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Resumo

Os eventos regulatorios da puberdade dos teledsteos sdo semelhantes dentro da classe ¢ mesmo em
comparagdo com outros vertebrados, entretanto existem particularidades entre as espécies que tornam os estudos
de reproducdo de peixes espécie-especificos. Essa especificidade se estende a pratica, em que os protocolos de
manipulacdo da reproducdo de peixes nem sempre tém o mesmo efeito nas diferentes espécies, acarretando,
portanto, resultados finais diferentes. Ainda, na industria de aquicultura, o manejo hormonal com finalidade de
ganhos econdmicos ndo se limita a reprodugédo artificial. A manipulagdo do sexo € uma técnica muito utilizada
quando, em espécies de interesse economico, determinado sexo apresenta superioridade zootécnica. Nesta
palestra, serdo apresentados os principais hormdnios envolvidos na formagao e na maturagdo gonadal de peixes,
bem como suas atividades, fungdes e singularidades pertinentes, buscando estender dos conhecimentos
fisioldgicos aos tecnologicos, na interseccdo entre biologia basica e aplicada.
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Abstract

Although the events regulating puberty in teleost are very similar inside the class, and even if compared
with other vertebrates, there are particularities between the species that make studies in fish reproduction very
species-specific. This specificity extends to the practical activities, where the protocols of artificial reproduction
have different effects in different species. In the aquaculture industry, the administration of hormones for
economic purposes goes beyond reproduction in captivity. Sex manipulation is a technique largely used in
species where one gender is superior in production. In the current talk, the main hormones controlling gonadal
development and maturation will be presented, as well as their activities, functions and singularities, aiming at
extending the knowledge from physiology to technology, at the intersection between applied and basic science.
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Introducao

Os teledsteos compdem o maior grupo de vertebrados. Portanto, ndo ¢ estranho que apresentem uma
ampla diversidade de estratégias reprodutivas, com variedades de armazenamento e uso de energia para as
atividades de reprodugdo, presenga ou auséncia de migracdo com fins reprodutivos, o comportamento
reprodutivo, etc. A versatilidade ainda é maior quando se trata de eventos celulares, como a diferenciacdo sexual,
o desenvolvimento gonadal, as estruturas dos gametas, o tipo de fertilizagdo e a especificidade molecular na
superficie dos ovos e espermatozoides entre as mais de 30.000 espécies de peixe. Entretanto, existe muita
similaridade entre os processos basicos que se iniciam com a formagao de ovarios e testiculos e culminam com a
maturagdo gonadal dos peixes durante a puberdade e os mecanismos que a regulam. O eixo hip6fise-hipotalamo,
por exemplo, ¢ ativado por diferentes mecanismos nas diferentes classes de teledsteos, mas suas agdes e fungdes
sd0 as mesmas observadas nos mamiferos. Devido a essas pequenas singularidades, o ideal, em termos de
maximizagdo da produgdo de alevinos, ¢ a adaptacdo dos protocolos de indugdo para cada espécie zootécnica em
questao.

Diferenciacio sexual

Diferenciagdo sexual ¢ o nome dado ao processo que, em consequéncia da determinacdo sexual
(genética ou por fatores ambientais ou ainda pela combina¢do de ambos), direciona a formagao de gonadas
masculinas ou femininas em cada individuo. Assim como nos mamiferos, uma gonada indiferenciada precede o
desenvolvimento de ovarios e testiculos nos peixes. Todavia, nos teledsteos a diferenciagdo sexual ¢ um processo
plastico cujos eventos moleculares e celulares envolvidos variam muito entre as espécies, resultando em
mediacdes hormonais distintas dos mamiferos ¢ com particularidades diversas. Basicamente dois tipos de
diferenciacdo ocorrem nos peixes bissexuados: i) diferenciacdo direta, quando, a partir da gonada indiferenciada
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forma-se diretamente um ovario ou um testiculo; ii) diferenciagdo indireta, quando em todos os individuos da
espécie ocorre primeiro a formagdo de ovarios e, mais adiante, em metade dos animais, esses ovarios se
diferenciam em testiculos.

Independentemente do tipo de diferenciacdo gonadal, os esteroides sexuais sdo classicamente
considerados os mediadores da diferenciagdo sexual em vertebrados ndo mamiferos (Nakamura, 2010), embora
ndo sejam os responsaveis primarios pela determinag@o sexual em si. A agdo dos hormonios em tempos precisos
e a manutengdo de suas atividades bioldgicas sdo fundamentais para o perfeito desenvolvimento de ovarios e
testiculos nos peixes. Justamente por isso se torna facil em peixes direcionar propositalmente a formacao do sexo
desejado com a simples administracdo de esteroides na agua ou na racao dos animais.

Na maioria das espécies de peixes estudadas até o momento, o estrogeno (E,) é o principal horménio
envolvido na diferenciagdo sexual, pois dele depende a formagfo dos ovarios nas fémeas, enquanto os
androgenos sdo uma consequéncia da diferenciacdo dos testiculos (Devlin e Nagahama, 2002; [jiri et al., 2008;
Guigen et al., 2010). Porém, existem espécies em que a expressdo de enzimas responsaveis pela sintese de
testosterona (T) ou 11-cetotestosterona (11- KT; principal andrégeno dos peixes em niveis plasmaticos ¢ de
ativacdo de receptores) acontece antes ou durante o periodo critico de diferenciagdo sexual (Miura et al., 2008;
Hattori et al., 2009). A diferenciagdo sexual de fémeas, que geralmente ocorre antes que a dos machos, depende
essencialmente da estimulagdo do cypl9al, gene responsavel pela sintese da P450 aromatase, por meio de um
feedback positivo com o fator de transcricdo fox/-2. Além destes, outras enzimas esteroidogénicas necessarias a
sintese de estradiol sdo sintetizadas durante os estagios iniciais de diferenciagdo de ovarios em tilapias (Ijiri et
al., 2008). Em algumas espécies, a propria presenga das células germinativas primordiais ¢ determinante para a
formacdo ovariana, como no paulistinha, em que a auséncia dessa linhagem direciona a formagao de testiculos
(Siegfried e Nusslein-Volhard, 2008; Siegfried, 2010), independentemente da constitui¢ao genética do individuo.

Na formacdo dos testiculos, a interagdo das expressdes do sox-9 com o dmrt-1 leva a supressdo da
sintese da P450 aromatase. Estudos in vitro ¢ in vivo em peixes mostraram que o gene dmrt-1 tem capacidade de
se ligar diretamente a regido promotora do gene cypl9al (Wang et al., 2010).

As gonadotropinas também té€m efeito na diferenciacdo sexual dos peixes e com fungdes espécie-
especificas. Em suma, o sistema FSH/FSHR (truta arco-iris, pargo e linguado; Nozaki et al., 1993; Garcia Ayala
et al.,, 2003; Gusman et al., 2009), cuja expressdo inicia-se anteriormente a do LH/LHR, ¢ responsavel pela
diferenciagdo ovariana. No entanto, no robalo, tanto o FSH quanto o LH sdo determinantes para a formagao de
testiculos (Moles et al., 2007). No paulistinha, suspeita-se que o LH seja o responsavel pela formagido dos
ovarios (Chen e Ge, 2012).

Em certas espécies em que a determinacdao sexual ¢ dependente da temperatura, recentemente foi
descoberto que o cortisol, glucocorticoide relacionado a respostas ao estresse, esta diretamente relacionado com
a diferenciagdo sexual. Em temperaturas elevadas, que levam a formacdo de populagdes 100% de machos, existe
um aumento dos niveis plasmaticos de cortisol, responsavel pela supressdo da expressdo génica da cypl9a,
inibindo a sintese da aromatase e, portanto, a sintese de estradiol (Hattori et al., 2009; Hayashi et al., 2010). Em
algumas espécies, essa sintese e liberacao elevadas de cortisol sdo concomitantes a um efeito diferente, mas de
semelhante consequéncia, a expressdao do [/f-hsd, enzima responsavel pela oxigenagdo da T em 11-KT
(Fernandino et al., 2012).

Aplicacoes da endocrinologia na manipulacio do sexo dos peixes

O uso de hormonios para a inversdo sexual de peixes ¢ utilizado quando um sexo apresenta
superioridade zootécnica em relagdo ao outro da mesma espécie. Essa discrepancia entre os géneros ¢ muito
comum nos teledsteos e ocorre geralmente por diferenga na época de incidéncia da puberdade de machos e
fémeas. Inumeras sdo as vantagens de se criar comercialmente individuos do mesmo sexo, sobretudo quando um
dos sexos € superior em taxa de crescimento, ganho de peso ou, entdo, tardio em relacdo a maturidade sexual,
visto que puberdade significa perdas economicas em peixes de cativeiro. Além disso, obtém-se uma melhor
uniformidade dos lotes, controla-se a reprodugdo em cativeiro e solucionam-se os problemas relacionados com
criagdo de espécies exoticas. Geralmente a fémea, sexualmente mais tardia, apresenta peso e tamanho superiores
ao macho, alcancando valores até 50% maiores (Imsland et al., 1997).

A invers3o de sexo pode ser realizada com técnicas genéticas, manipulacdo da temperatura ou com
hormonios. Como o assunto desta palestra ¢ o uso de horménios na producdo comercial de peixes, somente o
ultimo sera abordado.

Atualmente, mais de 60 espécies de teledsteos distribuidas em 16 familias ja foram invertidas
sexualmente com o uso de esteroides (aproximadamente 16 androgenos e 12 estrogenos); € em ao menos 35
espécies de interesse comercial tem sido usada populacdo monosexo de fémeas (Piferrer, 2001). Entre os
estrogenos, o 17B-estradiol representa o mais utilizado para a formagao de populagdes de fémeas, sendo usado na
inversdo de varias espécies de enguias, salmonideos, ciclideos, ciprinideos, anabantideos, poecilideos,
ictalurideos e bagres (Pandian e Sheela, 1995; Piferrer, 2001). Além de apresentar alta eficiéncia na inversao
sexual fenotipica de peixes, o 1P -estradiol, por ser natural e o principal responsavel pela formagdo fisiologica
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dos ovérios nas fémeas (Guiguen et al., 2010), ¢ o esteroide que causa menor impacto ao ambiente (Piferrer,
2001). O mesmo hormonio tem sido usado no Brasil para feminiza¢do do jundia, por exemplo (Rhamdia quelen;
Nunes ¢ Amaral, 2007).

A masculiniza¢do de peixes, com o uso de andrégenos ou de inibidores de aromatase, baseia-se na
repressdo imediata dos genes responsaveis pela diferenciacdo de ovarios, como foxI-2 e cypl19al, pelas células da
granulosa. Consequentemente, esses eventos inibem também a expressdo de genes importantes para a o inicio da
oogénese (gdf-9, fshb, Ihb), evitando o inicio da meiose nessas gonadas. Ao mesmo tempo, genes exclusivos das
células de Sertoli (principal célula somatica do testiculo) sdo expressos, como sox-9 e dmrt-1, consolidando o
desenvolvimento testicular.

E interessante notar que o efeito dos esteroides para inversdo sexual de machos e fémeas ¢é diferente. Ao
contrario da inibicdo génica necessaria para que as fémeas desenvolvam testiculos, quando ¢ induzida a
feminizagdo ocorre um estimulo a expressdo de foxl-2, que inicia um feedback positivo com a P450 aromatase
direcionando a formacdo de ovarios. Entretanto, os altos niveis circulantes de estrogeno ndo suspendem a
expressdo dos genes envolvidos na diferenciagdo sexual testicular (por exemplo, dmrt-1 e sox-9; Vizziano-
Cantonnet et al., 2008), embora ndo se formem testiculos.

O periodo para a indugdo hormonal deve ser antes ou durante o processo de diferencia¢do sexual das
gonadas. Tentativas de tratamento hormonal de ovos ou larvas muito jovens falharam na inversdo sexual
(Rosenstein e Hulata, 1992). Por outro lado, tratamento de individuos adultos ndo teve eficacia e, no maximo,
produziu individuos intersexo (Piferrer, 2001). A administragdo do horménio pode ser diretamente na agua do
tanque ou na dieta dos animais. A suplementagdo pela dieta, método mais eficiente, envolve a mistura e
homogeneizagido do esteroide na ragdo e geralmente ¢ feita pelo método de evaporacdo pelo alcool (Guerrero,
1975). Além do periodo de inicio do tratamento (espécie-especifico e dependente da época de diferenciacdo
gonadal), a dosagem do horménio (combinacdo de dose e duracdo) também ¢ fator fundamental para o sucesso
da técnica. O grau do desenvolvimento ovariano do medaka, por exemplo, ¢ altamente dependente da duragéo da
exposicdo hormonal (Paul-Prasanth et al., 2011). Tratamentos curtos com estrogenos ndo favorecem a
perpetuacao dos resultados, e os animais geneticamente machos voltam a desenvolver testiculos.

Puberdade e maturidade sexual

Embora os eventos classicos de reproducdo cruzada estejam presentes em praticamente todas as
espécies de peixes, a flexibilidade das estratégias reprodutivas dos teledsteos envolve um amplo espectro de
particularidades que rendem a classe uma grande variedade de biologias reprodutivas (Breder e Rosen, 1966;
Baylis, 1978; Hart, 1990; Turner, 1993). Em principio, os peixes podem ser gonocoéricos, hermafroditas
sequenciais ou simultaneos, ou ainda unissexuados (espécies em que ocorre somente o sexo feminino). Para que
essas estratégias tenham resultados satisfatorios durante a vida adulta do peixe, uma cascata de eventos celulares
e moleculares orquestra, via hormdnios esteroides e nao esteroides, os processos de formacdo gonadal e, mais
tarde, de atividade testicular ou ovariana em cada espécie de peixe. Esses hormdnios exercem suas funcdes
regendo os ciclos reprodutivos dos peixes em harmonia com os estimulos ambientais e enddgenos de cada
individuo.

A maioria dos teledsteos apresenta maturagdo sazonal; ou seja, fatores exogenos (ambientais), como
fotoperiodo, temperatura, propriedades da agua ou oferta de alimentos, sdo de alguma forma percebidos pelo
organismo e acionam neuromodulagdes na atividade do eixo hipofise-hipotdlamo que iniciam a primeira
maturagdo sexual ou puberdade (figura 1). Esta estreita relagdo com sinais ambientais asseguram que a eclosdo
dos ovos e o desenvolvimento larval ocorram em época e condigdes favoraveis. Assim como ocorre com 0s
mamiferos, nos peixes ¢ o eixo hipodfise-hipotdlamo que rege, de forma muito sincronica, todos os eventos
enddcrinos envolvidos na fungfo gonadal dos peixes, inclusive para suprimi-la em eventual necessidade
(condicdes desfavoraveis a reprodugdo). Desta forma, esse eixo media um equilibrio constante entre as
atividades do sistema reprodutivo e i) as condi¢des ambientais e ii) as condigdes fisiologicas do individuo
(Schulz e Miura, 2002).

Embora muitos estudos em peixes tenham o propdsito de descobrir como se déd a percepcao dos sinais
do meio ambiente para o sistema nervoso central (fotorreceptores na retina estimulando a producdo de
melatonina pela glandula pineal; termorreceptores na derme, etc.; Maitra et al., 2012), at¢é o momento ndo se
sabe como ocorre essa modulagdo. Do mesmo modo, os sinais enddgenos tém sido alvo de estudos, ainda que
muito j& se saiba sobre a fungdo da leptina como mediador das fungdes metabolicas em peixes (Tena-Sempere,
2006) e da dopamina como inibidor. De qualquer forma, a atividade dos neurdnios KiSS-1 na sintese e secrecao
da kisspeptina tem sido bem caracterizada nos teledsteos (Felip et al., 2009; Tena-Sempere et al., 2012). E
acredita-se que esse neuropeptideo seja o sinalizador que desencadeia a ativag@o do eixo hipofise-hipotalamo por
meio de seus receptores especificos localizados nos neurdnios hipotaldmicos produtores de GnRH (horménio
liberador de gonadotrofinas; Filby et al., 2008; Nocillado e Elizer, 2008). Em varias espécies de teledsteos, duas
ou trés formas dos ligantes kisspeptina e GnRH e de seus receptores (GPR54 e receptor de GnRH,
respectivamente) ja foram identificadas (Kah et al., 2007; Biran et al., 2008; Felip et al., 2009). Em peixes, os
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neurdnios que sintetizam o GnRH situam-se na porgdo ventral do hipotalamo e inervam diretamente a hipofise
com seus axonios, cujas termina¢des ficam proximas as células gonadotroficas dessa glandula, conforme
demonstrado na figura 1 (Dubois et al., 2002).
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Figura 1: Desenho esquematico do eixo hipotalamo-hipofisario em peixes.

Nos mamiferos, o inicio da puberdade ¢ associado a um aumento na amplitude e frequéncia da secre¢io
de LH, enquanto na maioria dos peixes o sistema FSH/FSHR tem mais relevancia nessa fase primordial. Sado
poucas as espécies de teledsteos estudadas até o momento em que os niveis de LH na hipofise sejam altos no
comego da puberdade (bagre africano, Schulz et al., 1997; robalo europeu, Rodriguez et al., 2000; pargo, Gen et
al., 2000; e paulistinha, Chen e Ge, 2012). Assim, em geral, como resposta primaria a liberagdo de GnRH na
hipoéfise, as células gonadotroficas iniciam a sintese e liberagdo de FSH, que estimula as atividades gonadais a
partir de sua ligagdo a seus receptores.

Nas fémeas, o estimulo inicial e praticamente exclusivo do FSH ¢é responsavel pelo crescimento do
oocito e desenvolvimento folicular. O FSH estimula a sintese de aromatase pelas células da granulosa, que
convertem a testosterona produzida pelas células da teca em estradiol. O estradiol, por sua vez estimula a sintese
hepatica de vitelogenina, responsavel pela vitelogénese ou acimulo de vitelo nos odcitos, ocasionando o
crescimento dos mesmos. Na segunda fase, conhecida por maturacdo final, o LH ¢ a gonadotropina mais
importante. Ele estimula as células foliculares a produzirem o progestagencn,2DB  -DP em peixes, mais
conhecido por horménio indutor da maturacdo (MIH), que portanto, liga-se a seus receptores na superficie
citoplasmatica do odcito, promovendo a formagdo e ativagdo citoplasmatica do fator promotor da maturacio
(MPF). Varios processos sdo, enfim, desencadeados pelo MPF, entre eles quebra da vesicula germinativa,
retomada da meiose, condensacdo cromossOmica, formagdo do fuso e liberagdo do primeiro corptsculo polar,
caracterizando a maturagdo final (Nagahama e Yamashita, 2008). Quando a maturagdo finalmente termina,
ocorre a ovulacdo, e os odcitos sdo, entdo, liberados dos foliculos. As prostaglandinas também exercem
importante papel na maturagdo final ¢ ovulagdo em muitas espécies de peixes (Lister e van der Kraak, 2008).

Nos machos, o FSH ¢é responsavel, via células de Sertoli, pela proliferacdo espermatogonial que
representa a primeira fase da espermatogénese. Ao mesmo tempo, o FSH ativa receptores presentes nas células
de Leydig (principal célula esteroidogénica do testiculo) estimulando a sintese e secre¢do de androgenos (Ohta et
al., 2008; Garcia-Lopes et al., 2009). Nessa fase inicial, a testosterona ¢ o principal androgeno produzido nos
testiculos dos peixes, e possivelmente auxilia no apoio a fase proliferativa, porém indiretamente, prevenindo a
apoptose das células germinativas durante as primeiras divisdes celulares (via receptores nas proprias células de
Sertoli; Almeida et al., 2009). Essa atividade esteroidogénica do FSH ¢ uma particularidade dos peixes e se
pronuncia com o avancar da meiose. Proximo a maturagdo final, com a espermiogénese e liberacdo dos
espermatozoides no limen dos tibulos seminiferos, outro andrégeno, ainda mais potente em ativacido de
receptores, apresenta-se em altos picos plasmaticos, a 11-cetotestosterona. Também nos machos a progesterona
desempenha fungdes durante a maturagdo final, estimulando a meiose, espermiogénese ¢ hidratagdo dos
espermatozoides. Nessa fase de liberagdo de sémen e acasalamento, o LH ¢é a principal gonadotropina circulante
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e apresenta um feedback positivo com a testosterona ¢ a 11-cetotestosterona.

Apds desova e encerramento das atividades reprodutivas, tanto o FSH quanto o LH e os esteroides
sexuais retornam aos seus niveis basais que, em muitas espécies de peixes, significam valores quase nulos ou
indetectaveis.

Aplicacdes da endocrinologia na reproducio de peixes

A reproducao de peixes mantidos em cativeiro pode ser controlada por meio da manipulagdo do
ambiente, como temperatura da dgua, fotoperiodo ou presenca de abrigos e ninhos para acasalamento e desova
(Taranger et al., 2010). Porém, na maioria das espécies criadas com objetivos comercias e principalmente as
espécies reofilicas brasileiras, o uso de hormoénios ¢ obrigatorio para a pratica de reproducdo artificial. Nas
espécies reofilicas, a auséncia da correnteza nos tanques de piscicultura é o principal obstaculo a reprodugdo. Em
cultivo intensivo, algumas espécies podem ndo maturar sexualmente, quando ndo ha o desenvolvimento
testicular e/ou ovariano, ou apresentar dificuldades na maturagdo final e/ou liberagdo dos odcitos e
espermatozoides.

Quando em condigoes de confinamento, os machos geralmente apresentam reduzido volume de sémen e
espermatozoides de baixa qualidade. As fémeas na mesma situagdo ndo ovulam, ou ndo ocorre a maturagdo final
dos odcitos, que ficam retidos e sdo reabsorvidos nos ovarios. Portanto, terapias hormonais sdo comumente
utilizadas para extinguir os problemas relacionados a espermiogénese e a producao de fluido seminal, as falhas
na maturagdo oocitaria e a ovulagdo.

A maioria das técnicas hormonais para inducdo da reproducdo dos peixes baseia-se na aplicacdo
intramuscular ou intra-abdominal dos hormoénios, principalmente na base das nadadeiras peitorais. Sao
administrados varios hormonios que atuam em diferentes niveis do eixo hipdfise-hipotalamo, sendo o mais
antigo e ainda o mais utilizado o extrato bruto da hipofise de peixes maduros. Atualmente se empregam também
gonadotropinas purificadas parcial ou totalmente, que sdo industrializadas especificamente para essa finalidade
(Criscuolo-Urbinati et al., 2012). Outro horménio muito usado ¢ o GnRH de espécies variadas, devido a sua
semelhanga entre os vertebrados superiores ¢ inferiores. Da mesma forma, a buserelina, um analogo do GnRH,
vem sendo utilizada na indug@o reprodutiva de peixes. Antagonistas da dopamina bloqueiam o mecanismo
inibidor da dopamina, elevando a secrecdo de GnRH e induzindo a maturag@o. E mais recente sdo os hormonios
sintéticos similares as gonadotropinas, que tém sido testados nas diversas espécies em busca de protocolos
espécie-especificos, por apresentarem longo tempo de estocagem e agirem diretamente nas gonadas.

A maturagao final e a liberagdo dos gametas ocorrem em poucas horas apds administragdo do hormonio
e dependem da espécie em questdo. Vale ainda ressaltar que a taxa de sucesso destes hormdnios (sintéticos ou
naturais; simuladores das atividades do GnRH ou das gonadotropinas; etc.) varia entres as espécies de teledsteos.
Adaptacdes em diferentes protocolos (periodo e dosagem) é sempre o caminho para se alcangarem resultados
satisfatorios quando trabalhos de reproducdo artificial em novas espécies de peixes sdo iniciados. No entanto,
independente da espécie em questdo, a inducdo hormonal apenas causa os efeitos desejaveis quando
administrada em animais cujo desenvolvimento gonadal inicial ja tenha se iniciado previamente.

Conclusio e perspectivas

Ainda ha pouco conhecimento sobre o controle neuroendécrino da reprodugdo de peixes, agravado por
1) particularidade(s) fisiologica(s) de cada espécie; ii) sensibilidade dos peixes aos fatores do meio ambiente; iii)
forte dependéncia da fisiologia reprodutiva dos peixes com o crescimento somatico e o balango energético do
individuo.

Com isso, inumeros protocolos para indugdo da reprodugdo de peixes sdo testados constantemente e,
ainda, individualmente para cada espécie, em uma busca constante pelo balango ideal entre prego e efetividade.
Mais informagdes sdo necessarias ndo somente sobre a fisiologia da reproducdo das espécies de teledsteos, mas
também sobre os aspectos praticos e as tecnologias direcionadas a producio de alevinos. Esses conhecimentos
sdo0 a base para a melhora da relacdo custo/produtividade com o menor impacto ambiental possivel, rendendo
sustentabilidade a cadeia produtiva do pescado.
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