacgdo sexual em diversos
vertebrados, sendo o mesmo valido para peixes. Geralmente, os mecanismos
moleculares e funcionais associados a este tipo de sistema de determinacdo do
sexo sdo altamente conservados entre as espécies e, devido a isso, possibilitam a
identificagdo de genes candidatos (GRAVES; PEICHEL, 2010; JIRI et al.,
2008; SANDRA; NORMA, 2010). Como exemplo, pode-se destacar a
participacdo dos genes Sox9, Sox3, Foxl2, Dmrtl, Amh, Wt1, Wnt4, Fgf9, Cyp19,
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entre outros (SANDRA; NORMA, 2010), como sera discutido com mais
detalhes adiante.

As espécies de peixes que apresentam influéncia autossémica na
determinacdo do sexo, muitas vezes, nNao possuem Cromossomos sexuais
citologicamente distintos, uma vez que, ndo rettm dominéncia significante
durante a determinacdo do sexo (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002). Por outro
lado, em algumas espécies com sistemas de determinacdo sexual genética, com
cromossomos XY ou ZW, pode-se observar forte influéncia dos fatores
localizados em cromossomos autossémicos, como observado, por exemplo, em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (SCOTT et al., 1989) e carpa comum
(Cyprinus carpio) (KOMEN; YAMASHITA; NAGAHAMA,; 1992). Em
zebrafish (Danio rerio), a determinacdo do sexo é considerada um evento
poligenético, associado, especialmente, a dois genes, Vasa e FtzF1, entretanto,
ndo estd diretamente relacionado aos cromossomos sexuais (VON HOFSTEN;
OLSSON, 2005). De maneira semelhante, em robalo (Dicentrarchus labrax), foi
proposta uma hipdtese poligenética para a determinacdo do sexo
(VANDEPUTTE et al., 2007).

2.4.2 Determinacao sexual ambiental

A influéncia de fatores ambientais na determinacdo do sexo €
particularmente importante em peixes. Em diferentes espécies, a determinacgéo
do sexo pode ocorrer tardiamente até a maturacdo sexual, o que permite que
fatores externos influenciem o sexo. Assim, o individuo pode adotar o sexo que
Ihe confere maior sucesso reprodutivo, de acordo com o contexto ambiental no
qual esta inserido (MANK; AVISE, 2009). Entre os principais determinantes
ambientes que podem influenciar a propor¢do do sexo destacam-se: temperatura,
pH, densidade populacional e interagdes sociais (NAKAMURA et al., 1998).
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Entre os fatores supracitados, a temperatura representa, sem menor
objecdo, o principal fator ambiental determinante do sexo em peixes. Sendo
assim, como na maior parte das vezes, a determinacdo ambiental esta associada a
temperatura; este processo é comumente descrito como determinagdo sexual
termodependente (MANOLAKOU; LAVRANOS; ANGELOPOULOU, 2006).
O efeito da temperatura é visto especialmente nos primeiros estagios de
desenvolvimento, sendo seu efeito capaz de alterar as vias bioquimicas da
determinacdo sexual (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002; SANDRA; NORMA,
2010) e, consequentemente, o desenvolvimento masculino ou feminino
(DEVLIN; NAGAHAMA, 2002).

Como exemplo de espécies termossensiveis, pode-se citar diferentes
espécies do género Apistograma (OSPINA-ALVAREZ; PIFERRER, 2008);
robalo (Dicentrarchus labrax) (PAVLIDIS et al., 2000), Menidia menidia
(CONOVER; KYNARD, 1981), peixe-rei (Odonthestes bonariensis)
(STRUSSMAM et al., 1996), tilapia de Mogambique (Oreochromis
mossambicus) (WANG; TSAI, 2000), tilapia do Nilo (Oreocrhomis niloticus)
(BAROILER; GUIGUEN; FOSTIER, 1999), entre outras. Nestas espécies, de
uma maneira geral, observa-se um aumento na proporcdo de machos quando a
temperatura aumenta, em contrapartida, 0 aumento da proporcdo de fémeas
ocorre em baixas temperaturas (BAROILLER; GUIGUEN; FOSTIER, 1999).

Embora ndo se conhega exatamente os mecanismos pelos quais a
temperatura influencia a proporcdo entre os sexos, possiveis efeitos tém sido
associados a sua influéncia sobre a atividade da aromatase e esteroides sexuais
(CREWS, 1996). Por exemplo, em tilapia do Nilo (Oreocrhomis niloticus) foi
observado que em temperaturas elevadas os niveis de RNAm para aromatase e
0s niveis de estradiol sdo reduzidos, o que resulta em masculinizagdo
(D’COTTA et al., 2001; KITANO et al., 1999).
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Além da temperatura, outros fatores ambientais devem ser levados em
consideragéo. Por exemplo, embora exerga menor influéncia, o pH influenciou a
proporcdo sexual em diferentes espécies dos géneros Apistograma,
Pelvichacromis e Poecilidae (BARON et al., 2004). Em geral, em condicdes de
pH elevado, a propor¢do de machos é reduzida (ROEMER; BEISENHERZ,
1996). Nao menos importante, os fatores sociais tém também sido relatados
como determinantes do sexo, entretanto, os mecanismos especificos que
controlam tal influéncia sdo ainda obscuros (GODWIN, 2009). Os principais
fatores sociais incluem: densidade populacional, tamanho relativo, proporcao
entre os sexos e estimulagéo por ferormonios (SANDRA; NORMA, 2010).

Independente do sistema de determinacdo sexual em peixes, este € um
evento que ocorre, principalmente, durante o desenvolvimento precoce,
definindo assim, o curso do desenvolvimento gonadal e manutengéo subsequente
do estado de diferenciacdo. Este mecanismo € controlado através da estabilidade
de padrbes de expressdo génica e mecanismos de feedback que asseguram um
perfil consistente de sinais celulares e hormonais que irdo culminar com a
diferenciacdo sexual (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002).

2.4.3 Diferenciacdo sexual em peixes

Embora conceitualmente diferentes, muitas vezes, a distingdo entre os
termos determinacdo e diferenciacdo sexual é dificil. Segundo proposto por
Devlin e Nagahama (2002), a determinacdo sexual refere-se aos processos e
variaveis genéticas e ambientais que influenciam a diferenciagdo sexual, sendo
responsavel pelo estabelecimento do sexo genotipico. Em contrapartida, a
diferenciacdo sexual faz referéncia aos mecanismos fisicos destes eventos em
termos de desenvolvimento testicular ou ovariano (sexo gonadal ou fenotipico).
Tais eventos de diferenciacdo s6 ocorrem apds o sexo genotipico ter sido
estabelecido (SANDRA; NORMA, 2010).



46

Em peixes, a diferenciacdo sexual, assim como observado para 0s
mecanismos de determinacdo do sexo, é extremamente varidvel entre as
diferentes espécies de peixes, sendo extremamente plastico. Assim, 0s eventos
moleculares e celulares envolvidos neste processo podem variar
consideravelmente dependendo da espécie, com particularidades especificas em
cada uma delas (SANDRA; NORMA, 2010). Entretanto, basicamente, dois
padrBes de diferenciagdo sdo observados, envolvendo as espécies gonocoricas e
espécies hermafroditas (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002).

A maioria das espécies de peixes é gonocérica, ou seja, os individuos se
desenvolvem em machos ou fémeas e permanecem assim por toda a sua vida
(YAMAMOTO, 1969). No entanto, a via inicial de desenvolvimento gonadal
nestas espécies pode ser de dois tipos: diferenciacdo direta, quando a partir de
uma gbnada indiferenciada forma-se o ovario ou testiculo; e diferenciacdo
indireta, em que, inicialmente, em todos os individuos ocorre primeiro a
formacdo do ovario e, posteriormente, em metade dos individuos, os ovarios se
diferenciam em testiculos (YAMAMOTO, 1969). Em contrapartida, as espécies
hermafroditas, ocorrendo de forma natural em peixes, sdo aquelas em que ambos
os tecidos gonadais, testiculo e ovario, estdo presentes em um mesmo individuo
(SHAPIRO, 1990).

Independente do padrdo de diferenciacdo sexual, ap6s a selecdo de um
determinado perfil de desenvolvimento gonadal, este se torna um processo
estavel ao longo do desenvolvimento subsequente (DEVLIN; NAGAHAMA,
2002). Inicialmente, assim como observado em outros vertebrados, a gbnada
indiferenciada, composta essencialmente por células germinativas primordiais
(PGC) e células somaticas, durante a ontogénese se diferencia em ovario ou
testiculo (SANDRA; NORMA, 2010). Durante a diferenciacéo sexual, ambas as

células germinativas e somaticas sdo importantes paras 0s eventos que
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coordenam este processo, atuando por meio de interacbes entre elas
(NAKAMURA et al., 1998).

A diferenciacdo ovariana, em determinadas espécies de peixes, tais
como, tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e tilapia de Mocambique
(Oreochromis mossambicus), inicia-se pelo aparecimento de um espago estreito
no tecido estromal, o que representa a formacdo da cavidade ovariana
(NAKAMURA; NAGAHAMA, 1989). Por outro lado, em outras espécies,
como por exemplo, em medaka (Oryzias latipes) e truta arco-iris
(Onchorhynchus mykiss), a diferenciagao inicia-se a partir da meiose das células
germinativas durante a ovogénese, subsequentemente ao aumento das células
germinativas primordiais (LEBRUN; BILLARD; JALABERT, 1982). No
decorrer da diferenciacdo ovariana, as células germinativas se diferenciam para
formar os foliculos ovarianos, que sdo compostos pelo ovdcito e pela camada de
células da granulosa, cercadas por uma camada de células da teca (GRIER,
2000).

Em relacdo a diferenciacdo testicular, os testiculos permanecem
indiferenciados por mais tempo que o0s ovarios, sendo sua diferenciacdo
somatica posterior ao aparecimento das células germinativas (PATINO;
TAKASHIMA, 2005). Nas génadas destinadas a se diferenciarem em testiculos,
as células germinativas permanecem quiescente por um longo periodo, diferente
ao observado para as fémeas (NAKAMURA et al., 1998). Os critérios que
marcam o inicio da diferenciacdo testicular variam entre as diferentes espécies
de peixes. Por exemplo, em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e tilapia de
Mocambique (Oreochromis mossambicus), a diferenciagdo testicular inicia-se a
partir do aparecimento de espagos no estroma gonadal, as quais,
subsequentemente, dardo origem ao ducto deferente. Nestas espécies, a
espermatogénese s6 se inicia em torno de 50-70 dias ap6s a eclosdo
(NAKAMURA; NAGAHAMA, 1989). Em guppy (Poecilia reticulata), a
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formacdo dos ductos esperméticos e tecido intersticial marcam o inicio da
diferenciacdo, caracterizada por agregacgao de células estromais (TAKAHASHI,
1974).

Os esteroides sexuais sdo considerados os principais mediadores da
diferenciagdo sexual em vertebrados ndo mamiferos, incluindo os peixes,
embora ndo atuem de forma primaria neste processo. Assim, na maioria das
espécies, 0 E;, é o principal hormdnio associado a diferenciacdo sexual, uma vez
que, na sua presenca ocorre a formacdo dos ovarios nas fémeas. Em
contrapartida, os andrdgenos sdo uma consequéncia da diferenciacdo dos
testiculos, embora, em algumas espécies, a sintese de T e 11-KT possam ocorrer
antes ou durante o processo critico de diferenciacdo sexual (MIURA et al.,
2002). Como consequéncia de uma série de eventos bioquimicos e moleculares,
a diferenciacdo sexual das fémeas, geralmente, precede a dos machos (DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002) e envolve a expressdo de uma série de enzimas
esteroidogénicas (P450scc, 3p-HSD, P450c17 e P450arom) (NAKAMURA et
al., 1998). Tais enzimas nao sdo detectaveis no testiculo durante a diferenciacdo
sexual, sendo os andrégenos enddgenos envolvidos nesta diferenciacdo
(NAKAMURA et al., 1998).

2.4.4 Bases moleculares da determinacéo e diferenciacdo sexual em peixes

Em peixes, independente se o sexo é determinado ou ndo por
mecanismos genéticos, 0s genes expressos nas gonadas associados a estes
eventos sdo relativamente conservados entre o0s vertebrados e sdo criticos para a
formagdo dos ovarios ou testiculos. Assim, varias familias de genes tém sido
relatadas por participar dos processos de determinacdo e diferenciacdo sexual e,
como mencionado anteriormente, segue vias conservadas entre os demais
vertebrados (SANDRA; NORMA, 2010). Na presente revisdo, serdo

considerados trés importantes genes, sendo estes, FoxI2, Soxl e Wtl
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2.4.4.1 FoxlI2

O gene FoxlI2 foi identificado pela primeira vez em 1998 em humanos,
como sendo um novo membro da familia dos fatores de transcricdo forkhead
(familia FOX), que se caracteriza pela presenca do dominio conservado
forkhead box de ligagcdo ao DNA (CRISPONI et al., 2001). A sequéncia de
aminoacidos deste dominio é altamente conservada ente as diferentes espécies
de vertebrados sugerindo a funcdo conservada desta regido durante a evolucéo
(COCQUET et al., 2002). Outra importante caracteristica deste fator de
transcricdo é a presenca de uma sequéncia de poliamina de 14 residuos,
extremamente conservado em mamiferos eutérios (COCQUET et al., 2002).

Em mamiferos, Foxl2 é um fator de transcricdo essencial na
determinacdo e diferenciacdo do sexo ovariano, além de desempenhar papel
importante no desenvolvimento e manutencgéo do foliculo ovariano (CABURET
et al., 2012). FoxI2 é tipicamente expresso no ovario, sendo primeiramente
detectavel no momento da determinacdo sexual e, posteriormente, mantido ao
longo da vida fetal e também na vida adulta. Sua expressdo é restrita ao
compartimento somatico do ovario, especificamente nas células da granulosa
(COCQUET et al., 2002).

Em peixes, tém sido identificados dois genes paralagos de Foxl2, sendo
estes denominados Foxl2a e FoxI2b (JIANG et al., 2011). Como exemplo de
espécies em que foram caracterizados ambos 0s genes pode-se destacar,
Dicentrachus labrax (CRESPO et al., 2013) e Oncorhynchus mykiss (BARON et
al., 2004). Ambos os genes sdo conhecidos por codificar fatores de transcrigdo
funcionais que podem reconhecer sitios de ligacdo de DNA semelhantes
(CRESPO et al., 2013). Entretanto, as fun¢bes de Foxl2a sdo mais conhecidas
por participar, diretamente ou indiretamente, da funcdo ovariana. Por outro lado,
FoxI2b tem sido sugerido por participar da regulagdo de genes especificos do
desenvolvimento testicular (BARON et al., 2004).
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Em peixes, semelhante ao que ocorre em mamiferos, padrdo de
expressdo sexualmente dimorfico também estd presente, sendo FoxI2
preferencialmente expressos no ovario. Tal padrdo de expressédo foi evidenciado
em diferentes espécies, incluindo, robalo (Dicentrarchus labrax) (CRESPO et
al., 2013), bagre andador (Clarias batrachus) (BHATDAR et al., 2016), rare
minnow (Gobiocypris rarus) (JIANG et al., 2011), linguado (Paralichthys
olivaceus) (Sl et al., 2016), tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (WANG et
al., 2004), medaka (Oryzias latipes) (NAKAMOTO et al., 2006) e peixe-carvdo
(Anoplopoma fimbria) (SMITH; GUZMAN; LUCKENBACH, 2013). Quanto ao
local de expressdo, Foxl2 tem sido originalmente expresso em células da
granulosa ao longo do desenvolvimento ovariano (NAKAMOTO et al., 2006).
Portanto, como em outros grupos de vertebrados, Foxl2 desempenha importante
papel na diferenciacdo ovariana (LI1U et al., 2015).

Entre as fungbes desempenhadas pelo Foxl2 na diferenciacdo e
determinacdo sexual em peixes, a mais conhecida delas é a regulacdo da
expressdo de Cypl9al, que codifica a aromatoase P450, sendo observado em
diferentes espécies, tais como robalo (Dicentrarchus labrax) (CRESPO et al.,
2013), tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (WANG et al., 2004), linguado
Paralichthys olivaceus (SI et al., 2016) e scatophagus verde (Scatophagus
argus) (LIU et al, 2015). Como exemplo desta regulacdo, em robalo
(Dicentrarchus labrax), a transfeccdo de transgénicos FoxI2 em células
foliculares resultou em aumento significativo na expressdao de Cypl9al e,
simultaneamente, na expressdo da proteina StAR (CRESPO et al., 2013). A
proteina StAR e a aromatase P450 estdo envolvidas no transporte de colesterol
para a membrana interna da mitocondria e na conversdo de andrégenos em
estrdgenos, respectivamente.

Assim, segundo Crespo et al. (2013), FoxI2 atua na esteroidogénese

através de dois mecanismos reguladores principais. Primeiramente, FoxI2
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mantém nivel elevado de estradiol durante a vitelogénese, por meio da
transativacdo de Cypl9al. Em segundo lugar, permite a manutencdo de altos
niveis de colesterol necessaria para a esteroidogénese, por meio da regulacao
positiva da proteina StAR. De maneira semelhante, em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), a regulacdo da aromatase pode ocorrer diretamente pela
ligagdo em Cypl9al, ou indiretamente pela interagdo com Sf-1, aumentando a
sua transcricdo e, consequentemente, a producdo de estrégeno na gbdnada
feminina (WANG et al., 2004). Complementando estes resultados, a expressao
elevada de FoxI2 nos tecidos que envolvem o eixo hipotalamo-hipéfise-génada,
também indica a participacdo deste fator de transcricdo na biossintese dos
esteroides sexuais (ELLSWORTH et al., 2003). A sintese endogena de
hormbnios sexuais pelas gbnadas € critica para a diferenciacdo e
desenvolvimento gonadal em peixes, indicando, mais uma vez, a importancia
deste fator de transcricdo na regulacdo dos eventos associados a determinacgdo e
diferenciacdo sexual (LIU; ZHANG; WANG, 2010).

Além de atuar diretamente na diferenciacdo ovariana, Foxl2 também
atua reprimindo a diferenciacdo testicular, principalmente, pela inibicdo do gene
So0x9, que desempenha papel importante na determinacdo do sexo masculino
(CABURET et al., 2012). Adicionalmente, outras importantes fungbes do fator
de transcricdo Foxl2 no ovario incluem: regulacdo dos mecanismos de apoptose,
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio, controle da proliferacéo celular,
preservacdo da identidade das células da granulosa e de sua diferenciacdo em
células de Sertoli. Assim, todas estas fungdes indicam o papel central de FoxI2
no desenvolvimento e manutencdo do ovario, até mesmo em adultos
(CABURET et al., 2012).
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2.4.4.2 Sox9

O gene Sox9 faz parte do grupo E da familia de genes SOX
caracterizado pela presenca do dominio de ligagdo ao DNA HMG-box
(SINCLAIR et al., 1990). Este gene codifica um importante fator de transcrigdo
Sox9, sendo considerado um dos principais fatores relacionados a diferenciacédo
gonadal em vertebrados (KENT et al., 1996). Em mamiferos, Sox9 é expresso na
gbnada, sendo critico no processo de diferenciagdo testicular (VIDAL et al.,
2001). Em vertebrados ndo mamiferos, como aves, répteis e peixes, também tem
sido relatada a participagdo de Sox9 na diferenciacdo gonadal, no entanto, os
padrdes de expressao diferem entre as diferentes espécies, sugerindo plasticidade
funcional em vertebrados (SANDRA; NORMA, 2010).

Quanto a caracterizagdo do gene Sox9 em peixes, 0s resultados
disponiveis na literatura indicam que, para diferentes espécies, tém sido
identificados diferentes tipos de genes Sox9, sendo estes denominados de
maneiras diferentes. Por exemplo, em zebrafish (Danio rerio), bagre andador
(Clarias batrachus), bagre africano (Clarias gariepinus), dois diferentes genes
Sox9 foram identificados, sendo estes denominados Sox9a (predominantemente
expresso no testiculo) e Sox9b (predominantemente expresso no ovario), ambos
ort6logos ao gene Sox9 de tetrapodes (BHAT et al., 2016a; BHAT et al., 2016b;
RAGHUVEER; SENTHILKUMARAN, 2011; RODRIGUEZ-MARI et al.,
2005). Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), também foram identificados
dois genes, sendo estes, Sox9al (predominantemente expresso no testiculo) e
Sox9a2 (VIZZIANO et al., 2007).

Em contrapartida, em medaka (Oryzias latipes), inicialmente, havia sido
identificado apenas um gene Sox9, sendo este expresso apenas no Ovario,
indicando que Sox9 estava presente como uma copia Unica no genoma (YOKOI
et al.,, 2002). Posteriormente, identificou-se um tipo de Sox9 predominante

expresso no testiculo de animais adultos, sendo este denominado Sox9a2
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(NAKAMOTO et al., 2005), com padrédo de expressdo semelhante ao observado
em zebrafish (Danio rerio) (CHIANG et al., 2001). E ainda, em outras espécies,
tais como, tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (IR1JI et al., 2008) e garoupa
alaranjada (Epinephelus coioides) (LUO et al., 2010), apenas um gene Sox9 tem
sido identificado. Assim, de acordo com o exposto, independente de
denominagfes, pode-se convencionar-se que, pelo menos um dos genes Sox9,
esteja envolvido nas fungdes testiculares em peixes.

Em peixes, a participacdo do fator de transcricdo Sox9 nos processos de
determinacdo e diferenciacdo sexual ndo é tdo clara como observado em
mamiferos. Isto se deve ao fato de que, dependendo da espécie, o perfil de
expressdo génica pode variar consideravelmente e, consequentemente, pode
afetar a fungdo exercida por ele. Por exemplo, em medaka (Oryzias latipes), a
presenca de Sox9a2 em células germinativas primordiais de ambos 0s sexos,
sendo sua expressao detectada durante todo o processo de diferenciacao sexual,
indica que, para esta espécie, Sox9a2 ndo exerca papel fundamental no processo
de determinacdo e diferenciacdo sexual (NAKAMOTO et al.,, 2005). De
encontro a este resultado, em peixe-carvdo Anoplopoma fimbria e tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), durante a diferenciacdo gonadal, perfil de expressdo
semelhante para Sox9 foi observado no ovario e testiculos, indicando que, para
estas espécies, Sox9 também nao seja critico para a diferenciacdo gonadal (IR1JI
et al., 2008; LUO et al., 2010).

Em contrapartida, em zebrafish (Danio rerio), a expressdo predominante
de Sox9a e Sox9b no testiculo e ovario, respectivamente, ao longo da
diferenciacdo gonadal, indica que, para esta espécie, Sox9a e Sox9b sejam
fundamentais para a diferenciacdo testicular e ovariana, respectivamente
(RODRIGUEZ-MARI et al., 2005). Seguindo este mesmo padrdo de expressao,
em bagre andador (Clarias batrachus) e bagre africano (Clarias gariepnus)

Sox9 também exerce importante papel na diferenciacdo e desenvolvimento
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ovariano (BHAT et al., 2016a; RAGHUVEER; SENTHILKUMARA, 2010). De
maneira semelhante, em garoupa alaranjada (Epinephulus coioides), Sox9 foi
relatado por estar envolvido, possivelmente, em diferentes vias de sinalizagéo
subjacentes a determinacdo e diferenciacdo sexual (LUO et al., 2010).
Considerando a fungdo exercida pelo Sox9 na diferenciacdo testicular
em peixes, tem sido preconizada sua regulacdo positiva sobre o gene Amh
(RODRIGUEZ-MARI et al., 2005), o que estd de acordo ao observado em
mamiferos. Amh é expresso em células de Sertoli em testiculos fetais, sendo sua
funcdo principal regular a regressdo dos ductos de Muller, que é responsavel
pela diferenciacdo das tubas uterinas e Utero em fémeas. Sendo assim, Sox9
estaria envolvido na diferenciagdo sexual por intermédio da ativagdo do gene
Amh. Além da participagdo na determinacéo e diferenciacdo sexual em algumas
espécies de peixes (BHAT et al., 2016a; LUO et al., 2010; RODRIGUEZ-MARI
et al., 2005), Sox9 também exerce outras importantes funcBes testiculares, que
incluem: desenvolvimento de estruturas tubulares no testiculo, ap6s a
diferenciacdo gonadal (NAKAMOTO et al., 2005), proliferacdo de células
germinativas primordiais em testiculo e ovario (IR1JI et al., 2008), diferenciacdo

e manutencdo de células de Sertoli (LUO et al., 2010).
2.4.4.3 Wtl

O gene supressor do tumor de Wilm’s (Wtl) codifica um importante
fator de transcricdo que exerce fungdes essenciais no desenvolvimento
urogenital, principalmente dos testiculos e rins. Em seres humanos, por exemplo,
mutacGes em Wtl resultam em anomalias no desenvolvimento dos rins e das
gbnadas, indicando sua importancia fundamental no desenvolvimento
coordenado de ambos os 6rgdos (KLUVER et al., 2009).

Em peixes, dois diferentes genes Wtl tém sido identificados, sendo estes

denominados, Wtla e Wtlb, o que foi observado para diferentes espécies, tais
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como carpa comum (Cyprinus carpio) (CHEN et al., 2015), medaka (Oryzias
latipes) (KLUVER et al., 2009) e zebrafish (Danio rerio) (BOLLIG et al.,
2006). Assim como observado em mamiferos, existem evidéncias na literatura
de que Wtl também seja importante para a diferenciacdo gonadal em peixes. Por
exemplo, em medaka (Oryzias latipes), Wtl foi expresso em células somaticas
dos primordios gonadais, participando diretamente do processo de
desenvolvimento gonadal (KLUVER et al., 2009). Outra evidéncia é o padréo de
expressdo diferencial, em funcdo do sexo, para este gene em determinadas
espécies. Por exemplo, em bagre andador (Clarias batachas), maior expressdo
de Wtl foi detectado no testiculo em desenvolvimento, quando comparado ao
ovario (MURUGANANTHKUMAR; SENTHILKUMARAN, 2016). De
maneira semelhante, em carpa comum (Cyprinus carpio), maior expressao de
Wtl também foi detectada no testiculo, sendo possivelmente associada a
diferenciacdo testicular (CHEN et al., 2015).

Em relacdo as fungbes de Wtl em peixes, pode-se destacar a sua
participacdo na regulacdo transcricional de genes envolvidos na diferenciacdo
gonadal. Por exemplo, em bagre andador (Clarias batachas), o silenciamento
transitorio de Wtl, tanto em estudos in vitro como in vivo, resultou na
diminuicdo da expressdo Sfl e Gata 4 (MURUGANANTHKUMAR;
SENTHILKUMARAN, 2016) sendo ambos os genes conhecidos por sua
participacdo na determinacgdo e diferenciacdo testicular (CHEN et al., 2015).
Além disso, Wtl é também um importante regulador da esteroidogénese (CHEN
et al., 2014), sendo evidenciado, por exemplo, pela reducdo de diferentes
enzimas esteroidogénicas 1 (MURUGANANTHKUMAR,;
SENTHILKUMARAN, 2016), incluindo a regulacdo do gene Cypl9al, que
codifica a aromatase P450.

Além da regulacdo transcricional, Wtl participa também de outras

importantes fungdes em peixes teledteos. Por exemplo, a presenca de Wil
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durante o desenvolvimento gonadal precoce é necessaria para a manutencdo das
células germinativas primordiais (KLUVER et al., 2009). Em contrapartida, em
animais adultos, a expressdo de Wtl tem sido detectada em espermatogénias e
espermatdcitos,  indicando  sua  participagdo na  espermatogénese
(MURUGANANTHKUMAR; SENTHILKUMARAN, 2016). Além disso, a
expressdo de Wtl em células de Sertoli de animais adultos indica sua
participacdo na manutencdo da génada apds a diferenciacdo e desenvolvimento
terem sido finalizados (KLUVER et al., 2009).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo do sexo em A. ocellatus é de grande relevancia para a
reproducdo em cativeiro, uma vez que, pode contribuir para o estabelecimento
do plantel de reprodutores considerando a propor¢do adequada entre 0s sexos.
Entretanto, embora seja importatnte, a diferenciacdo entre machos e fémeas é
limitada, haja vista a auséncia de dimorfismo sexual na espécie. Assim sendo, o
desenvolimento de estudos que possibilite a definicdo de metodologias para
sexagem em A. ocellatus faz-se necessaria.

Considerando a probleméatica abordada acima, aliada a importancia da
espécie no comércio nacional e a pouca informacdo sobre A. ocellatus, o
presente estudo atua de modo a coloborar com o desenvolvimento de diferentes
métodos de sexagem na espécie em questdo. Além disso, fornece uma base
cientifica do ponto de vista comportamental, hormonal e molecular no que diz
respeito ao A. ocellatus. Com isso, os resultados deste estudo fornecerdo novas
perspectivas relacionadas a identificacdo do sexo em peixes, sendo Uteis para

novas pesquisas.
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Resumo

A identificacdo do sexo em peixes é imprescindivel para a reproducdo em
cativeiro, particularmente em espécies que nao apresentam dimorfismo
sexual e cromossomos sexuais heteromorficos, na qual inclui o
Astronotus ocellatus. Sendo assim, objetivou-se com este estudo
identificar o sexo nessa espécie por meio de dois métodos diferentes de
sexagem, por avaliacdo do comportamento agressivo e perfil de esterdides
sexuais. O comportamento agressivo foi avaliado pelo teste do espelho,
quantificando-se a laténcia, os ataques especificos e totais. A dosagem da
testosterona (T) e 17B-estradiol (E;) foi determinada por meio do teste de
ELISA. A analise histoldgica das gbnadas foi realizada como padréo ouro
de sexagem, a fim de validar as analises e determinar o estagio de

maturacdo sexual. As analises estatisticas foram realizadas por meio do
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software SPSS 20.00, sendo o Kappa de Cohen utilizado para avaliar a
concordancia entre os métodos de sexagem. Os testes t de Student ou
Mann-Whitney foram aplicados para avaliar as possiveis diferengas no
comportamento e perfil hormonal. N&o foi possivel identificar o sexo por
meio da avaliacdo do comportamento agressivo (p = 0,613 e indice de
concordancia de 0,069). Por outro lado, a determinacdo da relacdo T/E;
possibilitou identificar o sexo com eficécia de 80,56% (p=0,001 e indice
de concordancia de 0,571). Foram observadas diferengas significativas
(p<0,05) nos niveis de T e E; entre machos e fémeas. Pode-se concluir
que, nas condicGes em que o experimento foi realizado, a identificacdo do
sexo em A. ocellatus por dosagem de esteroides sexuais foi validada.
Assim, esse método pode ser utilizado para prever, antecipadamente, o

sexo em A. ocellatus.

Palavras-chaves: Agressividade. Androgenos. Estrogenos. Sexagem.

Oscar.

1. Introducéo

Astronotus ocellatus, popularmente conhecido com oscar, apaiari
Ou acara-acu, € uma espécie nativa da América do Sul, sendo encontrada,
originalmente, na bacia do rio Amazonas, incluindo Peru, Colémbia e
Brasil (Pavanelli, 2000). Com crescente interesse econémico, é uma
espécie de grande representatividade para o comércio, principalmente
para a aquariofilia devido as suas caracteristicas morfoldgicas marcantes.

Além disso, é um peixe bastante apreciado para consumo na regido Norte
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e Nordeste do Brasil por apresentar carne saborosa, firme e sem espinhas
intramusculares (Gurgel e Freitas, 1973).

Caracteristica reprodutiva marcante de A. ocellatus é o fato da
espécie apresentar acasalamento monogamico, formando casais que
permanecem unidos por toda a vida (Enquist e Jakobsson, 1986). Em
funcdo disso, para se obter sucesso na criacdo em cativeiro, é necessario
manter uma relacdo adequada entre machos e fémeas nos tanques de
cultivo, a fim de reduzir o estresse e permitir a formacdo dos casais
(Pinto-Paiva e Nepomuceno, 1989).  Entretanto, a auséncia de
dimorfismo sexual e de cromossomos sexuais heteromorficos dificultam a
realizacdo da sexagem para a selecdo de reprodutores (Fontenele, 1982;
Brunelli et al., 2010).

Geralmente, a selecdo de reprodutores € realizada apenas durante a
fase reprodutiva por meio de um conjunto de caracteristicas externas
subjetivas. Tais caracteristicas incluem, em fémeas, abdémen abaulado e
hiperemia da papila urogenital, e em macho, liberacdo de pequena
quantidade de sémen por massagem abdominal (Crepaldi et al., 2006).
Em A. ocellatus pode ser observado também uma alteracdo na coloracéo
do corpo, que tende a se acentuar especialmente na base do opérculo e
aparecimento de faixas verticais vermelhas no corpo (Fontenelle, 1982).
Esse tipo de sexagem, além de ser subjetiva e variar extremamente entre
os individuos, permite apenas uma identificacdo tardia do sexo, o que
representa um entrave para a reproducéo artificial.

Diante do exposto acima, a definicdo de métodos ndo tradicionais
de sexagem € de extrema importancia. Como conseqiiéncia da sexagem

adequada, é possivel reduzir os gastos para a manutencdo de individuos e
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aumentar a producéo final de alevinos, o que representa ganho econémico
consideravel. Além disso, a identificacdo do sexo representa uma questdo
imprescindivel para estudos de comportamento, ecologia e genética (Chu-
Koo et al., 2009).

Diferentes métodos tém sido propostos para sexagem em peixes,
incluindo a avaliacdo do comportamento agressivo (Gomes et al., 2009) e
dosagem de esterdides sexuais (Kohn et al., 2013). Em relacdo ao
primeiro método, este tem se mostrado eficaz para a diferenciacdo entre
0s sexos em peixes (Gomes et al., 2009) e baseia-se no fato de que em
diferentes espécies a agressividade ¢é fortemente influenciada pelo sexo
(Archard e Braithwaite, 2011; Arnott e Elwood, 2009). A dosagem de
esterdides sexuais como a testosterona (T), 11-ketotestosterona (11-KT) e
17p-estradiol (E;) também é uma abordagem utilizada com sucesso em
uma ampla variedade de espécies de peixes (Chu-Koo et al., 2009; Viayeh
et al, 2006). Os niveis plasmaticos desses horménios variam
consideravelmente em funcdo do sexo, sendo os androgenos (T e 11-KT)
e estrogenos (E,) especialmente relacionados ao desenvolvimento
testicular e ovariano, respectivamente (Devlin e Nagahama, 2002;
Kortner et al., 2008).

Em A. ocellatus, a identificacdo do sexo baseia-se no formato da
abertura urogenital, sendo circular em machos e em forma de fenda
transversal em fémeas. Entretanto, em animais pequenos esta
diferenciacdo ¢ dificil de ser realizada, aléem de ser um método pouco
confiavel e subjetivo (Pinto-Paiva e Nepomuceno, 1989). Sendo assim,
objetivou-se com este trabalho identificar 0 sexo nesta espécie por meio

de dois métodos diferentes de sexagem: avaliacdo do comportamento



82

agressivo e dosagem de esteroides sexuais. Especificamente, objetivou-se:
(1) estabelecer pontos de corte que permitam a identificacdo do sexo para
a frequéncia de ataques agressivos totais e para a relagdo entre os niveis
de T e E; (T/Ey); (2) estabelecer as diferencas para o comportamento
agressivo (laténcia, ataques especificos e totais) entre as duas classes de
sexo e (3) estabelecer as diferencas para a concentracdo de esterdides

sexualis entre as duas classes de sexo.
2. Material e métodos
2.1. Local, animais e periodo pre-experimental

O experimento foi realizado no Laboratorio Multiusuario —
Biotério de Animais, da Universidade Federal de Lavras. Juvenis de A.
ocellatus, com aproximadamente dois meses de idade, peso medio de
7,28+1,2 g e comprimento total médio de 8,34+0,89 cm, foram doados
pela piscicultura Santa Ménica, sediada na cidade de Muriaé, Minas
Gerais. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com a aprovacdo do Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA) da UFLA e registrado conforme protocolo 052/2013.

O periodo pré-experimental teve duracdo de, aproximadamente,
cinco meses. Durante este periodo, os animais foram mantidos em caixa
d’agua de polietileno de 500 L com sistema de recirculagdo de &gua,
aeracdo constante por compressor de ar e pedra porosa e temperatura
controlada por termostato. Esse tempo foi estipulado para que os animais
atingissem a idade de sete meses, necessaria para a realizacdo do

experimento. A escolha da idade baseou-se na observacdo prévia em
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laboratério do aumento na agressividade nessa faixa etéria, caracterizada
por visualizagdo de lutas entre os animais, perda de escamas e lesdes no
Ccorpo.

Os animais foram alimentados com racdo comercial extrusada,
com teor de 32% de proteina bruta (Fri-Aqua Juvenil®). O alimento foi
ofertado duas vezes ao dia, as 8 h e 16 h, ad libitum. As caixas d’agua
foram sifonadas duas vezes ao dia, as 9 h e 17 h, sendo retirada, em
média, 50 % do volume total. A temperatura da agua (27%0,5 °C) foi
verificada por meio de termémetro de mercdrio com escala de 1°C duas
vezes ao dia, as 9 h e 17 h. Foram quantificados, semanalmente, pela
manha, o pH (6,9£0,56) e teor de amdnia (0,28+0,1 mg/l) através de Kits
comerciais colorimétricos (Alcon, Labcon test for pH Tropical e Toxic
Ammonia, Bazil). O fotoperiodo foi mantido em 12 h de luz e 12 h de

escuro.

2.2. Periodo experimental e teste do espelho

O periodo experimental correspondeu ao periodo de isolamento
social (fisico e visual) dos animais, necessario para a avaliacdo do
comportamento agressivo (Arnott e Elwood, 2009; Gomez-Laplaza e
Morgan, 2000), com duracdo de 15 dias (Gongalves-de-Freitas e
Mariguela, 2006). Para o isolamento fisico, os animais foram mantidos
em aquarios individuais e, para impedir o contato visual entre eles, as
laterais dos aquarios foram revestidas com papel contate azul.

Um total de 48 A. ocellatus adultos, com peso médio de
51,58+11,12 g e comprimento total médio de 13,58+0,96 cm, foi
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selecionado aleatoriamente, e distribuidos, individualmente, em aquarios
de vidro de 40 L com sistema de recirculacdo de agua, aeracao constante
por compressor de ar e pedra porosa e temperatura controlada por
termostato. A alimentacdo e manejo mantiveram-se 0S MeESMOS aos
realizados durante o periodo pré-experimental. A temperatura, o pH e teor
de ambnia da é&gua, foram, respectivamente, de, 27+0,5 °C, 7,2+0,4 e
0,13+0,08 mg/ml. O fotoperiodo foi mantido em 12 h de luz e 12 h de
escuro.

Ao final de 15 dias, a agressividade foi avaliada por meio do teste
do espelho. Assim, os animais foram mantidos em jejum por 24 h,
capturados com auxilio de puca e transferidos para aquarios testes com
capacidade volumétrica de 40 L, revestidos com papel contate azul. Apos
30 min de aclimatizacdo, o espelho foi posicionado dentro do aquério
teste e 0 comportamento de cada animal gravado em video durante 15
min, conforme descrito adiante no intem 2.5. Estes procedimentos foram

realizados pela manhd, entre 8-11 h.
2.3. Coleta de sangue e coleta das gdnadas

Imediatamente apos o teste do espelho, os animais foram retirados
dos aquaérios testes e anestesiados em benzocaina (150 mg/l de 4gua) para
coleta de sangue. A amostra sanguinea foi obtida promovendo-se a
contencao e posicionamento lateral do animal para puncdo. Foi coletado,
aproximadamente, 0,3 mL de sangue da veia caudal com seringa de 1 mL
e agulhas calibre 13 x 4,5 (26 G'42”) com o anticoagulante (EDTA). Para

obtencdo do plasma sanguineo, as amostras foram transferidas para tubos
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e centrifugadas a 4000 rpm por 15 minutos. O plasma foi entdo
armazenado a -80 °C até a realizagdo das analises de dosagem hormonal.
Na sequéncia, os animais foram eutanasiados por aprofundamento
da anestesia em solucdo de benzocaina (250 mg/L) para coleta das
gbnadas. Com auxilio de tesoura, cada peixe foi incisado ventralmente, da
papila urogenital até a base da nadadeira peitoral, sendo as visceras
retiradas cuidadosamente, conservando-se as génadas. As gonadas foram
retiradas, pesadas e fixadas em solucdo de Bouin por 24 horas sendo

posteriormente transferidas para alcool etilico 70%.
2.4. Analise histologica das gbnadas

As amostras de go6nadas foram processadas por técnicas
histoldgicas rotineiras e as laminas coradas por hematoxilina-eosina. As
laminas foram analisadas sob microscopia Optica de campo claro com
objetiva de 40X e o sexo identificado de acordo com as caracteristicas
histoldégicas do ovario e testiculos. Este método de sexagem foi
considerado padrdo ouro para validacdo dos métodos de sexagem
Propostos.

O estagio de desenvolvimento gonadal e a maturidade sexual dos
animais foram determinados com base nas caracteristicas morfolégicas do
ovario e testiculo (Wallace e Selman, 1981;Godinho et al., 2005). Os
peixes, incluindo machos e fémeas, foram categorizados em trés grupos
diferentes: (1) estagio I, em repouso; (2) estagio I, em maturacdo inicial e
(3) estagio Ill, em maturacdo final. A Tabela 1 apresenta as principais

caracteristicas em cada estagio de desenvolvimento gonadal.
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Tabela 1 Caracteristicas histolégicas dos estagios de desenvolvimento
gonadal em machos e fémeas de A. ocellatus

Caracteristicas
Estagio Macho Fémea
Presenca somente de
ovocitos cromatino-
nucléolo e ovocitos
perinucleares.

Caracterizado pela

| — Repouso presenca apenas de
espermatogonias

Cistos espermaticos Presenca de ovocitos
repletos de espermatocitos cromatino-nucléolo,
Il - Maturacdo primarios, secundariose  perinucleares e ovocitos
Inicial espermatides e pequena  preé-vitelogénicos com
quantidade de granulos corticais e
espermtozdides no lumen. vesiculas de vitelo.

Presenca de todos os tipos
celulares e
espermatozdides em
grande quantidade na
parte central do limen

Presenca de ovocitos
cromatino-nucléolo,
perinucleares e pré-
vitelogénicos.
Adicionalmente, grande

11 - Maturacéao
final

seminifero _ gré
(Espermatogénese quantidade de ovdcitos
CorTFlJpIeta) | vitelogénicos

2.5. Avaliacdo do comportamento agressivo

A motivacdo agressiva dos peixes foi avaliada a partir da analise
dos videos gravados durante o teste do espelho. Assim, determinou-se a
laténcia para inicio do comportamento agonistico e a freqtiéncia, em 15
min, dos ataques especificos e totais direcionados ao espelho. Segundo a
metodologia proposta por Gongalves-de-Freitas e Mariguela, (2006), os

seguintes parametros foram quantificados: (1) laténcia, tempo em que o
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animal demora para exibir o primeiro ataque ao espelho, (2) “mouth
fighting”, o peixe toca e empurra o espelho com a boca, nadando para
cima e para baixo, ondulando o seu corpo; (3) “butting”: o peixe se
aproxima do espelho e toca-o rapidamente com a boca; (4) “tail beating”,
0 peixe posiciona-se em paralelo ao espelho e ondula seu corpo, batendo a
cauda contra o vidro. Esse comportamento pode ocorrer com a boca na
posi¢do horizontal ou direcionada para o espelho; (5) “frontal display”, o
peixe fica de frente para o espelho a poucos centimetros e nada para cima

e para baixo (6) total de ataques, soma de todos 0s eventos agressivos.
2.6. Dosagem dos esterdides sexuais

Para avaliar o nivel de esterdides sexuais (T e E) foram utilizadas
amostras sanguineas de 36 animais, uma vez que, ndo foi possivel obter
sangue de todos os peixes. A dosagem plasmatica desses horménios foi
realizada por meio de kits comerciais de ELISA (Enzo Life Science).
Estes kits sdo imunoensaios de competicdo que utilizam anticorpo
monoclonal e policlonal para T e E,, respectivamente. Os protocolos de
ensaio foram realizados de acordo com os procedimentos recomendados
pelo fabricante. As amostras plasmaticas foram diluidas no tampéo de
ensaio, fornecido pelo kit, na propor¢do de 1:16 e 1:12 para T e Ej,
respectivamente. A absorbancia foi lida em leitora de placa de ELISA a
405 nm e o0s resultados analisados em software online
(http://elisaanalysis.com) para analise de dados de ELISA, utilizando

curva logistica de cinco parametros.
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2.6. Analises estatisticas

Todas as  analises foram  realizadas  por  meio
do software estatistico SPSS 2.0. Para avaliar o grau de concordancia
entre duas variaveis qualitativas com categorias homologas X e Y, ou
seja, a concordancia entre 0 método de sexagem proposto (avaliacdo do
comportamento agressivo e dosagem dos esterdides sexuais) e a sexagem
padrdo ouro (analise histoldgica das génadas), foi utilizado o Kappa de
Cohen, e seu intervalo de confianca a 95%. Assim, em caso de
concordancia, foi estabelecido pontos de corte em funcdo da media dos
dados. Para avaliar possiveis diferencas na quantidade de hormonios
sexuais e comportamento agressivo entre machos e fémeas foram
aplicados testes t de Student ou Mann-Whitney, este quando ndo foi
observada distribuicdo normal dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk.
Considerou-se um nivel minimo de significancia de 95% em todas as

andlises estatisticas.
3. Resultados
3.1. Analises histologicas das gbnadas

Baseado nas observacdes histoldgicas das gbnadas, de um total de
48 animais avaliados, 33 deles eram fémeas e 15 machos.
Histologicamente, o ovario foi caracterizado pela presenca de ovécitos
em diferentes fases de desenvolvimento dentro das lamelas ovigeras. A
proporcdo de cada tipo de ovécito variou em funcdo do estagio de

desenvolvimento gonadal (Fig. 1A). O testiculo, por sua vez, foi
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caracterizado por sua estrutura tubular, coberta por uma camada de tecido
conjuntivo-muscular. Os tubulos seminiferos (cistos espermaticos) eram
dispostos radialmente, com presenca de células espermaticas em
diferentes estagios de desenvolvimento (Fig. 1B).

Em relagéo ao desenvolvimento gonadal, considerando as fémeas,
70% (22 animais) estavam em estagio |11 de desenvolvimento, ou seja, em
maturacdo avangada, caracterizada pela presenca de grande quantidade de
ovacitos vitelogénicos. Dentre os demais, 30% (10 animais) estavam em
estdgio Il, em maturacdo inicial, com a presenca de ovocitos pre-
vitelogénicos em maior abundancia. Apenas 3% (1 animal) estava em
estagio | em repouso, com presenca predominante de ovocitos cromatino-
nucléolo e perinucleares. Em contrapartida, 80% dos machos (12
animais), encontravam-se em estagio IlI, em maturacdo inicial, com
pequena quantidade de espermatozdides no ldmen do testiculo. O
restante, 20% (3 animais) encontravam-se em estagio | em repouso com

presenca abundante de espermatogonias.

3.2. Eficacia da sexagem por avaliacdo do comportamento agressivo e

perfil agressivo em fungdo do sexo

Para o Kappa de Kohen, o valor de p=0,613 e indice=0,069
indicam a ndo concordancia entre as variaveis avaliadas, ou seja, entre a
sexagem proposta (comportamento agressivo por avaliacdo dos ataques
totais) e a sexagem padrao ouro (analise histologica das gbnadas). Assim,
ndo foi possivel identificar o sexo dos animais a partir de um ponto de

corte em funcdo da média.
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A avaliacdo do comportamento agressivo por meio do teste do
espelho revelou que ndo houveram diferencas significativas (p>0,05)
entre 0 sexo para laténcia (87,26+93.83 s para as fémeas e 131,8+167,70 s
para 0s machos), ataques especificos e ataques totais. Independente do
sexo0, a maior freqiiéncia observada foi para o ataque “butting”, seguido
de “tail beating”, “frontal display”, e, por ultimo, “mouthing fighting”
(Fig. 2).

3.4. Eficacia da sexagem por dosagem de esterodides sexuais (T/E;) e

perfil hormonal em fungéo do sexo

A razdo T/E, foi utilizada para identificar o sexo. Os machos
apresentaram, significativamente (p=0,001), maior razdo T/E, (0,70) do
que as fémeas (0,24). Em relacdo ao Kappa de Kohen, o valor de p=0,001
e o indice de concordancia de 0,571 (57,10%) indicam a existéncia de boa
concordancia entre a sexagem proposta (razdo T/E,) e a sexagem padrdo
ouro (analise histoldgica das gonadas). Considerou-se a média (0,45) dos
valores de T/E, como ponto de corte para diferenciar os machos das
fémeas. Assim, animais com valores superiores a 0,45 foram identificados
como machos, enquanto que, valores inferiores ao ponto de corte foram
atribuidos as fémeas (Fig. 3).

A eficacia média da sexagem por esse método foi de 80,56%,
sendo identificados erroneamente 12% das fémeas e 20% dos machos.
Todos os trés machos identificados erroneamente encontravam-se em
estagio | de repouso, com niveis elevados de E, (6,61, 4,70, e 4, 57

ng/ml), o que resultou em valores de T/E, menores que 0,45. Em
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contrapartida, do total de quatro fémeas identificadas erroneamente, duas
delas em estagio Il de desenvolvimento gonadal, apresentaram niveis
elevados de T (2,54 e 3,82 ng/ml), superior ao valor mediano encontrado
para as fémeas (1,23 ng/ml). Além disso, embora em estéagio |11, as outras
duas fémeas identificadas como machos apresentaram niveis baixos de E;
(1,03 e 1,09 ng/ml). Assim, para esses animais, a relacdo entre T/E; foi
maior que 0,45 (Fig. 3).

Os niveis de T plasmatico para machos variaram na ordem de 0,82
a 2,92 ng/ml. Para as fémeas, os valores para T permaneceram entre 0,62
e 3,82 ng/ml. Embora o maior valor absoluto individual tenha sido
observado nas fémeas (3,82 pg/ml), os machos apresentaram valores
medianos de T significativamente (p=0,032) maiores (1,88 ng/ml) quando
comparado as fémeas (1,23 ng/ml) (Fig. 4). Em machos, 0s niveis
plasmaticos de E; tiveram variacdo na ordem de 1,42 e 4,70 ng/ml. Ja para
as fémeas, esses valores permaneceram entre 1,04 e 72,45 ng/ml. Em
geral, as fémeas obtiveram valores medianos de E; significativamente
(p=0,002) maiores (6,40 ng/ml) quando comparados aos machos (2,63
ng/ml) (Fig.4).

4. Discussao

4.1. Andlises histologicas das gbnadas

A andlise histologica revelou que a gdnada de A. ocellatus
apresenta caracteristicas morfoldgicas comuns aos peixes (Wallace e
Selman 1981; Schulz et al., 2010). Além disso, considerando o grupo de

animais avaliados e as condi¢cdes experimentais aqui estabelecidas, pode-



92

se sugerir que a maturidade sexual ocorreu precocemente nas fémeas,
uma vez que, ha predominio de fémeas em estagio Il e machos em
estagio Il. Este resultado opde-se ao preconizando anteriormente para a
espécie, onde maior precocidade sexual foi observada em machos, em
torno de 7-10 meses, comparado aos 10-12 meses em fémeas (Flores,
1986). Por outro lado, Fontenele (1982) destaca que, na natureza, a
primeira maturacdo ocorre igualmente em ambos os sexos, entre 10-12
meses. Além do fator idade, o tamanho dos animais exerce forte
influéncia sobre a idade a primeira maturidade sexual. Segundo Robins
(2007), A. ocellatus atinge a maturidade sexual com tamanho aproximado
de 12 cm, o que vai de encontro ao tamnaho dos exemplares urilizados no
presente estudo, com tamanho médio de 13,58+0,96 cm.

Assim, condicdes diferentes de cultivo sdo capazes de influenciar
diretamente na idade a primeira maturidade. A criacdo do A. ocelatus em
cativeiro no presente estudo contribuiu para a antecipacdo do
desenvolvimento gonadal, onde fémeas com sete meses de idade ja se
encontravam em estagio de maturacdo final. Tal fato se deve,
principalmente, as condicGes favoraveis de cultivo, tais como, controle da

temperatura e fotoperiodo e fornecimento adequado de alimento.

4.2. Eficacia da sexagem por avaliagdo do comportamento agressivo e

perfil agressivo em fungdo do sexo

O teste do espelho tem sido muitas vezes utilizado para avaliar a
agressividade em peixes e mimetizar o comportamento do animal frente

ao espelho, fornecendo a imagem de um individuo co-especifico. A sua
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principal vantagem é a reducdo do desafio, quando comparado ao
emparelhamento de dois animais, além de permitir maior controle na
mensuracdo da agressdo (Archard e Braithwaite, 2011). No presente
estudo, o0 uso de tal teste permitiu avaliar a agressividade de maneira
eficiente, entretanto, ndo foi possivel diferenciar o sexo em A. ocellatus
por meio da avaliagdo do comportamento agressivo.

A ineficécia da sexagem por este método pode estar associado ao
fato de que, dependendo da espécie, a manifestacdo das diferencas
sexuais no comportamento pode ser muitas vezes observada apenas
durante o evento reprodutivo, o que dificulta a sexagem por avaliacdo da
agressividade em animais mais jovens. Reprodutores de A. ocellatus,
assim como em outras espécies de ciclideos, podem se tornar mais
agressivos em funcdo do padrdo comportamental de cuidado parental
(Beeching, 1997).

Outros métodos subjetivos de sexagem em peixes, por exemplo,
analise da conformacdo da papila urogenital e da coloracdo do corpo,
também mostraram-se ineficazes para outras espécies. Estes parametros
de andlises estdo relacionados, especialmente, a mudancas fenotipicas
durante a fase reprodutiva e comportamento de corte, 0 que pode
justificar o seu insucesso (Falahatkar e Poursaeid, 2013). Além disso, a
semelhanca no perfil de comportamento agressivo entre machos e fémeas,
independente do tipo de ataque, também pode ter impossibilitado a
definicdo de pontos de corte na qual permitisse a diferenciacdo entre 0s
sexos. E importante ressaltar que, embora ndo tenha apresentado

diferencas significativas, biologicamente, observa-se uma tendéncia das
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fémeas serem mais agressivas, 0 que foi evidenciada por uma maior
frequéncia dos ataques totais (Fig 2).

Em oposicdo ao que ocorreu em A. ocellatus, outras especies de
peixes apresentam a agressividade marcadamente influenciada pelas
diferencas sexuais. Em acard do Congo (Amatilania nigrofasciata),
foram observadas diferencas evidentes na tatica de ataque entre machos e
fémeas envolvidos em encontros agonisticos intrasexual (Arnott e
Elwood, 2009). Em Brachyrrhaphis episcopi, as fémeas sdo mais
agressivas em populagdes de baixa predacéo, e a principal motivacédo para
tal € 0 acesso ao recurso alimentar. Em contrapartida, os machos dispdem
de maior agressividade na presenca de alta predacdo, motivado pela
disputa hierarquica pela fémea (Archard e Braithwaite, 2011).

Outras  espécies que também  apresentam  diferencas
comportamentais em funcdo do sexo incluem o peixe betta (Betta
splendes) (Karino e Someya, 1991) e a truta marrom (Salmo trutta), onde
0s machos sdo mais agressivos (Johnsson et al., 2001; Johnsson e
Akerman, 1998), e a tilapia (Sarotherodon melanotheron) em que as
fémeas sdo mais agressivas devido, principalmente, ao cuidado parental.

Em contrapartida, em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) os
resultados foram semelhantes ao encontrado no presente estudo, sendo
observada similaridade na agressividade entre os sexos (Pinho-Neto et al.,
2014). Possivel explicacdo pode estar relacionada a motivacdo a
agressividade. Em animais jovens, a principal motivacdo agressiva ocorre
em funcdo da disputa por recursos alimentares e territorio (Ridley et al.,

1995). Sendo assim, as condi¢bes adequadas de alimentacdo e o
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isolamento social, contribuiram, em parte, para os resultados encontrados
em A. ocellatus.

Em relacdo a frequéncia dos ataques especificos em A. ocellatus,
independente do sexo, a maior frequéncia observada foi para o “butting”
(12 para machos e 14 para fémeas) e “tail beating” (7 para machos e 8
para fémeas). Esses tipos de ataque sdo considerados extremamente
agressivos e estd de acordo com o relatado previamente por Gongalves-
de-Freitas e Mariguela (2006) para essa mesma espécie. Segundo esses
autores, a alta agressividade em A. ocellatus pode ser mediada pelo efeito
de exposicdo previa, residéncia prévia ou por processos envolvendo
reconhecimento de co-especificos.

As diferencas interespecificas na agressividade em peixes sao
controladas por diversos outros fatores, ndo podendo ser atribuida
exclusivamente ao sexo. Dentre as principais variaveis pode-se destacar o
status social de dominancia ou subordinacdo (O’Connell et al., 2013), 0
tamanho dos animais (Arnott e Elwood, 2009), a maturidade sexual
(Johnsson et al., 2001) e diferencas genéticas inerentes a cada individuo
(Johnsson e Akerman, 1998). Assim, os resultados encontrados nesse
estudo sugerem que, em A. ocellatus, a agressividade € controlada por
outros fatores, como por exemplo, o status social e a maturacdo sexual,

sendo necessarias mais investigacdes a fim de elucidar essas hipoteses.



96

4.4. Eficacia da sexagem por dosagem de esterdides sexuais (T/E;) e

perfil hormonal em fungéo do sexo

Em A. ocellatus, a dosagem plasmatica de esterdides sexuais,
através da relacdo entre T e E, mostrou-se eficaz (80,57%) para a
identificacdo do sexo, 0 que esta de acordo com estudos anteriores. Os
niveis plasmaticos de 11-KT e E, foram preditores confiaveis para a
diferenciagdo entre 0s sexos em esturjdo (Acipenser persicus), sendo
100% eficaz em animais sexualmente desenvolvidos (Viayeh et al.,
2006). Semelhantemente, Chu-Koo et al., (2009) foram capazes de
identificar o sexo em pirarurucu (Arapaima gigas) com eficacia de 100%.

Em estudo proposto por Kohn et al., (2013), esta mesma
metodologia mostrou-se 100% precisa para a identificacdo do sexo em
cherne azul (Polyprion oxygeneios) sexualmente desenvolvidos. Em
contrapartida, em Acipenser persicus (Viayeh et al., 2006) e Polyprion
oxgeneios (Kohn et al., 2013) sexualmente subdesenvolvidos esse método
foi ineficaz. Esses resultados refletem a limitacdo em utilizar esta técnica
em animais imaturos.

A eficdcia desse método de sexagem depende de uma serie de
variaveis, sejam elas associadas a fatores bioldgicos, ambientais ou
metodologicos. Assim, dentre os fatores biologicos pode-se citar as
variacOes interespecificas e intrasespecificas, relacionados ao padrdo de
secrecdo dos esterdides sexuais. Como fatores ambientais, pode-se
destacar as condicBes de alimentacdo, estresse, presenca de patdgenos,
entre outros (Falahatkar et al., 2013). Metodologicamente, o tipo de

androgeno avaliado (T ou 11KT), o contexto e a técnica utilizada para
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quantificacdo dos hormonios, sdo fontes de variagdes importantes
(Potinger et al., 2005).

No presente estudo, a identificacdo erronea dos trés machos pode
ser atribuida ao estagio de desenvolvimento gonadal, uma vez que, estes
se encontravam em estagio | em repouso com niveis elevados de E.
Durante a fase de repouso, niveis maiores de E, podem estar relacionados
a sua funcdo na proliferacdo das espermatogbnias (Kortner et al., 2008).
Portanto, a sexagem através da relacdo T/E, mostrou-se ineficaz para
estes animais, principalmente, pela imaturidade sexual. Por outro lado,
para as quatro fémeas identificadas erroneamente, os niveis elevados de T
em duas delas e o baixo nivel de E, nas outras duas, ndo pode ser
diretamente atribuida & maturidade sexual. Assim, é necessario mais
investigacdes a fim de elucidar tais achados.

Diante do exposto acima, a fim de melhorar a eficacia desta
sexagem, uma alternativa seria estabelecer outros pontos de corte que
melhor representassem os animais. Além disso, a associacéo de diferentes
métodos de sexagem, como por exemplo, avaliacdo ultrassonografica
(Kohn et al., 2013), dosagem da vitelogenina (Chu-Koo et al., 2009;
Kohn et al., 2013) e uso de marcadores moleculares (Bruneli et al., 2010;
Silva et al., 2012) é uma alternativa viavel a fim de aumentar o sucesso na
identificacdo do sexo.

A dosagem de esteroides sexuais em A. ocellatus permitiu
identificar um padrdo hormonal influenciado pelo sexo. Assim, machos
apresentaram niveis plasmaticos maiores de T em comparacao as fémeas
gue, em contraponto, obtiveram valores superiores de E,. Esses achados

corroboram o fato ja preconizado de que 0s horménios envolvidos com a
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reproducéo sdo regulados por fatores inerentes ao sexo. Em geral, pode-se
considerar que, os andrégenos (T e 11-KT) e estrogenos (E,) sao
responsaveis por controlar a maturidade sexual em machos e fémeas,
respectivamente (Kortner et al., 2008).

Em fémeas de A. ocellatus, houve predominio consideravel do E;
(6,40 ng/mL) em relacdo a T (1,23 ng/ml). Esses resultados estdo de
acordo com os demais encontrados na literatura, na qual indicam a
presenca de niveis plasmaticos elevados de E, e baixos niveis de T em
fémeas. Por exemplo, em esturjdo (Acipenser persicus), sexualmente
maduras, 0s niveis de E, e T foram de 7 ng/mL e 0,13 ng/mL,
respectivamente (Viayeh et al., 2006). J& para cherne azul (Polyprion
oxygeneios) o pico de E; em animais adultos foi de 5,66 ng/mL, enquanto
que, o maior valor observado para T foi de 0,87 ng/mL (Kohn et al.,
2013).

Estes resultados podem ser atribuidos ao estagio de
desenvolvimento gonadal. O nivel elevado de E, observado em A.
ocellatus, e nas demais espécies, esta intimamente relacionado a presenca
de ovacitos pré-vitelogénicos e vitelogénicos no ovario, tipico de animais
em maturacdo inicial e avancada. Sabe-se que, dentre as diferentes
funcbes do E,, a principal delas é estimular a sintese hepatica da
vitelogenina ( King e Pankhurst, 2003; Lubzens et al., 2010). Sendo
assim, a necessidade em acumular granulos de vitelo durante as fases de
maturacdo resultou em niveis elevados de E, durante a fase de
vitelogénese.

Em contrapartida, embora em menor nivel, a presenca de T

plasmatica em fémeas pode estar associada a sua funcao principal como



99

precursora para sintese de E,. Sendo assim, ambos 0s horménios estariam
envolvidos, de forma concomitante, com o processo de maturagdo dos
ovacitos (Suresh et al., 2008). Além disso, possivel agdo dos andrégenos
em fémeas seria auxiliar no crescimento inicial dos ovécitos (Kazeto et
al., 2011).

Em machos, o nivel plasmético de T foi, em media,
significativamente maior do que nas fémeas. No entanto, esse nivel foi
relativamente baixo (1,88 ng/mL) o que pode ser atribuido ao estagio de
desenvolvimento gonadal. Feist et al. (2004) observaram que a medida
que a maturidade sexual avanca os niveis de andrdgenos também
aumentam (acima de 2 ng/mL). De maneira semelhante, em pirarucu
(Arapaima gigas) niveis elevados de T (2,63 ng/ml) s6 foram observados
em animais adultos sexualmente maduros (Chu-Koo et al., 2009). A
principal funcdo dos androgenos em machos é estimular a fase final da
espermatogénese e espermiogénese, sendo niveis plasmaticos elevados de
T e 11-KT comum a animais adultos (Kortner et al., 2008). Sendo assim,
no presente estudo, em funcdo dos animais encontrarem-se em
maturidade sexual inicial, ou até mesmo em repouso, a baixa producédo de
T é justificada.

Outra possivel explicacdo para o baixo nivel de T centra-se na
possibilidade desse hormdnio ndo ser o principal andrdégeno ativo
secretado pela gbnada. Em algumas espécies de peixes, 0 11-KT é o
principal andrégeno ativo, sendo sua concentracdo superior a T (Marcano
et al., 2007). No entanto, ha relatos de que em varios ciclideos, na qual
pode incluir o A. ocellatus, a T é o horménio ativo principal, em

concentragdes plasmaticas superiores (O’Cornell et al.,, 2013). Sendo
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assim, é necessario mais estudos para determinar qual andrégeno teria
maior atividade reprodutiva em A. ocellatus.

O baixo valor de E; (2,63 ng/mL) observado em machos, em
comparacdo as fémeas (6,40 ng/mL), estad de acordo com resultados
encontrados anteriormente para outras espécies. Em cherne azul
(Polyprion oxigeneios) os niveis de E,, durante todo o ciclo reprodutivo,
permaneceram entre indetectaveis a 1,16 ng/mL (Kohn et al., 2013). Em
pirarucu (Arapaima gigas), animais juvenis e adultos apresentaram
valores ainda menores de E;, entre 0,002 ng/mL a 0,048 mg/mL (Chu-
Koo et al., 2009). A funcdo basica do E; em machos é estimular a
reposicdo de espermatogodnias tronco, além de manutencao fisiologica das
células de Sertoli (Kortner et al., 2008), o que explica a presenca do E;

plasmatico em machos durante a fase de repouso e maturacao inicial.
5. Conclusoes

A partir dos resultados encontrados e, nas condi¢cbes em que o
experimento foi executado, pode-se concluir que, 0 método de dosagem
dos esteroides sexuais foi validado para a identificacdo do sexo em A.
ocellatus. Além disso, conclui-se que, 0 sexo ndo exerce influéncia
alguma sobre o comportamento agressivo em A. ocellatus. Em
contrapartida, o padrdo hormonal de esterdides sexuais foi marcadamente

influenciado pelo sexo.
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Legenda de Figuras

Fig. 1. Micrografias dos cortes histologicos de ovario (A) e testiculo (B) em A. ocellatus
com seis meses. Em A, a presenca de lamelas ovigeras com ovdcitos em diferentes
estagios de desenvolvimento (OCN, ovdcitos cromatino-nucléolos; OPN, ovdcitos
perinucleares; OV, ovdcitos vitelogénicos). Em B, os cistos espermaticos com presenga
de células espermaticas em diferentes fases de desenvolvimento (SG, espermatogénias;
SC, espermatdcitos e SZ, espermatozoides).
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Fig. 2. Valores das medianas e respectivas distancias interquartilicas para os
ataques especificos e totais em A. ocellatus juvenis (n=48). Ndo houve diferenca
significativa durante o periodo de isolamento para o teste de Mann-whitney
(“mouthing fighting” e “tail beating”) ou teste de t de studant (‘“butting”,”frontal
display” e ataques totais) (p > 0,05).
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Fig. 3. Descriminacgédo do sexo pela razéo T/E; em juvenis de A. ocellatus
(n=36). A linha indica o ponto de corte em funcdo da média (0,45).
Valores acima e abaixo dessa linha representam 0s animais sexados
como machos e fémeas, respectivamente. Os triangulos em cinza e preto
representam, respectivamente, as fémeas e machos sexados pela analise
histolégica das gonadas (p=0,001 e o indice=0,571).
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Resumo

O uso de marcadores moleculares apresenta-se como método eficaz para a
identificacdo do sexo em peixes. Como possiveis marcadores do sexo,
podem-se destacar 0s genes autossémicos relacionados a determinacgéo e
diferenciacdo sexual. Assim, objetivou-se com este estudo avaliar 0s
genes autossémicos FoxI2, Sox9 e Wtla como possiveis candidatos para
identificacdo do sexo em Astronotus ocellatus. Para isso, foi realizada a
caracterizacdo molecular e a determinacao do perfil de expressdo génica
dos genes Foxl2, Sox9 e Wtla na gdnada de machos e fémeas. Para
realizacdo dos ensaios moleculares, foram coletados fragmentos de ovario
(n=5) e testiculos (n=5) de A. ocellatus adultos (43572 g e 263 cm),
ap0s a eutanadsia. Andlise histoldgica dos fragmentos gonadais foi
realizada para confirmacdo do sexo. Para caracterizacdo molecular,

extraiu-se 0 RNA total das gbnadas e procedeu-se a sintese do cDNA.
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Amostras de cDNA foram utilizadas para subsequente amplificagdo por
PCR utilizando-se primers especificos para cada gene. Posteriormente,
fragmentos de DNA amplificados por PCR foram purificados, clonados,
sequenciados e analisados filogeneticamente. Para determinar o perfil de
expressdo génica nas gbnadas de machos e fémeas de A. ocellatus foram
desenvolvidos ensaios de RT-qPCR. Como resultado, foi possivel isolar e
caracterizar sequéncias parciais de DNA dos genes FoxI2, Sox9 e Wtla
(n° de acesso ao GenBank: KT337395, KT337394 e KT337396,
respectivamente). A analise filogenética revelou estreita relacdo entre as
sequéncias de amino&cidos dos genes de interesse em A. ocellatus e
outras espécies de peixes teledsteos. Os ensaios de RT-qPCR revelaram
perfil de expressdo génica marcadamente influenciado pelo sexo para
todos os genes de interesse. Assim, para 0 gene FoxI2 niveis de RNAmM
foram significativamente maiores (p=0.033) no ovario em comparagao ao
testiculo. Para os genes Sox9 e Wtla niveis de transcritos foram
significativamente maiores (p=0,020 e p=0,014) nos testiculo. Conclui-se
que os genes FoxlI2, Sox9 e Wtla podem ser utilizados como marcadores
moleculares para a identificacdo do sexo em A. ocellatus. Entretanto, é
necessaria a validacdo destes marcadores para a sexagem considerando

tecidos extra-gonadais, tais como branguias e nadadeiras.

Palavras-chaves: Clonagem  molecular.  Determinacdo  sexual.

Diferenciacdo sexual. Expressdo génica. Marcadores moleculares

Introducéo
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A identificacdo do sexo em peixes € questdo de grande
importancia na aquicultura, principalmente no que diz respeito a
reproducdo em cativeiro. Por meio da sexagem adequada, é possivel
estabelecer o plantel de reprodutores com proporcdo adequada entre
machos e fémeas. Com isso, 0s gastos com a manutencdo indevida de
matrizes é reduzida, resultando no aumento da producdo final de alevinos
(Chu-Koo et al., 2009). Entretanto, em espécies que ndo apresentam
dimorfismo sexual e cromossomos sexuais heteromorficos, a
diferenciag@o entre os sexos é limitada, sendo necessario o uso de novas
abordagens de sexagem.

Entre os diferentes métodos disponiveis para sexagem em peixes,
0 uso de marcadores moleculares € uma técnica de grande eficacia (Liu e
Cordes, 2004; Xu e Zhu 2012; Liu et al., 2013). Como possiveis genes
candidatos a marcadores do sexo pode-se destacar 0s genes autossémicos
relacionados a determinacdo e diferenciacdo sexual (Martinez et al.,
2013). Isto se deve ao fato destes genes serem diferencialmente expressos
em funcdo do sexo, sendo criticos para a formacdo testicular e/ou
ovariana (Sandra e Norma, 2010).

Em peixes, a determinacéo e diferenciacdo sexual envolvem uma
rede complexa de eventos moleculares associado a diferentes mecanismos
genéticos e/ou ambientais (Devlin e Nagahama, 2002). Neste contexto,
um grande nimero de trabalhos vem relatando a participacdo de genes
autossdmicos na determinacdo sexual em peixes, incluindo os genes
forkhead box 12 (FoxI2) (Bhat et al., 2016a), SRY-box 9 (Sox9) (Bhat et
al., 2016b) e gene supressor de tumor de Wilm’s (Wtla) (Chen et al.,
2015).
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O gene Foxl2 é membro da familia dos fatores de transcricéo
forkhead caracteriza pela presenca do dominio conservado frokhead box
de ligacdo ao DNA (Crisponi et al., 2001). Entre as fungdes de FoxI2 na
determinacdo e diferenciacdo sexual, a principal delas é a regulacdo da
expressdo do gene Cypl9al, que codifica a aromatoase P450. Como
consequéncia, Foxl2, por intermédio da regulacdo da expressdo desta
enzima esteroidogénica, exerce forte influéncia na diferenciagdo ovariana
(Wang et al., 2008; Crespo et al., 2013; Liu et al., 2015). Além disso,
FoxI2 é também responsavel por suprimir a diferenciacdo testicular
através da repressdo do gene Sox9 (Uhlenhaut e Treier, 2006).

Ja em relacdo aos genes Sox9 e Wittl, estes tém sido associados a
diferenciacéo e desenvolvimento testicular. Sox9 é membro do grupo E da
familia de genes SOX na qual possuem dominio de ligacdo ao DNA
denominado HMG-box (Sinclair et al., 1990). Este gene codifica
importante fator de transcricdo Sox9 que é considerado um dos principais
responsaveis pela diferenciacdo gonadal em vertebrados (Kent et al.,
1996; Kanai et al., 2005). Considerando a funcdo exercida pelo Sox9 na
diferenciacdo testicular em peixes, tem sido preconizada sua regulacao
positiva sobre o gene Amh (Rodriguez-Mari et al., 2005). Amh é
responsavel pela regressao dos ductos de Muller que, em outra instancia,
se diferenciariam para formar as tubas uterinas e utero (Swain e Lovell-
Badge, 1999). Desta maneira, Sox9, por meio da regulacdo da expressdo
de Ambh, ¢ fator chave para diferenciacéo testicular.

O gene supressor do tumor de Wilm’s (Wtla) codifica um
importante fator de transcricdo que exerce funcdes essenciais no

desenvolvimento urogenital (Murugananthkumar e Senthilkumaran,
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2016). Em peixes, Wtl participa da regulacdo transcricional de genes
envolvidos na diferenciacdo testicular, tais como Sfl e Gata 4 (Chen et
al., 2015; Murugananthkumar e Senthilkumaran, 2016). Além disso, Wt1
¢ também um importante regulador da esteroidogénese (Chen et al.,
2014), incluindo a regulagéo negativa do gene Cypl19a (Drummond et al.,
1998).

Para os trés genes descritos, ha estudos disponiveis indicando
padrdo de expressdo com forte dimorfismo sexual em diferentes espécies
de peixes, principalmente nas gonadas, embora sejam também detectados
em outros tecidos ( Rodriguez-Mari et al., 2005; Crespo et al., 2013;
Murugananthkumar e Senthilkumaran, 2016). Além disso, embora sejam
tipicamente expressos no momento da diferenciacdo sexual, niveis
elevados de transcritos dos genes FoxI2, Sox9 e Wtl também s&o
observados em animais adultos ( Nakamoto et al., 2006; Caburet et al.,
2012; Murugananthkumar e Senthilkumaran, 2016).

Astronotus ocellatus, € uma espécie de peixe nativo da América
do Sul, sendo encontrada, originalmente, na bacia do rio Amazonas. Com
crescente interesse, 0 oscar, como € conhecido popularmente, apresenta
grande representatividade para aquariofilia, além de ser apreciado para
consumo na regido Norte e Nordeste do Brasill (Gurgel e Freitas, 1973).
A identificacdo do sexo na espécie € limitada, uma vez que, estd nao
apresenta dimorfismo sexual bem definido. De acordo com os dados
disponiveis na literatura, ndo ha estudos referentes ao uso de marcadores
moleculares para a identificacdo do sexo. Além disso, ha grande auséncia
de estudos referentes a esta espécie, especialmente no que diz respeito a

biologia molecular.
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Diante do exposto acima, o presente estudo foi conduzido com o
objetivo de avaliar os genes FoxI2, Sox9 e Wtla como possiveis
candidatos para identificagdo do sexo na espécie em questdo. Para isso,
objetivou-se, especificamente, a (1) caracterizagdo molecular dos genes
FoxlI2, Sox9 e Wtla e (2) determinar o perfil de expressdo génica destes

genes na gonada de machos e fémeas.

Resultados

Analises histologicas das gonadas

As analises histodgicas das gbnadas revelaram que dos 10 animais
avaliados cinco deles eram fémeas e cinco machos. Em relacdo ao estagio
de desenvolvimento gonadal, todas as fémeas encontravam-se em estagio
I11 de desenvolvimento, ou seja, em maturacdo avancada, caracterizada
pela presenca de grande quantidade de ovocitos vitelogénicos. De
maneira semelhante, os machos encontravam-se em estagio Il de
desenvolvimento, com presenca de grande quantidade de espermatozdide

no limen seminifero.

Caracterizacdo molecular de fragmentos de DNA de FoxI2, Sox9 e
Wtla de A. ocellatus
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Foxl2

Para 0 gene FoxI2, obteve-se um Unico fragmento parcial de DNA
com comprimento de 252 pb (ndmero de acesso ao GenBank:
KT337395), com leitura de fase aberta (ORF) codificando uma sequéncia
parcial de 80 aminoécidos deduzidos. A sequéncia de aminoécidos
deduzida contém um dominio conservado de ligacdo de DNA forkhead
box (FH) localizado entre os residuos de amino&cidos 1 a 40. A anélise
filogenética revelou que a sequéncia de aminoacidos deduzida de FoxI2
de A. ocellatus foi estreitamente relacionada com sequéncias de
aminoéacidos deduzidos de FoxI2 de outros peixes ciclideos (O. niloticus),
seguido por C. monoculus, O. latipes, outras espécies peixes, em X. laveis

e G. galus e, finalmente, mamiferos (FiguralA).
Sox9

Para 0 gene Sox9a, obteve-se um unico fragmento parcial de DNA
com comprimento de 259 pb (ndmero de acesso ao GenBank:
KT337394), com ORF codificando uma sequéncia parcial de 86
aminodacidos deduzidos. Identificou-se a presenca do dominio conservado
HMG-box entre os residuos de aminoacidos 57 e 86. A anlise
filogenética demonstrou que a sequéncia de aminoacidos deduzidas de
Sox9 esta estreitamente relacionada a sequéncia de aminoacidos de S.
argus (FIGURA 1B).

Witla
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Para 0 gene Wtla, obteve-se um Unico fragmento parcial de DNA
com comprimento de 279 pb (nimero de acesso ao GenBank:
KT337396), com ORF codificando sequéncia parcial de 93 aminoacidos.
A sequéncia de aminoacidos deduzida de Wtla contém o dominio
conservado WT1 nos residuos 1 a 29. A andlise filogenética revelou que a
sequéncia de aminoacidos deduzida de Wtla é agrupada mais préxima de
sequéncias de Wtla de outros peixes teledsteos.

Ensaios de RT-gPCR

Os ensaios de RT-qPCR revelaram a presenca de um perfil de
expressdo génica marcadamente influenciada pelo sexo para 0s genes
FoxlI2, Sox9 e Wtla expressos nas génadas de A. ocellatus. Para Foxl2,
nivel de expressao significativamente maior (p = 0,033) foi observado nas
fémeas em comparagdo aos machos, alcancando valores de RNAm trés
vezes mais elevado no ovario (FIGURA 2). Em contrapartida, perfil de
expressdo oposto foi encontrado para 0s genes Sox9 e Wtla, com nivel de
expressdo significativamente maior (p = 0,020 e p = 0,014,
respectivamente) em machos. Os niveis de RNAmM para Sox9 e Wtla
foram, respectivamente, 8 e 9 vezes mais elevados no testiculo em

comparacdo ao ovario (FIGURA 2).

Discussao
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Caracterizacdo molecular de fragmentos de DNA de FoxI2, Sox9 e
witl

No presente estudo, foi possivel clonar e caracterizar sequéncias
parciais de DNA de trés diferentes genes de A. ocellatus, sendo estes
Foxl2, Sox9 e Wtla. Estes resultados sdo inéditos e podem contribuir para
a Identificacdo de marcadores moleculares a serem utilizados na
identificacdo do sexo em peixes. Além disso, contribuem com bases
genéticas e moleculares para estudos de determinacdo e diferenciacédo
sexual.

Os genes Foxl2, Sox9 e Wtl ja foram previamente caracterizados
em diferentes espécies de peixes e suas funcbes tém sido associadas a
determinacéo e diferenciacdo sexual (Rodriguez-Mari et al., 2005; Chen
et al., 2015; Bhat et al., 2016b). As analises filogenéticas demonstraram
que, para todos os trés genes, as sequéncias de aminoacidos deduzidas de
A. ocellatus sdo estreitamente relacionadas com sequéncias de outros
peixes (FIGURA 1).

Em relacdo ao gene Foxl2, no presente estudo, identificou-se a
presenca do dominio conservado forkhead box na sequéncia de
aminodacidos deduzidos. O forkhead box é um dominio de ligacdo ao
DNA caracteristico dos fatores de transcri¢do da familia FOX (Crisponi et
al., 2001). Sua sequéncia de aminoacido é altamente conservada entre as
diferentes espécies de vertebrados sugerindo a funcdo conservada desta
regido durante a evolucdo (Cocquet et al., 2002). De fato, o dominio FH

corresponde a regido mais conservada do gene, uma vez que, apresenta
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identidade de nucleotideos de cerca de 90% entre diferentes espécies de
vertebrados (Loffler et al., 2003).

Estudos recentes tém identificado e caracterizado dois genes FoxI2
paralogos coexistindo no genoma de peixes, sendo estes Foxl2a e FoxI2b
(Baron et al., 2004; Crespo et al., 2013; Jiang et al., 2011). Ambos os
genes codificam fatores de transcrigdo funcionais que podem reconhecer
sitios de ligacdo de DNA semelhantes (Crespo et al., 2013). Quanto a
funcdo, a maior parte dos estudos indica a participacdo de Foxl2a na
diferenciagdo ovariana (Dong et al., 2011). Para o gene FoxI2b, Baron et
al. (2011) sugerem sua participagédo no inicio da meiose dos ovocitos e na
regulacdo de genes especificos envolvidos no desenvolvimento e
maturacao final dos testiculos.

No presente estudo, um Unico fragmento parcial de DNA de FoxI2
foi isolado. Assim, devido a caracterizacdo parcial, ndo foi possivel
estabelecer qual dos dois tipos estd presente no genoma de A. ocellatus,
denominando-o apenas como FoxI2. Entretanto, considerando o padréo de
expressdo observado nos ensaios de RTg-PCR, possivelmente, o
fragmento de cDNA isolado seja correspondente ao gene FoxlI2a, devido
a presenca de niveis maiores de RNAmM no ovario, em comparacao ao
testiculo (FIGURA 2).

Considerando o gene Sox9, na sequéncia de aminoacidos
deduzidos foi identificado o dominio HMG-box. Os genes Sox9
correspondem a familia de fatores de transcricdo com dominio HMG-box,
sendo sua sequéncia de aminodcidos altamente conservada entre oS
diferentes vertebrados, incluindo mamiferos, aves, répteis e peixes (Silva
et al., 1996; Moreno-Mendonga et al., 1999).
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Quanto a caracterizacdo do gene Sox9 em peixes, os resultados
disponiveis na literatura indicam a presenca de dois genes, sendo estes
denominados de maneira diferentes em cada especie. Por exemplo, em
zebrafish (Danio rerio), bagre andador (Clarias batrachus), bagre
africano (Clarias gariepnus), dois diferentes genes Sox9 foram
identificados, sendo estes denominados Sox9a (predominantemente
expresso no testiculo) e Sox9b (predominantemente expresso no ovario),
ambos ortologos ao gene Sox9 de tetrapodes (Rodriguez-Mari et al., 2005;
Raghuveer, e Senthilkumaran, 2010; Bhat et al, 2016b). Em
contrapartida, em medaka (Oryzias latipes), inicialmente, havia sido
identificado apenas um gene Sox9a, sendo este expresso apenas no
ovario, indicando que Sox9a estava presente como uma copia Unica no
genoma (Yokoi et al., 2002). Posteriormente, identificou-se uma segunda
copia de Sox9 (Sox9a2) no genoma desta espécie, sendo predominante
expresso no testiculo de animais adultos, sendo este denominado Sox9a2
(Nakamoto et al.,, 2005), com padrdo de expressdo semelhante ao
observado em zebrafish (Danio rerio) (Chiang et al., 2001).

Em A. ocellatus, um unico fragmento de DNA de Sox9 foi
identificado e, com base no padrdo de expressdo (FIGURA 2), sugere-se
gue esta sequéncia seja referente ao tipo testicular, correspondente ao
gene Sox9a na maioria das espécies de peixes estudados até o momento.
Entretanto, considerando a codificacdo parcial deste gene, nomeou-se o
gene apenas como Sox9.

Para 0 gene Wtl, em diferentes espécies de peixes, tais como
carpa comum (Cyprinus carpio) (Chen et al., 2015), medaka (Oryzias
latipes) (Kluver et al., 2009), zebrafish (Danio rerio) (Bollig et al., 2006),
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dois genes Wtl (Wtla e Wtlb) foram identificados. Quanto a funcéo dos
genes Wtl, em medaka (Oryzia latipes), estes demonstraram ser co-
ortdlogos, com evidéncias de redundancia funcional na manutencéo e
sobrevivéncia de células germinativas primordiais (Kliver et al., 2009).
Em contrapartida em zebrfish (Danio rerio), embora as proteinas
codificadas por Wtla e Wtlb apresentem identidade superior a 90%,
fungdes diferentes e ndo redundantes no desenvolvimento gonadal tém
sido propostas (Bollig et al., 2006). Para A. ocellatus, um Gnico fragmento
de Wtl foi isolado, sendo este correspondente ao gene Wtla. Os ensaios
subsequentes de RT-gPCR indicam seu efeito no desenvolvimento

testicular (Fig. 2), como descrito mais adiante.
Ensaios de RT-gPCR

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de RT-gPCR
demonstraram um padrdo de dimorfismo sexual na expressdo de todos os
genes avaliados. Pela primeira vez, de acordo com 0 nosso conhecimento,
foram estabelecidos os perfis de expressdo de FoxI2, Sox9 e Wtla nas
gbnadas de A. ocellatus. Portanto, dado o perfil de dimorfismo sexual
para estes genes, pode-se inferir que estes sejam bons candidatos para a
identificacdo do sexo nesta espécie.

No presente estudo, niveis elevados de RNAm de FoxI2 foram
detectados nos ovarios em comparacao aos testiculos. Tal padrdo de
expressdo também foi observado para outras espécies de peixes. Em
robalo (Dicentrarchus labrax), o padrdo de expressdo gonadal de FoxI2

também apresentou forte dimorfismo sexual, com niveis elevados de
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RNAm de FoxI2 no ovério. Em contrapartida, a expressdo relativa de
FoxI2 no testiculo permaneceu baixa ao longo de todo o ciclo reprodutivo
(Crespo et al., 2013). De maneira semelhante, em bagre andador (Clarias
batrachus), FoxI2 foi altamente expresso no ovério, enguanto niveis
moderados foram detectados no testiculo (Bhat et al., 2016b).

Corroborando com estes resultados, em peixe carvdo
(Anoplopoma fimbria) (Smith et al., 2013), Gobiocypris rarus (Jiang et
al., 2011), linguado (Paralichthys olivaceus) (Si et al., 2016), tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) (Wang et al., 2008), medaka (Oryzias
latipes) (Nakamoto et al., 2006), padrdo de expressdo semelhante foi
observado. Assim, os resultados disponiveis na literatura reforcam a
fundamental participacdo de FoxI2 na diferenciagdo ovariana em peixes
(Liu et al., 2015).

A expressdo de Foxl2 em fémeas de A. ocellatus, embora tenha
diferido em relagdo aos machos, apresentou niveis relativamente baixos
de RNAm no ovério. No presente estudo, todos os animais, incluindo
machos e fémeas, encontravam-se em estagio avancado de
desenvolvimento gonadal, o que pode ter contribuindo, pelo menos em
parte, para o perfil de expressdo observado. Este resultado pode estar
associado ao fato de que, como evidenciado em outras espécies
(Scatophagus argus, Oryzias latipes e Anoplopoma fimbria), os niveis
ovarianos de FoxI2 sdo maiores nos estagios iniciais de desenvolvimento
gonadal, diminuindo com o avanco da gametogénese (Nakamoto et al.,
2006; Smith et al., 2013; Liu et al., 2015).

Liu e colaboradores (2015) ressaltam que maior expressao de

FoxI2 no inicio do desenvolvimento gonadal pode estar associada ao seu
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papel na diferenciacdo das células da granulosa e formacdo da membrana
dos foliculos. Em machos, niveis reduzidos de FoxI2 permaneceram baixo
ao longo de todo o ciclo reprodutivo, o que condiz com o fato de FoxI2
ndo ter participacéo direta no desenvolvimento testicular (Schalburg et al.,
2011; Crespo et al., 2013).

Contradizendo os resultados expostos acima, outros estudos tém
relatado a presenca de niveis elevados de Foxl2 em estagios tardios de
desenvolvimento gonadal (Crespo et al., 2013; Si et al., 2016). Em robalo
(Dicentrarchus labrax), aumento nos niveis de FoxI2 foi observado
durante as fases tardias de vitelogénese e maturacdo final, quando a
expressdo da enzima esteroidogénica StAR e da aromatase P450 esta
elevada. A enzima StAR e aromatase P450 estdo envolvidas no transporte
de colesterol para a membrana interna da mitocéndria e na conversdo de
androgenos em estrogenos, respectivamente (Stocco e Clark, 1996).
Assim, para esta espécie, foi sugerido que FoxI2 esteja envolvido na
regulacdo da esteroidogénese, crescimento e maturacdo ovariana (Crespo
et al., 2013).

Considerando as diferencas encontradas na literatura, € importante
ressaltar que, além de ser marcadamente influenciado pelo sexo, o padréo
de expressdo de FoxI2 nas gbnadas de peixes é dependente do estagio de
desenvolvimento, o que pode variar consideravelmente dependendo da
espécie em questdo (Liu et al., 2015; Si et al., 2016). Em A. ocellatus, de
acordo com os resultados obtidos, pode-se sugerir que, provavelmente,
FoxI2 exerca maior atividade nos estagios iniciais de desenvolvimento
gonadal, haja vista o baixo nivel de transcritos em fases de maturacao

avancada.
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Para 0s genes Sox9a e Wtla, maiores niveis de RNAm foram
observados em A. ocellatus machos em comparacdo as fémeas. Estes
resultados vao de encontro ao observado na literatura para outras espécies
de peixes (Rodriguez-Mari et al., 2005; Luo et al., 2010; Bhat et al.,
2016b), o que reflete a fungéo destes genes. Ambos Sox9 e Wtl tém sido
previamente relatados como fatores de transcricdo importantes na
regulacdo da determinacédo e diferenciacdo sexual em machos (Vidal et
al., 2001; Bhat et al., 2016b).

Em peixes, a participacdo do fator de transcricdo Sox9 nos
processos de determinacgdo e diferenciacdo sexual ndo e tdo clara como
observado em mamiferos. Isto se deve ao fato de que, dependendo da
espécie, o perfil de expressdo génica pode variar consideravelmente e,
consequentemente, afeta a funcdo exercida por ele. Por exemplo, em
medaka (Oryzias latipes) (Nakamoto et al.,, 2005), peixe carvao
(Anoplopoma fimbria) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (ljiri et
al., 2008; Luo et al., 2010) Sox9 ndo exerce papel fundamental na
diferenciacdo sexual, haja vista semelhanca na expressao entre 0s sexos
durante a diferenciacdo sexual. Ndo obstante a isso, em zebrafish (Danio
rerio) (Rodriguez-Mari et al., 2005), bagre andador (Clarias batrachus)
(Bhat et al., 2016b) e bagre africano (Clarias gariepnus) (Raghuveer e
Senthilkumaran, 2010) Sox9a estd envolvido em diferentes vias de
sinalizacdo subjacentes a determinacdo e diferenciacdo sexual (Luo et al.,
2010).

Niveis extremamente elevados de transcritos de Sox9 foram
detectados nos testiculos de A. ocellatus adultos, o que esta de acordo

com dados disponiveis na literatura para outras espécies de peixes. Por
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exemplo, em zebrafish (Danio rerio), niveis elevados de Sox9a sdo
detectados em gbnadas indiferenciadas, mas também em testiculos de
animais juvenis e adultos (Rodriguez-Mari et al., 2005). De maneira
semelhante, em bagre andador (Clarias batrachus), Sox9a foi altamente
expresso em gobnadas desenvolvidas, principalmente nas fases
preparatérias e pré-desova do ciclo reprodutivo (Bhat et al., 2016b).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se
inferir que para A. ocellatus Sox9a representa um fator chave na
regulacdo da funcdo testicular, devido ao elevado nivel de transcritos de
Sox9a no testiculo. Entre os possiveis papéis de Sox9a na fungéo
testicular pode-se destacar: regulacdo positiva do gene Amh (Rodriguez-
Mari et al., 2005), desenvolvimento de estruturas tubulares no testiculo,
apos a diferenciacdo gonadal (Nakamoto et al., 2005), proliferacdo de
células germinativas primordiais em testiculo e ovario (ljiri et al., 2008) e
diferenciacdo e manutencéo de células de Sertoli (Luo et al., 2010).

Em relacdo ao gene Wtla, os estudos disponiveis na literatura vao
de encontro ao observado para A. ocellatus, sendo Wtla diferencialmente
expresso em relacdo ao sexo também em outras espécies. Por exemplo,
em bagre andador (Clarias batrachus), maior expressdao de Wtl foi
detectado no testiculo em desenvolvimento, quando comparado ao ovario
(Murugananthkumar e Senthilkumaran, 2016). De maneira semelhante,
em carpa comum (Cyprinus carpio), maior expressao de Wtl também foi
detectada no testiculo, sendo possivelmente associada a diferenciacéo
testicular (Chen et al., 2015).

Niveis extremamente elevados de transcritos de Wtla foram

observados nos testiculos de A. ocellatus adultos. Este achado é
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condizente com o encontrado para outras espécies e esta diretamente
relacionado ao estagio de maturacdo gonadal avancado. Por exemplo, em
bagre andador (Clarias batrachus), além de niveis elevados de Wtl
durante a ontogénese testicular, expressdo significativa de Wtl também
foi observada em testiculos de animais adultos, estando diretamente
correlacionada a fase do ciclo reprodutivo. Nesta espécie, maior
expressao de Wtl foi detectada nas fases de pré-desova e desova, 0 que
indica a participacdo deste gene durante a espermatogénese ativa
(Murugananthkumar e Senthilkumaran, 2016). Assim, o nivel elevado de
Wtla no testiculo de A. ocellatus pode ser explicado, em parte, pelo
estagio avancado de maturacdo gonadal dos animais.

Os resultados para Wtla indicam que este seja um importante fator
na regulacdo da funcdo testicular em A. ocellatus adultos. Entre as
funcbes conhecidas de Wtla na diferenciacdo e desenvolvimento gonadal
pode-se destacar participacdo na espermatogénese (Murugananthkumar e
Senthilkumaran, 2016), suporte as células de Sertoli (Klattig et al., 2007),
manutencdo e sobrevivéncia de células germinativas primordiais (Kluver
et al., 2009), regulacdo de rede transcricional de genes envolvidos na
diferenciacdo sexual (Kluver et al., 2009) e regulacdo da esteroidogénese
gonadal (Chen et al., 2014).

No presente estudo, as analises de expressdo génica de FoxI2,
Sox9a e Wtla foram restritas aos tecidos previamente conhecidos por
serem 0s principais sitios de expressdo destes genes, sendo estes, testiculo
e ovario (Rodriguez-Mari et al, 2005; Crespo et al, 2013;
Murugananthkumar e Senthilkumaran, 2016). Entretanto, seria

interessante, em uma investigacdo futura, avaliar a expressao destes genes
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em tecidos extra-gonadais, uma vez que, para outras espécies de peixes
foi evidenciada a presenca de transcritos em diferentes tecidos (Crespo et
al., 2013; Smith et al., 2013; Chen et al., 2015; Bhat et al., 2016a). Esta
abordagem seria interessante, por exemplo, a fim de estabelecer
marcadores moleculares para identificagdo do sexo em tecidos que
apresentem maior facilidade para coleta, tais como, nadadeiras e
branquias. Além disso, seria notdria a avaliacdo da expressdo diferencial
destes genes ao longo do curso da determinacédo e diferenciagdo sexual e
também durante diferentes estagios de desenvolvimento gonadal.

Em sintese, conclui-se que os genes FoxI2, Sox9 e Wtla podem
ser utilizados como marcadores moleculares para a identificagdo do sexo
em A. ocellatus, haja vista o forte dimorfismo sexual para todos 0s genes.
Entretanto, investigacdes futuras sdo necessarias a fim de validar o uso
destes marcadores em outros tecidos. Em conjunto, os resultados obtidos
contribuem para a identificacdo do sexo em A. ocellatus e fornece insights
sobre 0s mecanismos moleculares envolvidos na determinacdo e
diferenciacdo do sexo. Além disso, fornecem informacdes cientificas

valiosas para o norteamento de novas pesquisas.

Material e métodos

Animais e amostragem dos tecidos

Os animas utilizados neste estudo foram obtidos do Laboratorio
Multiusuério — Biotério de Animais da Universidade Federal de Lavras
(Lavras, Minas Gerais, Brasil). Previamente a realizacdo dos ensaios, A.

ocellatus adultos, com peso e comprimento médio de 43572 g e 26+3
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cm, respectivamente, foram mantidos, individualmente, em aquarios de
40 L sob sistema de recirculagdo, por um periodo de, aproximadamente,
12 meses. O fotoperiodo manteve-se em 12 h de luz e 12 h de escuro. Os
peixes foram alimentados duas vezes ao dia, as 8 h e 16 h, com ragdo
comercial extrusada (Fri-Aqua juvenil®) contendo 32% de proteina bruta
em pelets de, aproximadamente, dois milimetros de didmetro, ad libitum.
Apo6s periodo de 24 h de jejum, um total de 10 animais foram
selecionados, anestesiados com eugenol (250 mg/L de agua) e
eutanasiados por meio de seccdo medular. Apos abertura da cavidade
celomatica, fragmentos de gobnadas foram dissecados, sendo estes
rapidamente congelados em nitrogénio liquido a -196 °C e armazenados a
-80 °C até realizacdo dos ensaios moleculares. Adicionalmente, pequeno
fragmento da gbnada de cada peixe foi fixado em solucdo de Bouin para
determinacdo do sexo e estagio de desenvolvimento gonadal por meio de
analises histoldgicas, conforme descrito adiante. Todos o0s procedimentos
realizados foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais,
sob registro do protocolo 052/2013. As analises moleculares subsequentes
foram realizadas no Departament de Bioquimica i Biologia Molecular da

Facultat de Farmacia da Universitat de Barcelona.
Analises histoldgicas das gdbnadas

As amostras de gb6nadas foram processadas por técnicas
histoldgicas rotineiras e as laminas coradas por hematoxilina-eosina. As
laminas foram entdo analisadas sob microscopia Gptica de campo claro

com objetiva de 40X e o sexo identificado de acordo com as
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caracteristicas histologicas do ovario e testiculos. O estagio de
desenvolvimento gonadal e a maturidade sexual dos animais foram
determinados com base nas caracteristicas morfologicas do ovério e
testiculo (Wallace e Selman, 1981; Godinho et al., 2005).

Extracdo do RNA e sintese de cDNA

Em um primeiro momento, RNA total foi extraido a partir de
amostras congeladas de ovario (n = 5) e testiculo (n = 5) por meio do kit
comercial SV Total RNA Isolation (Promega), seguindo as
recomendacdes do fabricante. O RNA total obtido foi entdo quantificado
utilizando-se o NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Em seguida,
procedeu-se com as reagdes de transcriptase reversa (RT-PCR) para
obtencdo de moldes de cDNA fita Unica utilizando-se o kit comercial
GoScript™ Reverse Transcription System kit (Promega), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante, utilizando-se primers randomizados. O
cDNA obtido, para cada amostra de tecido, foi utilizado para posteriores
ensaios de clonagem molecular e PCR quantitativa em tempo real (RT-
qPCR).

Analise in silico

Iniciadores (forward e reverse) especificos para cada gene foram

desenhados com base em regides conservadas de sequéncias de
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nucleotideos dos genes FoxI2, Sox9 e Wtl, de diferentes espécies de
peixes e outros vertebrados, depositadas no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI). As sequénciais genémicas
utilizadas pra alinhamento estéo representadas na Tabela 1. Para a selecéo
das regibes conservadas, tais sequéncias foram alinhadas com auxilio da

ferramenta online EMBL-EBI ClustalW2 — Multiple Sequence Alignment

Tool (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Em seguida, 0s
iniciadores foram avaliados quanto as suas caracteristicas com auxilio do
programa OligoAnalyser. Além disso, os iniciadores foram verificados
quanto a sua especificidade, comparando-0s, por meio do programa
BLAST, com o banco de dados depositados no NCBI. O par de
iniciadores, tamanho dos amplicons obtido por PCR, para cada um dos

genes de interesse, estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1
Par de iniciadores, tamanho dos anplicons obtidos por PCR e sequéncias
alinhadas para o desenho dos iniciadores

Gene Iniciador Sequéncia (5°-3”) Amplicon (pb Sequéncias alinhadas (acesso a
GeneBank)
FoxI2 Forward GGTTGGCAGAACAGCATCAG 259 Sebastes schlegelii
Reverse CCAGGAGTTGTTCATAAAGC (JN998083); Danio rerio

(NM_001045252);
Oreochromis niloticus
(NM_001279778);
Dicentrarchus labrax
(KF208536); Gobiocypris
rarus (JN200819);
Epinephelus merra
(EU555180); Homo sapiens
(NM_023067); Xenopus
laevis (AB372218); Gallus
gallus (JF708868)

Sox9 Forward GGTTCGGACACTGAGAACAC 242 Danio rerio (NM_131643);
Reverse CCCAGGGTTTTGCTGAGTTC Epinephelus akaara
(AY676309); Scatophagus
argus (JQ740598);

Oncorhynchus mykiss


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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(AB006448); Epinephelus
coioides (GQ232762); Homo
sapiens (Z46629); Gallus
gallus (AB012236.1)
Wtl Forward CAGTACCGCATCCACACA 279 Oryzias latipes

Reverse AACTTTCTCTGACACGTCTC (AB070576.1); Danio rerio
(NM_001039634.2); Salmo
salar (NM_001173778.1);
Epinephelus coioides
(IX564599.1); Oncorhynchus
mykiss (NM_001124295.1)

Reac6es em cadeia pela polimerase (PCR)

As amostra de cDNA, previamente obtidas, foram utilizadas como
molde para amplificagdo por PCR, utilizando-se pares de iniciadores
especificos para cada gene (TABELA 1). Assim, de acordo com o gene
de interesse, foram utilizados pools de cDNA do ovéario (FoxI2) ou do
testiculo (Sox9 e Wtl). A reacdo de PCR, para cada um dos genes,
constituiu-se de tampéao de PCR 1X, 2mM de MgCl,; 200uM de dNTP’s;
4ug de cDNA molde; 0,5 pl de Tag DNA Polimerase (1000U) e 0,2uM
dos iniciadores forward e reverse. As condi¢cbes de PCR incluiram: um
ciclo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 2 min; seguido de 40 ciclos de
94 °C por 30 seg; anelamento de 55°C por 30 seg e extensdo a 72 °C por
100 seq, seguido por extensao final de 1 min a 72°C. Os produtos da PCR
foram aplicados em gel de agarose 1%, corado com Gel Red™ 1X, em
cuba de eletroforese horizontal, utilizando-se TBE como tampdo de
corrida. Com auxilio de padrdo de peso molecular, foram identificadas as

respectivas bandas de interesse.



135

Purificacédo dos fragmentos de DNA e clonagem

Os fragmentos de DNA de FoxI2, Sox9 e Wtla amplificados por
PCR, foram purificados, a partir do gel de agarose, por meio do kit
comercial High Pure PCR Product Purification kit (Roche) e
quantificados em NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Em seguida,
procedeu-se a ligacdo dos fragmentos no vetor de clonagem pGEM-T
Easy Vector (Promega), utilizando-se T4 DNA ligase, durante 1 h em
temperatura ambiente, sendo em seguida mantida a 4°C overnight. A
transformacédo foi realizada por meio de choque térmico, utilizando
celulas E. coli competentes (XL1-Blue).

Posteriormente, aliquotas de 100 a 200 puL de cada reacdo de
transformacédo da clonagem foram semeadas em placas com meio LB-
agar contendo ampicilina (50 pg;ml), sendo incubadas durante a noite a
37 °C. Para analise dos transformantes, foram selecionadas 20 colonias do
crescimento bacteriano. Amostras das colonias, individualmente, foram
retiradas das placas e depositadas em tubos de PCR para realizacdo da
PCR de colbnia, utilizando-se os mesmos iniciadores apresentados
anteriormente (TABELA 1). Col6nias positivas foram entéo selecionadas
e cultivadas em 3 ml de LB liquido com ampicilina, em estufa a 37 °C
com rotacdo de 200 rpm por um periodo de 24 horas.

A extracdo e isolamento do DNA plasmidial do cultivo bacteriano
foi realizada por meio do kit comercial GenElute™ Plasmid Miniprep Kit
(Sigma), de acordo com as especificacbes do fabricante. O DNA
plasmidial obtido foi entdo quantificado em NanoDrop ND-1000 (Thermo

Scientific). Para confirmar as amostras positivas para o vetor com o
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inserto desejado, uma nova PCR foi realizada utilizando-se 0 DNA

plasmidial obtido na purificacéo.

Sequenciamento

Para sequenciamento, trés clones independentes, para cada
produto amplificado, foram sequenciados, utilizando-se o iniciador
universal T7. Em casos em que apenas dois clones foram verificados
quanto a presenca do inserto ou em casos de ambiquidade da direcdo de
clonagem, novos clones foram sequenciados na direcdo oposta, utilizando
0 iniciador universal SP6. As sequéncias de cDNA obtidas foram

utilizadas para desenho dos iniciadores utilizados nos ensaios RT-gPCR.

Analise das sequéncias e analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos de cada fragmento de DNA foram
traduzidas em sequéncias de aminoacidos utilizando-se programa de

traducdo (http://web.expasy.org/translate), a fim de identificar a fase de

leitura aberta. Apos identificacdo da fase de leitura aberta, as sequéncias
de aminoéacidos deduzidas dos genes de interesse foram verificadas
utilizando 0 programa BLAST do NCBI

((http://web.expasy.org/translate). Alinhamentos mdltiplos entre as

sequéncias de aminoacidos deduzidas de A. ocellatus e sequéncias de
outras espécies (obtidas no banco de dados do NCBI) foram realizadas
utilizando o programa Clustalw2. Arvores filogenéticas foram geradas
utilizando o método neighbor-joning. Os gaps foram removidos e as

distancias corrigidas. Para realizacdo das analises filogenéticas foram
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selecionadas diferentes espécies de peixes teledsteos e outras classes de
vertebrados (mamiferos e aves), de acordo com a disponibilidade das
sequéncias no GeneBank.

Ensaios de RT-gPCR

Ensaios de RT-qPCR foram desenvolvidos a fim de avaliar
possiveis diferencas no perfil de expressdo génica de Foxl2, Sox9 e Wtla
em gbnadas. Para isso, foram utilizados amostras de cDNA obtidas por
RT-PCR, como descrito na secdo 2.3. Para realizacdo da RT-gPCR,
iniciadores especificos (forward e reverse) para cada gene foram
desenhados utilizando-se o programa OligoFactorySE (TABELA 2). Para
avaliar a linearidade e eficiéncia dos iniciadores, curvas padrées com
diluicbes seriadas (1:1, 1:5, 1:10, 1:20 e 1:40) do cDNA foram
determinadas. Os niveis de RNAm de Foxl2, Sox9 e Wtla, foram
determinados em StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems®), sendo a reacdo constituida de 1X Power SYBR®Green
(Applied Biosystems®), 0.5 ng do cDNA e 0.4 uM de cada iniciador
(forward e reverse).

O nivel de RNAm para os genes de interesse em cada amostra foi
normalizado considerando o nivel de expressdo de dois genes de
referéncia, PB-actina (f-actina) e fator de elongacdo 1 alfa (Efic)
(TABELA 2). O tamanho dos amplicons para f-actina, Efla, FoxI2, Sox9
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e Wtla foi rotineiramente controlado por eletroforese em gel de agarose.
Para cada amostra, a PCR foi realizada em duplicata e a variagdo na
expressdo génica foi calculada pelo método padrio de AACt (Pfaffl,
2001). Assim, para o calculo AACt considerou-se a média geométrica dos
Ct dos genes de referéncia (f-actina e Efla). Os dados obtidos foram
confirmados em pelo menos dois ensaios independentes de RT-qPCR.

Tabela 2
Iniciadores utilizados na qRT-PCR e tamanho dos amplicons
Gene Iniciadores  Sequéncia (5°-3) Tamanho
do
amplicon
(pb)

Genes de referéncia

B-actina Forward AGGATGCAGAAGGAAATCACAGC 124
Reverse GGAAGGTGGACAGAGAGGC

Efla Forward GCTGGTTCAAGGGATGGAAGA 114
Reverse GGAGGGGCTTGTCAGTGG

Genes de interesse

FoxlI2 Forward GGCGGGGAGAGAAAGGGAAA 123
Reverse GAAGTGCGTTGGTGGGGG

Sox9 Forward AGGTGTTGAAGGGTTATGACTGGA 161
Reverse GTTGTGCAGATGTGGGTATTG

Wtla Forward TCAGGGGAATACAGGATGTGCGG 185
Reverse GAACTCACACTGGTAGGG

Analises estatisticas

A normalidade dos residuos dos dados referentes a expressdo dos
genes candidatos foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk ,em
seguida aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
verificar a diferenca entre os sexos quanto ao perfil de expressdo. Os

dados foram expressos como média + erro padrdo. Diferencas com
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P<00,5 foram consideradas estatisticamente significantes. Para as

anélises estatisticas foi utilizado o software R 3.2.2.
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Legendas de Figuras
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Figura 1. Porcentagem de identidade da sequéncia parcial de aminoacidos
deduzida de FoxI2 de A. ocellatus com outras espécies e analise filogenética da
sequéncia de FoxI2 (A), porcentagem de identidade da sequéncia parcial de
aminoacidos deduzida de Sox9 de A. ocellatus com outras espécies e analise
filogenética da sequéncia de Sox9 (B) e porcentagem de identidade da sequéncia
parcial de aminoacidos deduzida de Wtl de A. ocellatus com outras espécies e
analise filogenética da sequéncia de Wtl (C).
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Figura 2, Perfil de expressdo de FoxI2, Sox9 e Wtla em gbnadas de A. ocellatus
adultos de acordo com o sexo. O nivel de expressdo para cada gene foi
normalizado utilizando os genes de referéncia S-actina e efla (método padréo
de AACt, considerando a média geométrica dos valores de Ct dos genes de
referéncia). Os resultados sdo apresentados como média e erro padrdo da média
(n = 5 por grupo). u. a.: unidades arbitraria. Asteriscos significam diferencas
significativas entre os grupos, para cada gene (p < 0,05).



