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RESUMO

Os mecanismos de determinacdo sexual variam grandemente entre grupos de animais
vertebrados. As tartarugas marinhas possuem a determinacdo sexual dependente da
temperatura, sendo que, ao longo do tempo de incubacdo dos ovos, hd o periodo
termossensitivo no qual ocorre a diferenciacdo das gonadas. Assim como as tartarugas,
alguns peixes também apresentam este tipo de determinacdo, sendo o zebrafish (Danio
rerio) um modelo animal usado em diversas pesquisas em diferentes areas que, apesar
do amplo uso, ainda ndo possui as condi¢cbes e mecanismos de diferenciacdo sexual
totalmente elucidados. Além da temperatura, fatores genéticos e ambientais também
podem atuar na diferenciacdo sexual nestas espécies. Esta dissertacdo teve duas etapas.
Na primeira etapa foram padronizadas as técnicas de investigacdo do mecanismo
de determinacdo sexual dependente da temperatura em zebrafish. Os resultados
demonstram que o zebrafish passa primeiramente por uma fase de hermafroditismo
juvenil antes da diferenciacdo sexual. A exposicdo a temperaturas controladas (24°C,
26°C, 28°C e 30°C) durante o periodo de desenvolvimento inicial induziu alteracfes nas
taxas de eclosdo e sobrevivéncia ao longo de 7 dias pds-fertilizagdo, avaliados a partir
de 4 horas pos-fertilizagdo, bem como batimentos cardiacos de embribes com 24 e 48
horas pos-fertilizacdo. Anélises histoldgicas das gbnadas demonstraram que as
diferentes temperaturas avaliadas podem atrasar ou acelerar o0 processo de
desenvolvimento sexual durante a fase inicial em relacdo aos animais mantidos a 28°C.
Analises da proporcdo sexual demonstraram que temperaturas intermediarias (26 e
28°C) podem favorecer o desenvolvimento de uma maior propor¢do de machos. A
segunda etapa teve como objetivo investigar aspectos do desenvolvimento sexual de
duas espécies de tartarugas marinhas (Caretta caretta e Eretmochelys imbricata) a fim
de contribuir para o entendimento dos mecanismos de determinacdo e diferenciacédo
sexual e o estabelecimento de métodos que permitam a sexagem dos mesmos em
distintas fases do desenvolvimento de forma mais pratica e menos invasiva do que as
utilizadas atualmente. Tartarugas marinhas filhotes ao nascerem ja apresentam o sexo
definido, tendo o grau de desenvolvimento diferente entre as espécies Caretta caretta e
Eretmochelys imbricata, provavelmente devido ao menor tempo de incubagdo de
C.caretta. Com a padronizacdo das técnicas de ELISA foi demonstrado que kits para
avaliacdo de hormonios sexuais humanos podem ser utilizados para quantificacdo de
horménios tanto para zebrafish quanto tartarugas marinhas. As analises da expressao de
genes envolvidos no processo de diferenciagdo sexual estdo em andamento.

Palavras-Chave: desenvolvimento sexual, gbnadas, hormonios sexuais, ELISA, gRT-
PCR; Caretta caretta; Eretmochelys imbricata; Danio rerio.



ABSTRACT

Mechanisms of sexual determination vary greatly among vertebrates. Sea turtles show
temperature dependent sex determination with a thermosensitive period during egg
incubation in which the gonad differentiation occurs. Like turtles, some fish also are
temperature sensitive. Zebrafish (Danio rerio) is an animal model used in several areas
of biomedical research that, despite its widespread use, whose sexual differentiation
conditions and mechanisms are not fully elucidated. In addition to temperature, genetic
and environmental factors may also play a role in the sexual differentiation of these
species. This dissertation had two parts. In the first, the techniques for investigating the
sex-dependent mechanism of sexual determination in zebrafish were standardized. Our
results demonstrate that zebrafish first undergoes a stage of juvenile hermaphroditism
prior to sexual differentiation. Exposure to controlled temperatures (24 ° C, 26 ° C, 28 °
C or 30 °C) during the initial developmental period starting at 4 hours post fertilization
(hpf) significantly influenced hatching and survival rates over the first 7 days post-
fertilization (dpf). Embryonic heart rate at 24 and 48 hours post-fertilization were also
impacted. Histological analyzes of the gonads demonstrated that different temperatures
evaluated may delay or accelerate the process of sexual development during the initial
phase compared to animals kept at 28°C. Analysis of the sex ratio has shown that
intermediate temperatures (26 and 28 ° C) may favor the development of more males.
The second part of this study aimed to investigate aspects of the sexual development of
two species of sea turtles (Caretta caretta and Eretmochelys imbricata) in order to
contribute to the understanding of the mechanisms of sexual determination and
differentiation and the establishment of methods that allow the sexing of the same in
phases of development in a more practical and less invasive way than those currently
used. Sea turtles born to cubs already have the defined sex, having a different degree of
development between the species Caretta caretta and Eretmochelys imbricata,
probably due to the shorter incubation time of C.caretta. With the standardization of
ELISA techniques, it has been shown that kits for the evaluation of human sex
hormones can be used to quantify hormones for both zebrafish and sea turtles. Analysis
of the expression of genes involved in the process of sexual differentiation is under way.

Keywords: sexual development, gonads, hormones, ELISA, gRT-PCR; Caretta
caretta; Eretmochelys imbricata; Danio rerio.
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APRESENTACAO GERAL

A presente dissertagdo de mestrado, intitulada “Investigacdo de mecanismos da
determinacéo e da diferenciacdo sexual dependente de temperatura em zebrafish (Danio
rerio) e em duas espécies de tartarugas marinhas (Caretta caretta e Eretmochelys
imbricata)’’ é apresentada como parte dos requisitos necessarios para obtencdo do grau
de Mestre junto ao Programa de Pds-Graduacdo em Ecologia e Evolucdo da
Biodiversidade da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

Este trabalho foi desenvolvido em duas etapas. A primeira teve como objetivo
padronizar as técnicas propostas para estudar o processo de determinacdo sexual
dependente da temperatura usando o zebrafish (Danio rerio) como animal modelo. Para
isso foi realizado o acompanhamento do desenvolvimento embrionério, larval e juvenil
de animais mantidos em aquarios com temperaturas especificas, analisando o sexo dos
mesmos por meio de técnicas histoldgicas, além de determinar as concentracdes de
horménios envolvidos na diferenciacdo e determinacdo sexual através de ELISA. A
segunda etapa teve como objetivo investigar aspectos do desenvolvimento sexual de
duas espécies de tartarugas marinhas (Caretta caretta e Eretmochelys imbricata) a fim
de contribuir para o entendimento dos mecanismos de determinacdo e diferenciacédo
sexual e o estabelecimento de métodos que permitam a sexagem dos mesmos em
distintas fases do desenvolvimento de forma mais pratica e menos invasiva. Entre os
objetivos estavam determinar o sexo de natimortos e correlacionar o grau de
desenvolvimento das gdnadas com o tamanho do individuo, por meio de analises
histolgicas e morfométricas. Além disso, determinar o sexo de individuos vivos das
mesmas duas espécies de tartarugas marinhas a partir dos niveis de hormonios sexuais
(andrdgenos e estrogenos) presentes no sangue e parametros celulares e moleculares
através de ELISA, a fim de desenvolver novas técnicas para se determinar o sexo de
tartarugas marinhas em diferentes fases da vida. A contribuicdo de genes alvo que
possam estar envolvidos com vias hormonais androgénicas e estrogénicas também
foram averiguados utilizando técnicas como gRT-PCR tanto em zebrafish quanto em

tartarugas marinhas.

A seguir é apresentada uma breve introducdo geral do tema, bem como o
delineamento experimental do trabalho. Apés os resultados ja obtidos estdo organizados
em dois capitulos em formato de artigos a serem submetidos para publicacdo em

periddicos indexados. Algumas etapas metodoldgicas ainda estdo em andamento devido
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a complexidade da obtencdo de amostras e sdo apresentadas em um capitulo separado

sob forma de anexo.

1. INTRODUCAO

A determinacéo e a diferenciagdo sexual estdo entre 0s processos mais importantes
da biologia reprodutiva. O sexo de um individuo é normalmente determinado durante a
embriogénese, podendo ser por fatores genéticos, quando o sexo é determinado por
Cromossomos sexuais ou genes autossémicos, ou ainda, por fatores ambientais, podendo
ser influenciado pela temperatura ou pela densidade populacional. Este processo geral é
denominado de determinagdo sexual [1,2,3,4].

Nos mamiferos, por exemplo, no inicio do desenvolvimento ha um primérdio de
gbnada bipotente a qual é capaz de se diferenciar em testiculo ou ovario, que ocorrera
dependendo da presenca ou auséncia do cromossomo Y, respectivamente [4,5]. Este
processo de formacdo de gbnadas é denominado diferenciacdo sexual, e uma vez
determinado o sexo do individuo, as gbnadas recém diferenciadas secretam hormonios
que direcionam a diferenciacdo do sistema reprodutivo, bem como as caracteristicas

secundérias de dimorfismo sexual em machos e fémeas [2,6,7].
1.1 Mecanismos de Determinacao e Diferenciacdo Sexual

Existem diferentes tipos de mecanismos envolvidos na determinacdo e na
diferenciacdo sexual entre os vertebrados. Os genes de determinacdo do sexo iniciam
uma série de processos durante o desenvolvimento que estabelecem o fenétipo feminino
e masculino [2]. Dentre estes mecanismos estdo a determinacdo sexual genotipica e a

determinacéo sexual dependente da temperatura.

As aves e mamiferos apresentam somente a determinacéo sexual genotipica (GSD),
enquanto os crocodilos apresentam somente a determinacdo sexual dependente da
temperatura (TSD) como mecanismo principal. J& nos lagartos, tartarugas, serpentes e
peixes, 0s mecanismos podem variar dentro de cada grupo, sendo que em alguns pode

ocorrer tanto a GSD quanto a TSD, bem como outros mecanismos menos estudados [8].

Enguanto os mecanismos de determinacdo sexual em mamiferos ja sdo bem
compreendidos, este ndo € 0 caso para a maior parte dos demais grupos de vertebrados.

Acredita-se que 0s genes envolvidos no processo de determinagdo sexual nestes outros
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grupos podem ser 0s mesmos que atuam na diferenciagdo sexual, sendo os principais
deles expressos nas gonadas. Porém, alguns genes também podem ser expressos em
outros Orgdos e isso aumenta a complexidade do processo [9]. Como ainda ndo foram
totalmente elucidados, precisam de mais estudos com outros grupos de vertebrados e

maior detalhamento [9].
1.1.1 Determinacdo Sexual Genotipica (GSD)

A determinacgdo sexual genotipica (GSD) ocorre na maioria dos vertebrados. Este
mecanismo apresenta elementos genéticos especificos que resultam em individuos

machos e fémeas [10].

Na GSD existem dois sistemas, um no qual os machos podem ser heterogaméticos e
apresentar cromossomos XY, como no caso dos mamiferos, e outro no qual as fémeas
podem ser heterogameéticas e apresentar cromossomos ZW, como no caso das aves.
Nestes organismos nos quais 0S cromossomos sexuais sdo heteromorficos o sexo é
definido durante a fertilizagdo, através da heranca dos diferentes cromossomos sexuais
herdados dos parentais. Esses genes se tornam ativos nas gonadas durante as fases
embrionaria ou larval, dependendo do organismo e com isso uma cascata de eventos é

desencadeada [8].

Além disso, a GSD pode ser dividida em duas formas. A determinacdo do sexo pode
ocorrer através de cromossomos heteromorficos, como os mamiferos e as aves. Ou
através, da determinacdo poligénica, na qual os genes determinantes do sexo estdo
distribuidos no genoma em cromossomos autossémicos, sem que haja a denominagao
de cromossomos sexuais, como € 0 caso de peixes gque apresentam a determinacéo

sexual genética [11].

1.1.2 Determinacdo Sexual Dependente da Temperatura (TSD)

Outro mecanismo comum ocorre pela influéncia de fatores externos, sendo o0 mais
comum deles a temperatura do ambiente. A Determinacdo Sexual Dependente da
Temperatura (em inglés temperature sex determination ou TSD) foi primeiramente
descrita nos répteis (tartarugas e crocodilos). Ainda hoje, este mecanismo primario de
determinacdo sexual ndo é bem compreendido, mas sabe-se que ocorre nas espécies que

apresentam o cromossomo Y indiferenciado [8]. Além disso, a TSD foi descrita
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inicialmente como um caso de plasticidade fenotipica na qual as condi¢cGes ambientais

durante a reproducéo representam um impulsionador da dinamica populacional [12].

A influéncia da temperatura durante o desenvolvimento dos embrides varia entre 0s
diferentes grupos de vertebrados, sendo possivel que, temperaturas mais elevadas gerem
tanto uma maior quantidade de fémeas quanto de machos. Nos crocodilos, quanto mais
elevada a temperatura maior é a propor¢do de machos, enquanto na maioria das

tartarugas, temperaturas elevadas produzem mais fémeas [8].

Na TSD as gdnadas em desenvolvimento apresentam cristas genitais bipotentes,
divididas em cortex e medula. Durante o processo de diferenciacdo sexual nos

vertebrados, o ovario se desenvolve a partir do cortex e os testiculos da medula [8].
1.2 Determinacdo Sexual em Peixes

Os peixes apresentam uma ampla gama de mecanismos que envolvem a
determinagdo e diferenciagdo sexual. A diferenciagdo pode variar de animais
hermafroditas até animais que apresentam gonocorismo, enquanto a determinacdo pode
ocorrer por fatores genéticos ou ambientais [2]. Diversos estudos vém sendo realizados
demonstrando os mecanismos de determinagdo e diferenciacdo sexual. Porém, a
diferenciacdo sexual ainda ndo é bem elucidada e a determinagdo sexual é bastante

complexa e variavel dentro deste grande grupo [13,14,15].

A determinacdo sexual varia amplamente em peixes, em medaka (Oryzias latipes),
por exemplo, o sexo é determinado pela presenca de cromossomos sexuais, que se
encaixam no sistema XY-XX. Ja a tilapia (Tilpaia sp.), apresenta o sexo determinado

por condi¢cdes ambientais, principalmente pela influéncia da temperatura [4].

Alguns estudos tém demonstrado que o zebrafish (Danio rerio) no periodo inicial de
desenvolvimento apresenta gonadas indiferenciadas, com caracteristicas semelhantes ao
ovario. Apds algumas semanas estas gbnadas desenvolvem-se em ovarios ou degeneram
e formam os testiculos. Este tipo de desenvolvimento é chamado de hermafroditismo
juvenil [2,16,17].

1.3 Determinacgéo Sexual em Répteis

Ja os répteis desenvolveram diversos mecanismos de determinacdo sexual ja
descritos. Em muitas espécies 0 sexo € determinado através da recombinacdo de

cromossomos sexuais heteromorficos [12]. Isto ocorre na maioria das serpentes e alguns
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lagartos, sendo que ja foram observados dois tipos de sistemas de determinagdo sexual
nestes grupos: XX-XY e ZZ-ZW [18,19].

Muitas tartarugas, os sphenodontida, alguns lagartos, e todos os crocodilianos,
apresentam a determinacdo sexual dependente da temperatura como mecanismo
principal, no qual o sexo € determinado pelas condi¢des ambientais em determinado

periodo durante o desenvolvimento gonadal [12,20,21].

Nas tartarugas marinhas, ao longo do tempo de incubacao dos ovos (terco médio de
incubacdo), existe um periodo termossensitivo, no qual ocorre a diferenciacdo das
gbnadas [22]. H& ainda uma temperatura determinante (temperatura pivotal), que resulta
em uma proporc¢édo sexual de 1:1, ou seja, 50% de fémeas para 50% de machos [23,24].
Se a temperatura durante o terco médio de incubacdo estiver mais elevada do que a
temperatura pivotal do ninho (acima de 31°C, por exemplo), ocorre a prevaléncia de
fémeas. Se, a temperatura estiver mais baixa do que a temperatura pivotal (entre 28 e
30°C, por exemplo), ocorre um nimero maior de machos [25,26].

1.4 Genes e Hormonios envolvidos na Diferenciacdo Sexual

Os mecanismos de diferenciacdo sexual podem variar entre 0s grupos de vertebrados
que apresentam a TSD. A diferenciacdo pode ser controlada tanto por genes especificos,
como também por horménios que sdo expressos, principalmente, nas gdnadas dos
individuos. A maioria dos genes envolvidos no desenvolvimento gonadal sdo bem
conhecidos e conservados em vertebrados, porém o padrdo da expressdo génica varia

entre as espécies [8].
1.4.1 Diferenciagdo Sexual em zebrafish

O processo de diferenciacao das gonadas em zebrafish é complexo e as informacdes
ainda sdo escassas, mesmo com diversos estudos publicados sobre o tema
[4,9,17,27,28,29,30]. Algumas evidéncias sugerem o envolvimento de fatores genéticos

e hormonais neste mecanismo [27].

Nos ultimos anos, trabalhos tém sido publicados com ambos os sexos de zebrafish a
fim de identificar genes candidatos que possam estar envolvidos no processo de
diferenciacdo sexual [4,9,14,15]. Entre eles, estdo: hormoénio antimulleriano (amh), o
fator 1 de transicdo relacionado ao DM (dmrtl) [31], peptideos de uma subfamilia da

familia do Citocromo P450 A polipeptideo 1 (cypl9ala e cypl9alb), que sdo expressos
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nas gbnadas e no cérebro, respectivamente [32,33,34], e 0 gene sox9, que esta envolvido
na masculinizagdo dos individuos [27,29].

Sabe-se também que a diferenciacdo sexual em zebrafish pode ser influenciada por
diversos fatores ambientais, dentre os principais estdo a temperatura, que pode afetar
diretamente a proporcdo sexual de individuos da populacéo e pode retardar ou acelerar o
desenvolvimento sexual [35]. A hipdxia, a exposicdo a poluentes, a densidade
populacional dentro de cada aquario, bem como, a alimentacdo também, séo fatores que
influenciam a proporc¢édo sexual desta espécie, poréem precisam de mais estudos para que
0S mecanismos através dos quais influenciam o desenvolvimento sejam identificados
[35]. Todos estes fatores impactam tanto a determinacao quanto a diferenciacdo sexual e

resultam em uma interacdo entre o genoma e diversos fatores externos [27,35,36].

O desenvolvimento sexual é controlado por horménios que desempenham um papel
fundamental no processo de diferenciacdo sexual e na manutencdo do sexo fenotipico.
Nos peixes, por exemplo, o horménio 775- estradiol possui um papel chave na
diferenciacdo feminina, enquanto o desenvolvimento dos testiculos é regulada pelo
andrdégeno testosterona [28,33]. A enzima aromatase (cypl9) também desempenha
papel fundamental no desenvolvimento sexual, agindo na sintese do estrogénio,

convertendo andrégeno em estrogeno, ou seja, testosterona em estradiol [27,35].
1.4.2 Diferenciacdo Sexual em Tartarugas Marinhas

Em tartarugas marinhas o desenvolvimento gonadal consiste em trés fases principais,
sendo a primeira a fase bipotente, na qual as génadas iniciam o desenvolvimento e
mantém a capacidade de originar ambos 0s sex0s. Apos, ocorre a determinacdo do sexo,
durante o periodo termossensivel e por fim as gbnadas iniciam o processo de

diferenciacdo sexual ao final deste periodo [30].

Assim como em outros vertebrados, muitos genes relacionados com a diferenciacdo
sexual, como em mamiferos, possuem ortélogos ja conhecidos em tartarugas marinhas.
O gene sox9, por exemplo, estd envolvido na diferenciacdo testicular, entre outras
atividades [38], e ativa a transcricdo do hormonio anti-mulleriano (amh). Este ultimo,
por sua vez, modula a expressdo do gene sfl que tem papel na regressdo das estruturas
femininas formadas a partir dos ductos mullerianos [39], assim como nos peixes. Outro

gene ativo é o dmrtl, também conhecido por estar envolvido no processo de
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diferenciacdo e desenvolvimento dos testiculos em varios grupos de vertebrados

[37,40], bem como o gene dax1 (nrb01) envolvido na diferencia¢do dos ovarios [33].

Nestes animais que apresentam TSD, a temperatura estd correlacionada com a
expressdo da enzima aromatase (cypl9), pois ela estd envolvida na producdo do
estrogénio e na determinagdo ovariana [37,41].

Nos ultimos anos pesquisadores vem tentado entender como alguns horménios
atuam neste processo nos juvenis e adultos das sete espécies de tartarugas marinhas, em
diferentes regiGes e em diferentes intervalos reprodutivos. Segundo Hawkes et al.[42],
sabe-se muito pouco sobre a ontogénese da expressao absoluta e sazonal dos horménios
sexuais destes animais, 0 que torna complexa a comparacao entre os diferentes estagios
de vida. J& foi demonstrado que temperaturas quentes podem resultar em altas
concentragdes do hormoénio estradiol, pois a temperatura estimula a atividade da
aromatase, que converte testosterona em estradiol [42,43]. Para Hawkes et al.[42] estes
horménios sexuais também podem ter outros papéis adicionais nas tartarugas juvenis,
como crescimento e desenvolvimento 6sseo, alem de uma funcdo imunolégica, porém

estes ainda ndo sdo bem compreendidos.

Para tartarugas marinhas, sabe-se também que logo antes da migracao dos adultos
para suas areas reprodutivas, a concentracdo plasmatica de estradiol comeca a diminuir
enguanto a concentracdo de testosterona aumenta de forma acentuada [44,45]. O
estradiol também é responsavel pela vitelogénese nas fémeas, e possivelmente ocorre
um aumento concomitante na producéo de vitelogenina semanas antes da migragao [45].
Assim, a testosterona e o estradiol aumentam a medida que a época de nidificacdo se
aproxima, o que sugere que a producédo de vitelogenina ja esta completa antes do inicio
do periodo de nidificacdo [45,46,47]. O processo da vitelogénese é regulado por
diversos hormonios envolvidos no desenvolvimento sexual durante todos os estagios de
vida das tartarugas marinhas. Nesse caso, a progesterona pode inibir a producdo de
vitelogenina, bem como baixas concentragcfes de testosterona também podem inibir esta
producdo, ou seja, ambos hormdnios podem cessar a vitelogénese ao final do ciclo
ovariano [45,48,49], necessitando de mais estudos para entender o funcionamento

destes hormonios.
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2. JUSTIFICATIVA

Para melhor entender os mecanismos de determinacéo e diferenciacdo sexual em
vertebrados que apresentam o sexo determinado pela temperatura do ambiente, € de
grande importancia avaliar estes mecanismos em grupos distintos. Assim utilizou-se
de animais modelos para realizar padronizagdes de novas técnicas, a fim de
conservar amostras de dificil obtencdo de animais aos quais se tem acesso reduzido,

principalmente em vertebrados ameagados em algum nivel de extingéo.

Neste contexto, o presente trabalho utilizou inicialmente o zebrafish, que é um
modelo animal bem estabelecido e com amostras de facil obtencdo. Apesar de ter os
mecanismos de desenvolvimento sexual estudados, sabe-se que as condicdes de
manutencdo dos animais podem impactar a diferenciacdo sexual, incluindo fatores
como temperatura, hipdxia, exposicdo a poluentes, densidade populacional e
alimentacdo [8]. Além disso, as descri¢Bes existentes na literatura usam abordagens
metodoldgicas pontuais para caracterizar 0s resultados, que variam

significativamente

Assim, o conhecimento do impacto da temperatura no desenvolvimento sexual
destes animais é de extrema importancia para o melhor entendimento da biologia
dos mesmos, além de potenciais implicacdes nas proporcdes sexuais de populacées
de zebrafish e condi¢Bes de bioterismo [8]. Para animais selvagens, além destes
aspectos 0 projeto também pretendeu testar novas metodologias para diferenciar
machos e fémeas que ndo apresentam caracteres sexuais externos para

diferenciacdo, como é o caso das tartarugas marinhas.

Os impactos de muitos fatores ambientais sobre as tartarugas ainda séo pouco
compreendidos, primeiramente pela dificuldade em se coletar as amostras
necessarias e também pelo fato de os animais ndo apresentarem caracteres sexuais
externos até aproximadamente 40 anos de vida. A determinacdo sexual em
tartarugas marinhas é regulada pela temperatura de incubacdo dos ovos e, por
hormonios esteroides, os quais tém sido relatados por auxiliar diversas acdes
fisiolégicas e comportamentais em tartarugas marinhas, principalmente durante as

épocas de nidificagdo [37].
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Entender como estes hormonios sexuais, bem como os produtos de genes de
interesse podem estar envolvidos no desenvolvimento sexual sdo fundamentais para
uma maior compreensdo da biologia destes animais. Os dados obtidos a partir da
analise destes hormonios podem ser utilizados para estabelecer os niveis hormonais
basais e potencialmente auxiliar na identificacdo do sexo de individuos juvenis e
confirmar o sexo de animais adultos, auxiliando no monitoramento da proporcao
sexual em diferentes areas de alimentacdo e reproducédo das espécies de tartarugas

marinhas [37].
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3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
PARTE I

A primeira etapa do projeto foi desenvolvida no Laboratorio de Biologia e
Desenvolvimento do Sistema Nervoso da Escola de Ciéncias e no Centro de Modelos
Bioldgicos Experimentais (CeMBE) da PUCRS, os quais apresentam a estrutura
necessaria para criacdo e manutencdo do zebrafish, bem como o0s equipamentos
necessarios para a execucdo desta pesquisa. O projeto foi aprovado pela Comissdo de
Etica para Uso de Animais da universidade (CEUA-PUCRS), sob niimero 8134/17, em

anexo.

A manipulacdo dos animais foi realizada conforme os procedimentos descritos por
Westerfield [50] em relagdo a utilizagdo de peixes em laboratdrio. Seguindo também as
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
[51] e de acordo com a lei n 11.794 (Lei Arouca 2008) [52].

Os embribes utilizados foram obtidos através de cruzamentos de peixes adultos, da
espécie Danio rerio, linhagem selvagem AB, 0s quais possuiam mais de 7 meses de
vida e foram produzidos e criados no laboratorio. Os peixes adultos foram mantidos em
grupos de até 15 individuos por aquério (7,5 litros), com um sistema de filtragem em
série (Zebtec®, Tecniplast, Italia). Nesse sistema sdo controladas diariamente as
concentracdes de amonia (<0.5 ppm), nitritos (<1 ppm), nitratos (<80 ppm) e cloro,
assim como a temperatura (28°C + 2°C) e o pH (7,0 a 7,5). Os animais foram
submetidos a um ciclo claro/escuro de 14/10 horas, respectivamente, recebendo ragédo
flocada comercial (TetraMin, Tetra, Melle FRG) e artémia (Artemia salina), trés vezes
ao dia [50].

O acasalamento também foi realizado conforme Westerfield [50], em um aquério de
encaixe, no qual foram colocados uma fémea e dois machos no mesmo ambiente, porém
separados por uma divisoria transparente, durante o periodo da noite. No inicio da
manhd esta divisoria é retirada e os animais ficam livres para acasalar. Os 6vulos
fecundados ficam retidos em uma grade presente no fundo do aquéario de encaixe, e

estes foram separados e utilizados ao longo do experimento.

Os embrides considerados vidveis foram higienizados e mantidos submersos em
agua do sistema (Osmose Reversa reconstituida com sais, Instant Ocean), preparada
conforme Westerfield [50].
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Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, cada um com uma
respectiva temperatura de manutencdo em seu aquario (24°C, 26°C, 28°C e 30°C). A
temperatura de 28°C foi usada como referéncia por ser aquela recomendada para a
espécie e 0 grupo usado como referéncia (grupo controle). Aquecedores com maior
precisdo foram utilizados para controle da temperatura, sendo que a mesma foi definida
uma unica vez ao inicio do experimento. Os embrides foram coletados até 4 horas pos-
fertilizacdo (hpf) e colocados nos respectivos aquarios nos quais se desenvolveram até a
idade adulta com 4 meses poés-fertilizacdo (mpf) em suas respectivas temperaturas
(Figura 1). Ao término dos experimentos as larvas e juvenis foram crioeutanasiadas de
acordo com as diretrizes do Institutional Animal Care and Use Committe [53], e 0s
animais adultos foram eutanasiados por resfriamento rapido seguido de decapitacéo,
como indicado pelo CONCEA [51] e analisados quanto a diversos parametros (Figura
2).

] [ Até 14 dpf T = T

Controle
Grupo 1-24°C Grupo 2 -26°C Grupo 3 -28°C Grupo 4 - 30°C

Figura 1. Delineamento experimental. Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, cada um
com uma respectiva temperatura no aquario sendo a temperatura de 28°C o grupo usado como controle.
Os embriBes coletados até 4 hpf, foram acondicionados em pogos dentro de aquarios de 19 L, ap6s 14
dias pos-fertilizacdo (dpf), as larvas foram retiradas dos pogos e colocadas livremente para nadar no
aquario com aproximadamente 3 L de &gua e & medida que os animais cresciam os niveis de agua foram

aumentados e desenvolveram-se até a idade adulta.
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Figura 2. Delineamento experimental. Os embrides expostos a diferentes temperaturas até 4 horas pés-
fertilizagdo (hpf), foram analisados quanto a ecloséo e sobrevivéncia ao longo de 7 dias pos-fertilizacdo
(dpf), quanto aos batimentos cardiacos com 48 hpf e 120 hpf, bem como morfologia e histologia das
gbnadas ao longo de 11 semanas pés-fertilizagdo (spf). Os adultos com 4 meses pos-fertilizagdo (mpf)
também foram analisados quanto a morfologia e histologia das gbnadas, além de genes especificos
através de gRT-PCR e analises hormonais por ELISA.

PARTE Il

A segunda etapa do projeto foi desenvolvida através de parcerias com ONGs
responsaveis pelo monitoramento e reabilitacdo de tartarugas marinhas distribuidas ao
longo da costa brasileira, na qual foram coletadas as amostras necessarias para 0
desenvolvimento da pesquisa. As respectivas analises foram realizadas no Laboratério
de Biologia e Desenvolvimento do Sistema Nervoso da PUCRS, onde havia o0s
equipamentos necessarios para execu¢do da pesquisa. O projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica para Uso de Animais da universidade (CEUA-PUCRS) sob ntimero
8524/19, em anexo, e as devidas licencas referente a coleta e ao transporte de material

bioldgico, concedidas pelo SISBIO, conforme lei federal.

As parcerias foram realizadas com ONGs localizadas nas respectivas areas de
alimentacdo e reproducdo das duas espécies de tartarugas marinhas de interesse, bem
como ONGs que mantinham em cativeiro estas especies (Caretta caretta e
Eretmochelys imbricata). Dentre elas estdo: Caminho Marinho, localizada em Rio
Grande (litoral sul do Rio Grande do Sul), respectiva area de alimentacdo de juvenis de

C.caretta; Projeto TAMAR — Vitoria (Espirito Santo), area de reproducdo e desova de
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adultos de C.caretta; Projeto TAMAR — Praia do Forte (Bahia), area de reprodugéo e
desova de adultos de C.caretta; Parque Nacional Marinho de Abrolhos (Bahia),
respectiva area de alimentacao de juvenis de E.imbricata e area de reproducéo e desova
de C.caretta; ONG Ecoassociados, localizada em Porto de Galinhas — Pernambuco,

respectiva area de reproducdo e desova de E.imbricata e ocasionalmente de C.caretta.

Nas areas de desova ocorre 0 monitoramento noturno das praias a procura de fémeas
que estdo saindo do mar para colocar seus ovos. Enquanto nas areas de alimentagéo
ocorre a captura intencional dos individuos através do mergulho livre, para as
respectivas coletas de dados. Nestas areas também h& ocorréncia de animais encalhados

e mortos, dependendo da época do ano.

Cada individuo encontrado foi medido e quando possivel fotografado. As medidas
padrdo de comprimento curvilineo da carapaca (CCC), medido desde o ponto médio
anterior (escudo nucal) até a porcdo mais distal dos escudos supracaudais e a largura
curvilinea da carapaca (LCC), medida no ponto mais largo da carapaca foram realizadas
com uma fita métrica com precisdao de 0,5 cm [54,55]. Os animais também foram
marcados com anilhas disponibilizadas pelo Projeto TAMAR/ICMBIio, ou apenas
registrado o nimero daqueles animais ja marcados. Os animais encontrados mortos ou
que vieram a Obito em algum centro de reabilitacdo, passaram por um processo de
necropsia e suas génadas foram retiradas. Quanto aos animais vivos foram coletados no
minimo 2 ml de sangue através da punc¢do venosa no seio cervical, com uma seringa de

insulina heparinizada [56,57] (Figura 3).

Nesta etapa a ideia principal foi entender a fase de desenvolvimento sexual e a
proporcao sexual dos filhotes recém-eclodidos em Pernambuco, a partir das gbnadas de
animais mortos. Além disso, através da coleta de sangue de animais em diferentes fases
da vida, estabelecer valores hormonais de referéncia atraves da validacdo de métodos
seguros, facilitando a identificacdo do sexo de juvenis e confirmacdo em adultos, tanto
de animais selvagens quanto de cativeiro, em areas de alimentacdo e reproducdo de

ambas espécies.
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Figura 3. Delineamento experimental. 1. As duas espécies de interesse sdo animais mortos e vivos de Caretta caretta
e Eretmochelys imbricata; 2. Em campo, os animais mortos foram medidos e/ou fotografados; 3. Em laboratorio
ocorreu a retirada da gonada direita, a qual foi medida e fotografada; 4. Logo apds foi fixada em formolaldeido 10%,
e posteriormente passou por um processo de desidratacdo em alcool para serem confeccionadas as laminas
histoldgicas, as quais foram observadas em microscépio éptico; 5. Em campo, foram retirados 2ml de sangue dos
individuos vivos; 6. Cada animal foi medido e/ou fotografado; 7. Em laboratério foram quantificados os niveis
hormonais por ELISA bem como a expresséo de genes especificos através de qRT-PCR.
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CAPITULO 1

Artigo Cientifico: “Avaliacdo da exposicdo a diferentes temperaturas sobre parametros
morfoldgicos e moleculares do desenvolvimento sexual de larvas e adultos de zebrafish
(Danio rerio)”

Highlights:

e A exposicdo a temperaturas controladas durante o periodo de desenvolvimento
inicial induz alteragdes nas taxas de eclosdo ao longo de 7 dias pos-fertilizagdo e
batimentos cardiacos de larvas com 24 e 48 horas pos-fertilizacéo;

e As temperaturas podem atrasar ou acelerar o processo de desenvolvimento
sexual durante a fase inicial;

e As temperaturas testadas influenciam no tamanho corporal de larvas com 14 dias
pos-fertilizacdo e nas taxas de proporcéo sexual;
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RESUMO

Os peixes apresentam a determinacdo sexual dependente da temperatura. No teledsteo
zebrafish (Danio rerio) o mecanismo de determinacdo sexual ainda é incerto, podendo
ser inverso em relagdo aos outros peixes, sendo em altas temperaturas maior proporgéo
de fémeas e em baixas temperaturas mais machos. Este estudo avaliou os efeitos da
manutencdo dos animais desta espécie a partir de 4 horas pos-fertilizacdo (hpf) nas
temperaturas de 24°C, 26°C, 28° e 30°C sobre parametros morfoldgicos e moleculares
em larvas, juvenis e adultos. Os embries foram avaliados quanto a morfologia (as 24 e
48 hpf), batimentos cardiacos as 48 e 120 hpf e taxas de eclosdo e sobrevivéncia até 7
dias pos-fertilizacdo (dpf). Ao longo de onze semanas (14 dpf até 77 dpf), cinco animais
por grupo foram fotografados, eutanasiados em banho de gelo e acondicionados em
formaldeido 10% tamponado, para posterior analise histoldgica das gbnadas. Os
embribes mantidos a 24°C apresentaram um desenvolvimento mais lento quando
comparados com os embriGes mantidos na temperatura referéncia (28°C) e 30°C. Os
animais mantidos a 24°C também apresentaram retardo na eclosdo e reducdo na
sobrevivéncia (n= 50 em duplicata; p<0,0001) e batimentos cardiacos (n= 30 em
triplicata; p<0,0001). Em relacdo ao sexo, os resultados confirmaram que o zebrafish
passa por uma fase de hermafroditismo, até a 5 semana pos-fertilizacdo (35 dpf), na qual
todos os individuos apresentam gbnadas com caracteristicas femininas; apds, ocorre a
diferenciacdo sexual em macho ou fémea e com 11 semanas pos-fertilizacdo (77 dpf) ja
apresentam o sexo definido. Em animais mantidos & 30°C, a diferenciagdo sexual ocorre
de forma precoce em muitos individuos, enquanto naqueles mantidos a 24°C essa
diferenciacdo ocorre de forma tardia se comparado aos animais da temperatura

referéncia (28°C). A proporcéo sexual demonstrou que temperaturas intermediarias (26
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e 28°C) podem favorecer o desenvolvimento de mais machos. As anéalises moleculares e
hormonais estdo sendo realizadas para complementar os resultados apresentados e serdo
incluidos neste manuscrito antes da sua submissao.

Palavras-Chave: desenvolvimento sexual, temperatura, gonadas, hormonios, Danio
rerio.

INTRODUCAO

Os peixes, assim como outros animais, apresentam a determinacdo sexual
dependente da temperatura (TSD) em fases criticas do desenvolvimento inicial [1], e
ndo possuem cromossomos sexuais, tornando dificil analisar o desenvolvimento inicial
das células gonadais [2]. Alguns estudos tém demonstrado que o zebrafish é classificado
como uma espécie gonocorica indiferenciada, na qual a diferenciacdo das gonadas
envolve primeiramente um estagio de hermafroditismo juvenil [3,4,5,6]. Todos estes
individuos desenvolvem células gonadais semelhante a ovarios juvenis, que entdo
degeneram e transformam-se em testiculos nos machos ou continuam a se desenvolver
em ovarios nas fémeas [1,3,4,5,6,7]. Diversos estudos demonstram que a temperatura é
um dos fatores mais importantes para criagdo e manutencdo do zebrafish. Permanece
incerto o quanto a temperatura da agua influencia no desenvolvimento sexual destes
animais. Alguns autores sugerem que eles podem apresentar um padrdo inverso em
relacdo aos outros peixes, sendo em altas temperaturas maior proporcao de fémeas e em
baixas temperaturas mais machos [8]. Além disso, ha possibilidade de existir uma
temperatura pivotal, a qual ocasiona a proporcdo de 1:1 entre os sexos. O zebrafish
também pode apresentar um padrdo no qual altas temperaturas (32 - 37°C) produzem
mais machos e em baixas temperaturas (23°C) ocorre apenas um atraso no

desenvolvimento das gonadas [7,9,10,11,12].

Além da temperatura, outros fatores e mecanismos também podem influenciar o
desenvolvimento e a proporcdo sexual do zebrafish. Muitos horménios ja conhecidos
estdo envolvidos no desenvolvimento sexual e desempenham um papel fundamental no
processo de diferenciacdo sexual. Nos ultimos anos, muitos trabalhos tém sido
realizados a fim de entender os efeitos destes hormdnios e identificar genes candidatos

envolvidos no processo de diferenciacao sexual [2,7,13,14,15,16,17].

O horménio 77p-estradiol, por exemplo, é conhecido por desempenhar papel chave

na diferenciagdo feminina, enquanto o desenvolvimento testicular € regulado,
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principalmente, pelo andrégeno testosterona [7,17]. A enzima aromatase (cypl9a)
também atua convertendo androgenos em estrégenos [7,13,18,19]. A expressdo de
diversos genes tem sido descrita com zebrafish, como sox9 atuando no desenvolvimento
dos testiculos o qual resulta na determinacdo do sexo masculino, mesmo na auséncia do
gene SRY que estd presente em mamiferos. Este gene é expresso nos testiculos nas
celulas de Sertoli, e nos odcitos em ovarios femininos, sendo detectado em células
somaticas no ovario juvenil [2,13,14]. O gene dmrtl também atua durante a
diferenciacédo sexual, resultando na determinacao do sexo masculino sendo expresso nos
testiculos no inicio da determinacdo do sexo e durante toda vida adulta nas células de
Sertoli e nas espermatogonias, bem como no ovario em fémeas, porém em niveis
menores [2,13,14,16,20]. O hormdnio antimulleriano (amh) atua durante a diferenciacao
sexual das gonadas, semelhante ao sox9 e com regulacao negativa, ou seja, ao contrario

da expressao da aromatase [2,20].

Nas fémeas, o papel de alguns genes também ja foram descritos como o gene foxl2, o
qual atua principalmente como um supressor no desenvolvimento dos testiculos e leva
ao desenvolvimento de ovarios, porém ainda é pouco estudado e compreendido em
zebrafish [2]. A aromatase (cypl9a), que €é altamente expressa nos OVArios, se
comparado com outros tecidos atua em goénadas de fémeas que estdo no inicio da
diferenciacdo enquanto o gene nrObl (daxl) é expresso nos testiculos e ovarios,

resultando na inversdo sexual fenotipica macho-fémea [21].

O processo de determinacdo e da diferenciacdo sexual e qual a influéncia da
temperatura sobre estes eventos em zebrafish ainda sdo pouco estudados e publicados
cientificamente. Entender a influéncia da temperatura e o desenvolvimento de enzimas
estereoidogénicas sobre estes processos nestes animais pode ser de grande importancia
em estudos futuros no qual o sexo destes animais pode ser relevante para os diferentes
parametros estudados [7,8,22]. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
de diferentes temperaturas sobre diversos parametros embriondrios, histolégicos e
moleculares em larvas, juvenis e adultos de zebrafish, bem como padronizar estas

técnicas e entender como 0s genes e hormoAnios atuam nestes mecanismos.
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1. MATERIAL E METODOS

1.1 Animais e Etica

Adultos de zebrafish (Danio rerio), linhagem selvagem AB, com mais de sete meses
de vida, mantidos em um tanque de recirculacdo (Zebtec®,Tecniplast, Italia) com
sistema de controle de parametros de qualidade de agua e um ciclo claro/escuro de
14/10 horas foram utilizados para o acasalamento em uma proporc¢do de dois machos
para uma fémea. Os animais foram alimentados trés vezes ao dia com racdo flocada
(TetraMin, Tetra, Melle FRG) e artémia (Artemia salina), tendo as condi¢cbes de
temperatura, pH e condutividade da 4gua constantemente monitorados. Na noite anterior
ao acasalamento os casais foram separados em compartimentos com barreiras
transparentes em aquarios de reproducdo (Tecniplast). As barreiras foram retiradas na
manha seguinte uma hora ap6s o inicio do ciclo claro para o acasalamento dos animais.
Os ovos fertilizados foram coletados, higienizados e transferidos para pocgos dentro dos
aquarios com as respectivas temperaturas experimentais conforme Westerfield, [23].
Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica institucional (CEUA-
PUCRS, numero: 8134/17), seguindo as recomendacdes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) [24].

1.2 Delineamento Experimental

Os embribes coletados até 4 horas poés-fertilizacdo (hpf), foram higienizados e
acondicionados em pog¢os dentro de aquéarios de 19 L com agua com parametros de
condutividade e pH adequados para a espécie e preparada apoés filtracdo por osmose
reversa e adicdo de sais [23]. Os animais foram assim acondicionados para garantir o
controle preciso de temperatura individual dos aquérios com termostatos de precisdo
aliada a manutencdo dos animais em volumes pequenos de &gua adequados para oS
estagios de desenvolvimento inicial. Os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais, cada um mantido a partir de entdo em uma das temperaturas estudadas
(24°C, 26°C, 28°C e 30°C). A temperatura de 28°C foi usada como referéncia por ser
aquela recomendada para a espécie e 0 grupo usado como referéncia (grupo controle)
[23]. A partir dos 5 dias pos-fertilizagdo (dpf), as larvas foram alimentadas com racdo
moida (TetraMin, Tetra, Melle FRG) duas vezes ao dia. A temperatura foi regulada uma
Unica vez ao inicio do experimento. Apés 14 dpf as larvas foram para aquarios com

aproximadamente 3 L de &gua e alimentadas com artémia (Artemia salina), além da
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racio moida trés vezes ao dia. A medida que os animais cresciam o volume de agua dos
aquarios foram aumentados e ap6s 35 dpf, os animais foram alimentados com artémia
(Artemia salina) e racdo flocada (TetraMin, Tetra, Melle FRG) e trés vezes ao dia até a
idade adulta.

1.3 Amostragem

Ao longo de dez semanas, cinco animais por grupo foram retirados aleatoriamente
dos aquarios e colocados em placas de cultivo celular de 6 pocos (um animal por poco),
fotografados em estereomicroscopio invertido com cadmera acoplada ao software NIS-
Elements D 3.2 para Windows (Nikon Instruments Inc. Melville, EUA). Apds a
eutanasia as extremidades corporais foram removidas e fixadas para posterior analise
histologica. Apds padronizacdo as amostras de larvas com até 21 dpf foram fixados em
solucdo de Bowin’s e as de animais com mais de 28 dpf fixadas em formaldeido 10%
tamponado por 48-72 horas.

Os animais restantes no aquéario desenvolveram-se até a idade adulta (120 dpf)
quando foram fotografados, eutanasiados por resfriamento rapido seguido de
decapitacdo e fixados em formolaldeido 10% tamponado para posterior andlise
histoldgica.

Amostras de animais com 56 dpf foram utilizadas para quantificacdo de expressao de
genes especificos de diferenciacdo sexual atraveés de gRT-PCR (n=12 por grupo em
triplicata). As amostras de animais adultos com 90 e 120 dpf, foram utilizadas tanto
para quantificacdo de hormonios por ELISA (n=10 por grupo em duplicata) quanto para
avaliar a expressdo de genes especificos envolvidos nos processos de determinacéo e

diferenciacdo sexual por gRT-PCR (n=12 por grupo em triplicata).
1.4 Pardmetros Embrionérios

Os animais foram mantidos em pocos dentro de aquarios com diferentes
temperaturas e avaliados em relacdo a diversos parametros. A avaliacdo das taxas de
eclosdo e sobrevivéncia dos animais dos diferentes grupos foi realizada por
acompanhamento diario em estereomicroscopio ao longo de 7 dpf para as taxas de

eclosdo e sobrevivéncia (n= 50 por grupo). Esta avaliacdo foi realizada de forma
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paralela com e sem manipulacdo do experimentador a fim de identificar se a
manipulacdo diaria poderia influenciar os parametros avaliados, uma vez que tanto o
rompimento do corion como eventuais lesdes sdo possiveis decorréncias da
manipulacdo. Os grupos sem manipulacdo foram avaliados diretamente no recipiente
moradia enquanto os com manipulagdo eram transferidos para outro recipiente para
cada andlise. EmbriGes mortos foram descartados imediatamente quando detectados. A
morfologia dos embrides com 24 e 48 hpf e os batimentos cardiacos de embribes com
48 hpf e larvas com 120 hpf, também foram monitorados sob estereomicroscopio
invertido (Nikon, Melville, USA) (n= 30 por grupo) por 60 segundos. Todas as analises
foram realizadas em triplicata, em dias diferentes para minimizar possiveis fatores

interferentes.

A morfologia de larvas com 14 dpf e juvenis com 21 e 28 dpf foram avaliadas
principalmente quanto as caracteristicas externas apresentadas. As caracteristicas
avaliadas foram o desenvolvimento e divisdo da bexiga natatdria e o tamanho corporal

(n=5 por grupo em triplicata).
1.5 Analise Histoldgica

Em larvas e juvenis, a histologia foi realizada para avaliar 0 momento em que tem
inico os processos de determinacdo e diferenciacdo gonadal e verificar a influéncia da
temperatura nestes mecanismos. A analise histolégica em adultos foi feita para
confirmar o sexo dos animais e correlacionar com as caracteristicas externas de
dimorfismo sexual. Os troncos dos animais com 14 até 77 dpf (n=5 por grupo) apds
fixados, passaram por um processo de desidratacdo através da imersdo em alcool com
uma série de concentracBes graduais e, posteriormente por um processo de diafanizagdo
em xilol, seguido de impregnacdo em parafina (emblocamento). Os blocos foram
cortados a 4 um em um micrétomo (Lupetec, modelo MRP-09) e as laminas coradas

com hematoxilina e eosina (HE) e montadas com Entellan®.
1.5.1 Dissecacao de gbnadas em adultos

Animais adultos com 120 dpf, foram eutanasiados por resfriamento répido,
fotografados e suas gonadas foram retiradas (n= 10 por grupo). As gbnadas foram
retiradas da cavidade celomatica, com uma tesoura pequena de incisao, através de uma
incisdo ventral a partir da abertura urogenital em direcdo a cabeca [25]. Apos, foram

fixadas em formaldeido 10%, seguindo a técnica descrita acima no item 1.5.
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1.5.2 Analise histoldgica das gbnadas

As gonadas foram fotografadas em microscopio optico (Olympus CX41 e camera
Olympus U-SPT, Japan), e caracterizadas de acordo com Maack e Segner [6]; Okuthe et
al.[26] e The Zebrafish Book [27]. As gbnadas de juvenis foram analisadas e sexadas
com base na configuracdo do tecido e na composicdo das células germinativas nos
diferentes estagios de desenvolvimento, e nos adultos foram analisados os diferentes

estagios do ovéario nas fémeas e nos machos a presenga de tabulos seminiferos.
1.6 Real Time RT-PCR (qRT-PCR)

Para 0 qRT-PCR foram obtidas amostras de troncos de animais com 56 dpf (pool de
5 animais, n= 4 em triplicatas), e de gbnadas de animais adultos (pool de 3 fémeas e 5
machos, n= 2 em triplicatas), congeladas em nitrogénio liquido, acondicionadas com
300 ul de Trizol (Invitrogen) e armazenadas em freezer -80 °C. O RNAm foi isolado
conforme Nery et al. [28] e o cDNA sintetizado com o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits. A pureza do RNA foi quantificada usando nanodrop
(ThermoScientific) e as amostras foram testadas por eletrofose em gel de agarose 1,0%

com corante de acido nucleico (Biotium).

Para todos os genes, o gRT-PCR foi realizado usando SYBR green qPCR supermix-
UDG (Invitrogen). Para reac6es padrdo foi utilizado um total de 25 pl, sendo: 12,5 ul do
mix, 1 pl de primer (F+R), 10,5 ul de 4gua e 1 pul de cDNA. As sequéncias dos primers
para 0s genes constitutivos foram descritas previamente por McCurley e Callard [29], e
0s primers para os genes alvo foram desenhados usando a ferramenta do genbank,
através do PrimerBlast. As curvas de amplificacdo e dissociacdo geradas a partir de

software serdo usadas para analise da expressdo do gene.

Os valores do limiar do ciclo serdo obtidos para cada gene. Seguindo a exclusdo das
amostras nao-amplificadas, os dados brutos da fluorescéncia serdo exportados para o
software LinRegPCR 12.x para determinar a eficiéncia da amplificacdo do PCR em

cada amostra. A eficiéncia do PCR de cada amostra junto com os valores do limiar do
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ciclo serd usada para calcular o valor da expressdo relativa do gene para cada transcripto
[28].

Os genes alvo avaliados foram o Sox9, Dmrtl, Dax1, vtg (vitelogenina) e cypl9a

(aromatase), bem como os constitutivos beta-actin e elfa (efl-a), conforme Tabela 1.
1.7 ELISA

Amostras de animais adultos (5 machos e 5 fémeas de cada grupo) com 90 dpf foram
coletadas e armazenadas individualmente. Cada animal foi eutanasiado por resfriamento
rapido e teve a cabeca e nadadeira caudal retiradas e o restante do copo foi pesado.
Apos colocado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -20°C. O processamento
das amostras foi realizado seguindo o método descrito por Fraz et al., 2018 [17], com
adaptacdes. Para cada animal pesado foi calculado o valor para adicdo de solucdo de
PBS pH 7,2 + 1. Ap0s, cada amostra foi homogeneizada e 1 mL da solucdo foi
transferida para um novo tubo, a este tubo foi adicionado 3 mL de éter etilico,
congelado em nitrogénio liquido e a porcdo descongelada transferida para um novo
tubo, esta ultima etapa foi repetida trés vezes e, ao final as amostras permaneceram
secando em banho maria a 37°C. Kit de ELISA para Testosterona (Kit Testosterone,
Enzo Life Science, Catalog n° ADI-900-065) foi utilizado seguindo as instrugdes do
fabricante. Kits de Estradiol, Progesterona, FSH e LH estdo sendo analisados e 0s
resultados serdo adicionados antes da submissdo do artigo. Todos padrdes e amostras

foram executados em duplicata [30].
1.8 Proporcéo Sexual

Para a determinacdo da proporcao sexual foram utilizados apenas individuos adultos
(120 dpf). Cada animal foi eutanasiado por resfriamento rapido e a cavidade celomatica
foi aberta, com uma tesoura pequena de incisdo, por uma incisdo ventral a partir da
abertura urogenital em direcdo a cabeca [25] e, as gbnadas foram observadas para

confirmacéo do sexo.

Os animais amostrados foram aproveitados para utilizacdo em outros testes, como
ELISA e qRT-PCR. A proporcdo sexual foi estabelecida pelo quociente entre o nimero
de machos e fémeas e calculada através do teste chi-quadrado no programa Graphpad

Prism, versao 6.0.
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1.9 Anélise Estatistica

As taxas de eclosdo e sobrevivéncia foram analisadas pelo teste de Kaplan-Meier.
Dados de frequéncia cardiaca e comprimento do corpo foram avaliados por ANOVA de
uma via seguido por teste post-hoc de Tukey. O teste chi-quadrado foi utilizado para
calcular a proporc¢éo sexual entre 0s grupos expostos a diferentes temperaturas.

Todas as andlises foram feitas usando o softaware Garphpad Prism, versdo 6. Para
todas as comparacdes, foi definido o nivel de significancia como p<0,05 e os dados sdo

apresentados com média + desvio padrao.

2. RESULTADOS
2.1 Parametros Embrionarios

2.1.1 Taxas de Eclosao e Sobrevivéncia

Para quantificacdo das taxas de eclosdo e sobrevivéncia foi utilizado o teste de
Kaplan-Meier. Como esperado, os embrides expostos a temperaturas mais baixas
(24°C), apresentaram um desenvolvimento mais lento se comparado com os embrides
mantidos em altas temperaturas (30°C) e na temperatura referéncia (28°C), tanto nas
taxas de eclosdo quanto sobrevivéncia (p<0,0001 para ambos). Os embriGes expostos a
temperatura de 24°C, quando manipulados comecaram a eclodir a partir de 72 hpf
(50%), enquanto que os animais mantidos nesta temperatura que nao tiveram nenhum
tipo de manipulacdo sairam do corion a partir de 120 hpf (55%), chegando até 144 hpf
para muitos individuos. J& os embrifes expostos a temperatura referéncia (28°C) em
ambas situacdes com e sem manipulacdo, em sua maioria estavam fora do corion com
72 hpf (82% e 93%, respectivamente), e a partir de 120 hpf ja apresentam a boca em
estagio inicial de desenvolvimento, com algumas larvas iniciando sua alimentacdo. A
eclosdo dos embrides mantidos na temperatura de 26°C inicia com 72 hpf (94% com
manipulacdo e 20% sem manipulacdo), enquanto que em 30°C inicia com 48 hpf,
eclodindo mais cedo os animais que ndo foram manipulados (92%). Conforme

manipulagéo o tempo de ecloséo altera (Figura 1 A-B).

Em relacdo a taxa de sobrevivéncia, quando ndo houve manipulagdo, os animais
mantidos na temperatura de 24°C sobreviveram menos, enquanto que em 26°C, 0s

animais que foram manipulados tiveram menor taxa de sobrevivéncia (p<0,0001)
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(Figura 1 C-D). De modo geral, a sobrevivéncia pode ser influenciada por outros
parametros que ndo envolvem a manipulacdo e, assim ndo terem diferenca entre 0s

grupos mantidos em diferentes temperaturas ao longo de 7 dpf.

2.1.2 Batimentos Cardiacos

Para avaliar a frequéncia cardiaca foi usado o teste ANOVA. Houve diferenga
significativa entre os grupos em relacao a frequéncia cardiaca de embrides com 48 hpf e
larvas com 120 hpf (p<0,0001 para ambos). Tanto embrides quanto larvas mantidas na
temperatura de 24°C apresentaram a frequéncia cardiaca mais baixa quando
comparados aos mantidos a temperatura referéncia (28°C). No grupo mantido a
temperatura de 26°C a frequéncia cardiaca mostrou-se um pouco mais baixa do que a
controle, enquanto que na temperatura mais alta (30°C), poucos animais apresentaram

uma frequéncia cardiaca mais rapida do que os animais referéncia (Figura 2).
2.1.3 Morfologia

A avaliacdo morfoldgica e identificacdo de potenciais alteracGes teratogénicas foi
realizada em embriGes com 24 e 48 hpf (n=20 em duplicata) e comparada com o padréo

morfoldgico de estagiamento da espécie descrito por Kimmel [31].

A anélise de embrides com 24 hpf demonstrou que aqueles mantidos a temperatura
mais baixa (24°C) apresentaram 14 somitos, 0 mesmo apresentado por embrides com 16
hpf mantidos em temperaturas de 28°C, bem como, vitelo semelhantes a embrides com
18 hpf. Estes dados demonstram um atraso no desenvolvimento destes animais em
baixas temperaturas quando comparados com embrifes mantidos a 28°C. Embrides
mantidos em 26°C apresentaram 22 somitos, correspondendo a animais com
aproximadamente 22 hpf, demonstrando um pequeno atraso no desenvolvimento. Nos
embrides mantidos a 28°C com 24 hpf observou-se o inicio da pigmentacdo da pele e da
retina, globulos vermelhos no vitelo e batimentos cardiacos, correspondendo com as
caracteristicas de animais com 24 horas mantidos nesta mesma temperatura em outros
laboratdrios. Animais mantidos a 30°C ja apresentam a retina pigmentada, evidenciando

caracteristicas de um pouco mais desenvolvidas do que embrides de 24 hpf mantidos na
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temperatura padrdo descrita por Kimmel [31], mas sem caracteristicas de embrides com
30 hpf (Figura 3).

Embrides com 48 hpf mantidos a temperatura de 24°C apresentam caracteristicas de
animais com 36 hpf, com pigmentacéo da cauda e preenchimento da faixa ventral, bem ,
como, forte circulagdo e pericardio ndo inchado, demonstrando ainda um atraso no
desenvolvimento embrionario. Embrides de 48 hpf mantidos em 26°C possuem aspecto
similar aos de 42 hpf, na tabela de estagimento usada como referéncia, com a faixa
dorsal completa e pericardio proeminente. Os embrifes da temperatura de 28°C
apresentaram caracteristicas comuns com 48 hpf, com repouso dorsal para cima e
cabeca amarela na regido posterior. Os embrides de 48 hpf mantidos a 30°C, por sua
vez, demonstraram ser mais desenvolvidos do que os com 48 hpf, mas ndo apresentam
caracteristicas avancadas de embrides com 60 hpf, ocorrendo um desenvolvimento

embrionario um pouco acelerado (Figura 4).

Larvas com 14 dpf e juvenis com 21 e 28 dpf (n= 5 por grupo em triplicata) também
foram avaliados quanto a morfologia externa. Zebrafish de 5 até 18 dpf apresentam o
formato do corpo de larva, e a partir de 21 dpf os animais comecam a apresentar as
nadadeiras bem definidas. Com 14 dpf, 100% dos animais em todos 0S Qrupos
apresentaram a bexiga natatoria com cavidade Unica. Com 21 dpf, sendo mantidos nas
temperaturas de 28°C e 30°C, 40% dos animais analisados comecgaram a apresentar a
bexiga natatéria dividida em duas cavidades. Com 28 dpf o zebrafish j& demonstra
caracteristica de juvenis, sendo que a maioria dos animais (95%) possui a bexiga
natatdria dividida em duas cavidades, em todas as temperaturas experimentais (Figura
5).

O comprimento do corpo de larvas de 14 dpf e juvenis com 21 e 28 dpf
apresentaram diferencas entre os grupos mantidos em diferentes temperaturas. Larvas
com 14 dpf mantidas em temperaturas mais baixas (24°C) possuem 0 cOrpo menor em
comparag¢do com 0s outros grupos (p=0,007). Juvenis com 21 dpf ndo demonstraram
diferencas em relagdo ao comprimento do corpo entre os grupos (p=0,0609) enquanto 0s
animais com 28 dpf apresentam tamanhos semelhantes entre os grupos, exceto na
temperatura de 24°C na qual, alguns individuos eram menores, embora esse efeito ndo

tenha sido estatisticamente significativo (p=0,5156) (Figura 6).
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2.2 Histologia das gonadas de larvas, juvenis e adultos

A histologia confirmou que o zebrafish, no inicio do seu desenvolvimento, passa por
uma fase de hermafroditismo, apresentando génadas bipotentes até os 35 dpf, com todos
os individuos apresentando gbnadas com caracteristicas femininas. Apos este periodo,
ocorre a determinacdo do sexo e inicia a diferenciacdo sexual em macho ou fémea,
normalmente entre 42 dpf e 49 dpf. Com 77 dpf, os animais ja apresentam o sexo
definido, e aos 90 dpf ja estdo aptos para reproduzir, apresentando dimorfismo sexual
através de caracteristicas externas (Figura 7). Em temperaturas mais altas (30°C), a
diferenciacdo sexual ocorre de forma precoce em muitos individuos, enquanto que em
24°C essa diferenciacdo ocorre de forma tardia se comparado aos animais criados a
26°C e 28°C.

2.2.1 Fase de hermafroditismo

Nos animais que ainda ndo tiveram o sexo definido (14 dpf até 35 dpf), hé& presenca
de trés tipos de células germinativas: odcitos tipo 1, odcitos tipo 2 e odbcitos
perionucleolares. De acordo com a literatura, sugere-se que as gonadas dos individuos
que apresentam odcitos tipo 1 e tipo 2, podem ser considerados ovarios presuntivos
(indiferenciados), ou seja, mais tarde podem degenerar e se tonar testiculos. Ja os
individuos que apresentam em suas gdnadas os trés tipos de células germinativas
(odcitos tipo 1 e tipo 2 e odcitos perionucleolares), podem ser considerados como
ovarios [6]. Neste trabalho a fase de hermafroditismo foi considerada apenas como
gbnadas indiferenciadas, sem classificar possiveis fémeas ou machos. Esta fase foi

avaliada em etapas sucessivas e caracterizada, como segue.
14 dias pés-fertilizacdo (2 semanas)

Nessa fase o zebrafish apresenta células germinativas localizadas em uma pequena
porcdo ao final da bexiga natatéria, em vista lateral, sendo denominadas de células
germinativas primordiais indiferenciadas (PCGs). Estas caracteristicas foram
encontradas nos quatro grupos experimentais e ndo apresentaram diferencas nas

caracteristicas das células gonadais.
21 dias pos-fertilizagdo (3 semanas)

As células germinativas permanecem como um pequeno grupo de células ao final da

bexiga natatoria. Estas células apresentam um numero pequeno de células germinativas
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em proliferacdo e gdnadas aparentemente com atividade mitdtica. Nos animais que
apresentam a bexiga natatdria dividida em duas porcGes, as gbnadas, em vista lateral,
localizam-se na parte ventral da segunda porcdo da bexiga natatoria. Aparentemente
estdo em estagio inicial de proliferacdo, apresentando oogonias em transformacéo e
células com atividade mitdtica. Em vista ventral, aparecem em par, rodeando a bexiga

natatoria (Figura 8).

Nessa fase 33% dos animais mantidos a temperatura mais alta de 30°C, apresentaram
gbnadas com atividade meiotica, caracteristica de animais com 28 dpf, comparado com
0s animais utilizados como referéncia. Nos outros grupos experimentais as ceélulas ainda

apresentavam atividade mitotica.
28 dias pos-fertilizagdo (4 semanas)

Nessa fase a gbnada geralmente fica localizada do final da primeira porcédo até a
metade ou ao final da segunda por¢do da bexiga natatéria. Apresentam células tipo 1 e
tipo 2, e odcitos perionucleolares. Em alguns animais mantidos as temperaturas de 28°C
e 30°C, as gbnadas apresentam um aumento de tamanho dos odcitos perionucleolares,
caracteristica normalmente encontrada em animais com 35 dpf. Em 24°C e 26°C o0s

6ocitos perionucleares permaneceram sem aumento de tamanho.
35 dias pos-fertilizacéo (5 semanas) — periodo de determinacdo sexual

Nos animais nesta fase de desenvolvimento, a gonada geralmente fica localizada do
inicio até o final da segunda porcao da bexiga natatéria. A gbnada apresenta aumento de
tamanho dos od0citos perionucleolares, alguns densamente compactados e bem
diferenciados e inicio de atividade meidtica, bem como alguns odcitos tipo 1 e tipo 2.
Os animais mantidos em 24°C e 26°C os odcitos perionucleares tiveram aumento de
tamanho e iniciaram o processo de compactacdo. Nos animais em 28°C e 30°C os
odcitos ja estdo bem compactados e diferenciados, sendo ainda que, em 30°C alguns
animais ja apresentam caracteristicas de possiveis gbnadas masculinas, com os odcitos

entrando no processo de degeneracao.

A partir dos 35 dpf, a gbnada fica localizada do inicio ao fim da segunda porgéo da

bexiga natatoria.

38



2.2.2 Diferenciacao sexual

Com 42 dpf (6 semanas) as gbnadas ja estdo em processo de diferenciacdo, e ja
apresentam caracteristicas de machos e fémeas histologicamente. As fémeas apresentam
um grande aumento no nimero e tamanho dos odcitos perionucleolares, indicando o
inicio do estagio pré-vitelogénico. Enquanto os machos apresentam uma diminui¢cdo no

tamanho dos odcitos tipo 1 e tipo 2 e inicio do processo de degeneracdo das células.

Os animais mantidos em 24°C ainda apresentam aumento no tamanho dos odcitos,
mas sem o inicio do estagio pré-vitelogénico, quando comparados com 0s animais dos
outros grupos experimentais (26°C, 28°C e 30°C) que ja apresentam as células gonadais

mais desenvolvidas, com inicio das caracteristicas de machos e fémeas.

2.2.3 Definicédo do sexo

Com 49 dpf (7 semanas) o zebrafish apresenta o sexo definido e alguns individuos
ja apresentam as caracteristicas de dimorfismo sexual. Histologicamente as fémeas
apresentam génadas com od6citos perionucleolares bem diferenciados, indicando o inicio
do estagio pré-vitelogénico enquanto os machos apresentam génadas com células

indiferenciadas com grande processo de degeneracao.

Com 56 dpf (8 semanas) as fémeas ainda apresentam as gbnadas em estagio pré-
vitelogénico, exceto os animais mantidos a 30°C nos quais as fémeas mostram

caracteristicas mais desenvolvidas e células em estagio vitelogénico.

Aos 63 dpf (9 semanas), fémeas de todos 0s grupos experimentais apresentam
gbnadas com células em estagio vitelogénico. Nessa fase, no ovario estdo evidentes a
oogonia, 0s oo6citos perionucleolares, o6citos alveolares corticais, o00citos pré-
vitelogénicos e odcitos vitelogénicos (Figura 9-A), e no testiculo ha presenca de
espermatog6nia, 0s espermatdcitos (primarios e secundarios) e as espermatides (Figura
9-B).

2.2.4 Dimorfismo Sexual

Aos 77 dpf (11 semanas) o zebrafish ja apresenta gdbnadas bem desenvolvidas, tanto
nas fémeas quanto nos machos e apresenta caracteres externos de dimorfismo sexual
facilmente identificaveis para o experimentador treinado. O dimorfismo sexual pode ser
percebido tanto na coloracdo, quanto no formato do corpo, sendo estas as caracteristicas

mais utilizadas para diferenciar fémeas e machos nesta espécie. Ha ainda uma outra
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caracteristica que vem sendo utilizada que é a propor¢do da papila genital. Sua

visualizagdo, contudo, é dificil quando os peixes estdo em movimento.

As fémeas apresentam uma coloracdo prateada, e o corpo arredondado na parte
ventral, devido a presenca dos ovos. Além disso, as fémeas maturas sexualmente
apresentam uma papila genital, que nada mais é do que uma estrutura proeminente
anterior a nadadeira anal, transparente e que cobre a regido uro-genital. O ovario é um
orgdo par, localizado bilateralmente entre a cavidade abdominal e a bexiga natatoria, e
em vista lateral, o ovéario fica por cima da bexiga natatdria (externamente) e

histologicamente a gbnada fica abaixo da bexiga natatoria (Figura 10-A).

J& 0os machos apresentam uma coloracdo rosada no corpo, principalmente apos a
alimentacéo e coloracdo dourada ou avermelhada nas nadadeiras, mais notavelmente na
nadadeira anal. O corpo dos machos possui uma forma de torpedo, sem apresentar
saliéncia na regido ventral. Os machos ndo apresentam a papila genital proeminente
como as fémeas. O testiculo é um o6rgéao par, localizado bilateralmente entre a cavidade
abdominal e a bexiga natatoria, e em vista lateral, o testiculo fica abaixo da bexiga
natatoria tanto externamente quanto histologicamente (Figura 10-B).

2.3 Real Time gRT-PCR

Machos e fémeas adultos bem como animais com 35 dpf foram utilizados para
padronizar o PCR real time. Primeiramente os primers foram testados através de uma
PCR convencional através de eletroforese em gel de agarose 1,0% e as respectivas
amostras testadas (machos, fémeas e juvenis) tiveram resultados que sugeriram uma
provavel contamina¢do no momento da extracdo do RNA. Testes para ajustar de modo
ideal a PCR real time continua sendo realizado e sera adicionado aos resultados antes da

submissao.
2.4 ELISA

A padronizacdo dos kits de ELISA humanos ja foi realizada e funcionou de forma
efetiva para a espécie. Analises finais estdo sendo realizadas e os resultados obtidos

serdo adicionados antes da submissao deste manuscrito.
2.5 Proporcao sexual

Para a proporcdo sexual foram utilizados apenas animais adultos com 0 sexo

confirmado pela analise das génadas, sendo amostrados aproximadamente 100 animais
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por grupo, exceto o grupo exposto a temperatura de 30°C, com menos animais
analisados (Tabela 2). O teste chi-quadrado demonstrou que houve diferenca na
proporcdo sexual dos grupos mantidos em diferentes temperaturas (p= 0,0182;
¥?=10,04).

Observou-se que 0s animais mantidos a temperatura de 24°C apresentaram uma
quantidade relativamente maior de machos (56%). Do mesmo modo, 0s animais
mantidos em 26°C e 28°C, apresentaram maior proporcdo de machos (65% e 68%,
respectivamente). J& os animais mantidos a 30°C demonstraram quase uma proporgao

sexual ideal, ou seja, de 1:1, com 51% de fémeas e 49% de machos (Figura 11).

3. DISCUSSAO

O zebrafish vem sendo utilizado nas Gltimas décadas como um importante animal
modelo nas areas de neurofisiologia e biomedicina, bem como aplica¢gdes na industria
farmacéutica. Como o zebrafish é uma espécie que vem sendo utilizada em laboratorios
hd algum tempo, técnicas de reproducdo e condicdes de criacdo j& foram bem
estabelecidas [32]. Estas, somadas a conservacdo de aspectos fisiologicos e genéticos da
espécie permitem que os resultados obtidos sejam translacionais para vertebrados mais

complexos e humanos [33].

Mesmo com tantos estudos empregando o zebrafish, pouco se sabe sobre o real papel
da temperatura sobre diversos mecanismos fisioldgicos de diferenciacdo sexual destes
animais. Também se sabe pouco sobre como a temperatura influencia o
desenvolvimento sexual nestes animais em condi¢Ges de manutencdo estabelecidas para
biotérios [11]. Este pouco conhecimento é ainda comprometido pelas diferencas de
linhagens utilizadas nos estudos e condi¢fes nas quais os animais sdo mantidos, além do
tempo de duracdo da exposicdo a determinada temperatura [34], o que leva a muitas
duvidas de como 0 sexo e a temperatura podem influenciar no restante dos dados

analisados ou pretendidos.

Para Westerfield [23], as comparacOes de embrifes criados em diferentes

temperaturas devem ser feitas com cautela, pois ndo ha garantia de que todas as
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caracteristicas do embrido alterem de maneira coordenada com suas taxas de
desenvolvimento quando a temperatura é alterada. No entanto, os embrifes parecem
desenvolver-se normalmente se forem mantidos dentro de um intervalo de variacdo de
cerca de 8°C, entre 22°C e 33°C. Incuba-los por longos periodos acima ou abaixo
desses extremos pode produzir anormalidades. Segundo ele também, a temperatura ideal
para se criar o zebrafish é a 28,5°C, em uma densidade de 5-10 embrides por ml.

De acordo com o presente trabalho, animais criados em temperaturas diferentes
da considerada ideal para a espécie (28°C), também conseguem sobreviver e se
desenvolver, sem anormalidades anatbmicas evidentes. Quando criados em
temperaturas um pouco mais baixas, em 24°C, no inicio do desenvolvimento ocorre um
atraso na eclosdo, no desenvolvimento de caracteristicas anatbmicas consideradas
padrdo para a espécie, na frequéncia cardiaca e no processo de desenvolvimento sexual.
Enquanto a temperaturas mais altas, de 30°C, eles conseguem se desenvolver e crescer
de forma mais répida.

Em temperaturas consideradas, desta forma, normais (28,5°C), os embrides
eclodem ateé o terceiro dia, 48-72 hpf, e ap06s a eclosao ja podem ser chamados de larvas.
Durante o periodo de eclosdo, o embrido continua a crescer na mesma taxa que
anteriormente, e ao final do periodo de eclosdo a boca se projeta para além do olho, e se
abre [23]. Abozaid et al. [10] expds os embriGes a temperatura de 35°C e descreveu
que quanto mais elevada a temperatura menor foi a taxa de eclosdo e sobrevivéncia dos
embrides. Estes resultados estdo em oposicd aos do presente estudo, no qual
observamos diferencas nas taxas de eclosdo e sobrevivéncia de embriGes expostos a
temperaturas mais elevadas (30°C), nos quais o desenvolvimento foi acelerado, em
temperaturas mais baixas (24°C) o desenvolvimento foi retardado.

A TSD neste animal modelo ja esta bem documentada por diversos trabalhos,
porém alguns autores ainda acreditam que o sexo do zebrafish se define por fatores
genéticos e que este apresenta um sistema de cromossomos sexuais XY [5], no qual a
temperatura seria apenas uma consequéncia apresentando um efeito térmico sobre a
GSD. [8,35].

Zebrafish juvenis s@o considerados peixes protogénicos, que passam por um
periodo inicial de hermafroditismo, pois apresentam go6nadas indiferenciadas
semelhantes a ovarios. Apés 30 dpf todos os odcitos desaparecem e inicia-se 0

desenvolvimento dos espermatdcitos. O desaparecimento dos oocitos é atribuido a
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apoptose, ou seja, morte celular programada destas células, o que inicia entdo a
formacao dos testiculos [3,5,6,9].

Segundo Uchida et al. [5], os ovarios em zebrafish entre 15 e 19 dpf
provavelmente sofrem perda programada dos odcitos durante a diferenciacdo ovariana
para eliminar odcitos desnecessarios do ovéario. No trabalho de Uchida et al. [5] a
diferenciacdo sexual inicia entre 21 e 23 dpf e com 40 dpf os individuos mantidos a
28,5°C ja estdo todos com o sexo definido. Estes dados se assemelham com os do
presente trabalho, no qual os juvenis com 35dpf iniciam o0 processo de determinacao

sexual e com 42 dpf os animais iniciam a diferenciagao sexual.

Alguns estudos sugerem que o choque térmico e a pressao hidrostatica se ocorrer
durante o estagio inicial de desenvolvimento gonadal do embrido, podem resultar em
populagdes com mais machos, devido a reversdo sexual causada por estressores
ambientais externos, pois estes fatores induzem a apoptose de varias células e podem
estar envolvidos também na apoptose dos o06citos durante o processo de diferenciacdo
sexual. [5,36,37,38]. Como neste trabalho os embriGes foram mantidos em diferentes
temperaturas desde o inicio do desenvolvimento, ndo se imagina haver efeitos por
choque térmico, mas identificamos alteragdes na proporcdo sexual prevista de 1:1
principalmente em temperaturas consideradas ideias (26°C e 28°C) para se manter o

zebrafish.

Nos trabalhos de Uchida et al. [5,9], foi demonstrado que juvenis geneticamente
modificados para fémeas, quando mantidos em temperaturas elevadas, como 35° e
37°C, resultam em uma alta propor¢do de machos, de 68,8% e 100%, respectivamente.
Porém, quando os autores expuseram animais selvagens as mesmas temperaturas com
15 e 25 dpf, ndo foram observadas mudancas na proporcdo sexual das populagdes
(dados ndo publicados, como indicado por Uchida et al .[9]). Em contraponto aos
achados de Uchida et al.[5,9], Sfakianakis et al. [8] observou que embrides de
zebrafish expostos a temperaturas de 22°, 25°, 28° e 31°C, demonstrou que quanto mais
elevada a temperatura de exposi¢cdo, maior € a propor¢do de fémeas e baixas
temperaturas levam a masculinizagdo da populagdo. Segundo Sfakianakis [8]
temperaturas abaixo de 22°C e acima de 34°C sdo consideradas temperaturas extremas,
nédo sendo possivel criar o zebrafish em condi¢des normais. Porém, na natureza hd uma

grande variacdo nas taxas de temperaturas, entre 19°C e 39°C, sendo estes animais
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extremamente resistentes a estas condigdes [37], o que pode explicar a facilidade de
adaptacédo destes animais em diferentes condigdes ambientais.

Neste trabalho, a proporcdo sexual dos animais mantidos em temperaturas mais
baixas (24°C) demonstrou um aumento de machos em relacdo as fémeas, semelhante ao
achado por Sfakianakis et al. [8]. Em contrapartida, animais mantidos em temperaturas
consideradas ideais para a espécie (28°C), deveriam apresentam uma proporcao sexual
equilibrada, mas neste trabalho o achado foi um aumento na populacdo de machos em
ambas temperaturas de 26°C e 28°C, as mais utilizadas na maioria dos biotérios.
Diferentemente do achado por Uchida et al .[9], temperaturas mais altas apresentam
maior proporgdo de fémeas, sendo que neste trabalho os animais mantidos em 30°C
tiveram quase que uma proporcdo ideal. Talvez temperaturas acima de 30°C possam ter
uma propor¢do maior de fémeas, diferentemente do esperado por muitos autores.

Outro aspecto que difere entre os resultados é o desenho experimental de cada
trabalho, j& que neles os animais sdo expostos as diferentes temperaturas e periodos de
tempo em diferentes idades, o que impede uma comparacgdo direta dos achados. Nosso
estudo, manteve animais a diferentes temperaturas até a idade adulta para avaliar se
existe mudancas dréasticas durante o desenvolvimento sexual, usando temperaturas que
eles estdo acostumados na natureza. A maioria do observado em peixes foi através de
analises laboratoriais, muitas vezes usando temperaturas que a espécie ndo esta
acostumada na natureza, levando a resultados discrepantes.

O sexo do zebrafish pode ser alterado em juvenis por manipulagdes, como altas
temperaturas que transformam fémeas geneticamente em machos fenotipicos, ou
aqueles nos quais a proporc¢do de fémeas pode ser aumentada com um tratamento a base
de estradiol [9].

A diferenciacdo sexual das gbnadas também pode estar sob controle de
diferentes genes e hormdnios que estdo envolvidos neste processo, como € o caso da
enzima aromatase, a qual ja é conhecida por estar envolvida na regulacdo da
diferenciacdo dos ovarios [6].

A presente discussdo serd complementada a partir dos resultados obtidos das

analises que estdo em andamento antes da submissdo do artigo.
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Tabela 1. Sequéncia dos genes alvo e constitutivos utilizados para avaliar a expressdo génica através do
gRT-PCR.

Gene Sequéncia Referéncia

p-actina F: CGAGCAGGAGATGGGAACC McCurley e Callard [29]
R: CAACGGAAACGCTCATTGC

Eifa F: CTTCTCAGGCTGACTGTGC McCurley e Callard [29]
R: CCGCTAGCATTACCCTCC

F: TAGGCAGTCGCTCCATGTTG .
Dmrtl PrimerBlast
R: ACACGTTATGGCTGGACAGG

F: TTTGACCAATACCTCCCGCC

Sox9a PrimerBlast
R: AGGAACCGTAGCTGATGTGC

F: TCAAACCACATGCAAAGCCG .
NrObl (Dax1) PrimerBlast
R: GTCCGCTCGTTAAAATCCGC

F: AGGTCAAGTTCAAGTTCAAGTCA

Vg PrimerBlast
R: AACAGCACGGGCGATGATAC

F: CTATTCTGGTGGCTCTGCTGTCT

Cyp1da R: GTTGTTGGTTTGCGGGATG PrimerBlast
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Figura 1. Comparacéo das taxas de eclosdo e sobrevivéncia entre os diferentes grupos experimentais,
com e sem manipulacdo dos animais pelo experimentador ao longo de 7 dias pos-fertilizagdo. Teste de
Kaplan-Meier. A- taxa de eclosdo com manipulacdo; B- taxa de eclosdo sem manipulagéo; C- taxa de

sobrevivéncia com manipulacéo; D- taxa de sobrevivéncia sem manipulagdo (p<0,0001; n=50).
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Figura 2. Comparacdo da frequéncia cardiacas entre os grupos mantidos em diferentes temperaturas em
animais com 48 e 120 horas pos-fertilizacdo. Teste ANOVA. A- embrides com 48 horas pés-fertilizacéo;

B- larvas com 120 horas pos-fertilizagdo (p<0,0001; n=50).
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Figura 3. Morfologia dos embriGes com 24 horas pos-fertilizagdo nos diferentes grupos experimentais,
seguindo a descri¢do de estagiamento de Kimmel, 1995. A- Embrido mantido na temperatura de 24°C
apresentando desenvolvimento tardio e com caracteristicas de embrides com 16 e 18 hpf; B- Embrido
mantido na temperatura de 26°C com caracteristicas de embrido com 22 hpf; C- Embrido mantido na
temperatura de 28°C com 24 hpf, D- Embrido mantido na temperatura de 30°C apresentando
caracteristicas de mais de 24 hpf e menos de 30 hpf (n=20). (Fonte: Kimmel [31]).
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Figura 4. Morfologia dos embrides com 48 horas pés-fertilizagdo nos diferentes grupos experimentais
seguindo a descricdo de estagiamento de Kimmel, 1995. A- Embrido mantido na temperatura de 24°C
com caracteristicas de embrido com 36 hpf; B- Embrido mantido na temperatura de 26°C apresentando

caracteristicas de embrido com 42 hpf; C- Embrido mantido na temperatura de 28°C com 48 hpf; D-
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Embrido mantido na temperatura de 30°C com caracteristicas de embrido com menos de 60 hpf (n=20).
(Fonte: Kimmel [31]).

Figura 5. Comparagdo da morfologia externa de larvas com 14 dias pés-fertilizacdo (A-D) e juvenis com

21 dias pos-fertilizagdo (E-H) e 28 dias pos-fertilizagdo (I-L) quanto a divisdo da bexiga natatoria nas
diferentes temperaturas experimentais (n=5 em triplicata). A,E,I = mantidos na temperatura de 24°C;
B,F,J mantidos em = 26°C; C,G,K = mantidos em 28°C; D-H-L = mantidos em 30°C.
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Figura 6. Comparacdo entre o comprimento do corpo de larvas com 14 dias pés-fertilizacdo e juvenis
com 21 e 28 dias pos-fertilizacdo nas diferentes temperaturas experimentais. Larvas com 14 dpf
apresentaram diferencas significativas no tamanho do corpo em animais mantidos na temperatura de 24°C
e 26°C. Juvenis com 21 e 28 dpf ndo apresentaram diferengas significativas no tamanho do corpo nos
diferentes grupos experimentais. (14 dpf p=0,0070; F(, [, ) = 2,44; 21 dpf p=0,0609;
F(z 1 ¢ )=3.011; 28 dpf p=0,5156; F(5 [1; ¢ )=0,7927; n=5 em triplicata).
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histologia e mantidos na temperatura usada como referéncia (28°C). De 21 dpf até 35 dpf as gbnadas
podem ser consideradas como indiferenciadas com caracteristicas de gonadas femininas; Apés 35 dpf

Figura 7. Esquema mostrando o processo de desenvolvimento sexual de zebrafish analisados através de



ocorre a determinacao do sexo e a partir dos 36 dpf até 48 dpf se da inicio a diferenciacdo das gonadas em

machos e fémeas; apds 49 dpf o sexo ja esta definido e com 77 dpf os animais comegam a desenvolver

caracteristicas externas de dimorfismo sexual.

Figura 8. Histologia das gbnadas de animais com 21 dias pds-fertilizacdo mostrando a localizagdo das

mesmas. A — Em vista lateral com células gonadais localizadas abaixo da segunda metade da bexiga
natatoria; B- vista ventral com células gonadais aparecendo em par, rodeando a bexiga natatoria. Ambas

as fotos séo de animais mantidos na temperatura de 30°C.

Figura 9. Gonadas de machos e fémeas com 63 dpf analisados por histologia e expostos a temperatura

de 28°C. A- gbnada de fémea mostrando a presenca de OAC = Odcitos alveolares corticais, OPV =
Odcitos pré-vitelogénicos, OV = Odcitos vitelogénicos; B- gbnada de macho com presenca de SGA =

espermatogonia, SPC = espermatocitos e SPD = espermatides.
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Figura 10. Caracteristicas de dimorfismo sexual em machos e fémeas adultos de zebrafish. A- Fémea,

mostrando a parte ventral com formato abaloado e a presenga do ovipositor bem como formato das
gbnadas; B- Macho, mostrando o corpo em forma de torpedo sem o ovipositor e com o formato da

gbnada.

Tabela 2. Quantidade de animais adultos utilizados para calcular a propor¢do de machos e fémeas e
respectiva proporcdo sexual através do teste chi-quadrado (ideal 1:1). Os animais mantidos na
temperatura de 24°C tiveram uma propor¢do de 0,76 fémeas para cada 1 macho. Em 26° e 28°C a
propor¢do ficou semelhante, 0,52 fémeas para cada 1 macho e 0,46 fémeas para cada 1 macho,

respectivamente. J& em 30°C a proporcéo foi de 1,02 fémeas para cada 1 macho.

24°C 26°C 28°C 30°C
Fémeas 53 45 42 44
Machos 70 86 91 43
Total 123 131 133 87
Proporgao sexual | 0,76:1 0,52:1 0,46:1 1,02:1
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Figura 11. Propor¢do sexual de machos e fémeas adultos mantidos em diferentes temperaturas ao longo
de 4 meses pos-fertilizagdo através do teste chi-quadrado. (p= 0,0182; [12=10,04). Animais mantidos na
temperatura de 24°C apresentaram maior propor¢do de machos, bem como os animais mantidos na
temperatura de 26°C e 28°C. J4 em 30°C, obteve-se quase uma propor¢do sexual, porém havia presenca

de mais fémeas.
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CAPITULO 2

Artigo Cientifico 2: “Determinagao sexual de natimortos de duas espécies de tartarugas
marinhas (Caretta caretta e Eretmochelys imbricata) através de analise histologica”

Highlights:

Diferenca na textura das gdnadas entre 0s sexos, mas nao entre as duas espécies;

e Em Caretta caretta parece existir uma relacdo entre o comprimento curvilineo
da carapaca com o tamanho das génadas de filhotes recém eclodidos;

e Em E.imbricata parece existir uma alta correlagdo entre o comprimento
curvilineo da carapaca e a distancia pré-cloacal,

e A proporgéo sexual, mesmo com um pequeno n amostral, apresentou um maior
namero de fémeas para ambas espécies.
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RESUMO

As tartarugas marinhas possuem a determinacdo sexual dependente da temperatura.
Durante o tempo de incubagdo dos ovos, ha um periodo termossensitivo no qual, ocorre
a diferenciacdo das gbnadas. A maturidade sexual ocorre em média aos 25 anos, antes
desse periodo, ndo ha dimorfismo visivel tornando a histologia a técnica mais
apropriada para determinacdo sexual. Este trabalho objetivou determinar o sexo de
individuos natimortos de duas espécies, Caretta caretta e Eretemochelys imbricata a
fim de correlacionar o tamanho da carapaca com o tamanho e o grau de
desenvolvimento das génadas e assim contribuir com novos parametros que possam ser
usados na determinacdo do sexo destes individuos em fases iniciais. As coletas foram
realizadas durante o periodo reprodutivo, (fevereiro a julho de 2018 e dezembro a
fevereiro de 2019), em Porto de Galinhas - Ipojuca/PE, através do monitoramento dos
ninhos realizado pela ONG Ecoassociados. Foram analisados até o momento dez
natimortos de E. imbricata pertencentes a nove ninhos, com idade entre 51 e 67 dias, e 4
natimortos de C. caretta de 2 ninhos, com idade entre 39 e 43 dias. Apés a coleta, 0s
natimortos foram fixados, fotografados e medidos. O plastrdo foi aberto e as gbnadas
foram retiradas e analisadas quanto a textura e a histologia. Foram feitas regressdes
lineares para correlacionar o comprimento curvilineo da carapaga com o tamanho das
gbnadas entre as duas espécies. Entre as espécies ha uma pequena diferenca em relagéo

ao tamanho das gdnadas, sendo que a maioria dos filhotes de C.caretta apresentaram
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um tamanho maior em relagéo a E.imbricata. Isto pode decorrer do fato de os filhotes
de C.caretta eclodirem antes, com aproximadamente 45 dias, enquanto que E.imbricata,
eclode com 50 dias ou mais. Quanto a analise macroscépica das godnadas, houve
diferenca na textura das mesmas entre 0s sexos, mas ndo entre as duas espécies. Os
achados histolégicos corroboram com o de outros autores. Os resultados ainda séo
preliminares, necessitando de um numero maior de individuos tanto para a
caracterizacdo morfoldgica e histologica das gbnadas quanto para tentar determinar uma

proporcédo sexual parcial dentro da populacdo amostrada.

Palavras-chave: biologia do desenvolvimento; gbnadas; tartaruga-cabeguda; tartaruga-
de-pente; morfologia.

INTRODUCAO

Assim como outras espécies de répteis, as tartarugas marinhas apresentam a
determinacdo sexual dependente da temperatura (TSD) [1]. Ao longo do periodo de
incubacdo dos ovos, que dura em torno de 60 dias dependendo da espécie, existe um
periodo termossensitivo, no qual ocorre a diferenciacdo das génadas (terco médio de
incubacdo) [2]. Ha ainda, uma temperatura determinante, chamada temperatura pivotal,
que resulta em uma proporgéo de 1:1, ou seja, 50% de fémeas para 50% de machos [3].
Se a temperatura durante o terco médio de incubacdo estiver mais elevada do que a
temperatura pivotal do ninho (acima de 31°C), entdo teremos prevaléncia de fémeas,
mas se a temperatura estiver mais baixa do que a temperatura pivotal, teremos um

namero maior de machos (entre 28 e 30°C) [4,5].

As tartarugas marinhas atingem a maturidade sexual tardiamente, em média aos 25
anos e a partir desse momento elas podem apresentar dimorfismo sexual, que se
caracteriza pelo maior comprimento da cauda e maior tamanho das unhas, nos machos.
Antes desse periodo, esse dimorfismo ndo € visivel, sendo ausente em filhotes e juvenis
[6,7].

Existe uma grande dificuldade de caracterizagdo sexual nos individuos deste grupo,
principalmente os jovens em estados de desenvolvimento prévios aos de acasalamento,

devido a auséncia de cromossomos sexuais heteromorficos [7,8,9], uma vez que 0s
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genes envolvidos tanto na determinacdo quanto na diferenciagdo sexual destes

organismos encontram-se distribuidos na cromatina.

Ha& ainda grande discussdo em relacdo a melhor técnica para se determinar o sexo
destes animais e a histologia continua sendo a mais apropriada, uma vez que, consegue
distinguir machos e fémeas em diferentes estagios de desenvolvimento e ndo se trata de
um método de coleta caro [7,10,11,12]. Porém em individuos vivos é considerado um
método invasivo, e quando realizada em animais mortos pode ser comprometida por
dificuldades como o estagio de decomposi¢do da carapaga e dos 6rgdos. Além disso, é
considerado 0 método mais preciso para sexar filhotes recém-nascidos [2,13,14],
permitindo estimar a proporcdo sexual regional e contribuindo para melhor

entendimento da biologia das tartarugas marinhas [7].

Estudos recentes tém demonstrando que também é possivel identificar o sexo de
filhotes e juvenis através de uma combinacdo de caracteres, avaliando a morfologia
externa das génadas [7]. As caracteristicas avaliadas sdo principalmente: o formato e o
tamanho das gonadas, a presenca de ducto paramesonéfrico e a fixagdo das gdnadas,
bem como a textura da superficie e a coloracdo das mesmas, sendo as ultimas

caracteristicas um pouco menos confiaveis para identificacdo sexual [7,15].

Nesse contexto, o presente trabalho determinou o sexo de individuos natimortos de
duas espécies (Caretta caretta e Eretemochelys imbricata) a fim de correlacionar o
tamanho da carapaca com o tamanho e o grau de desenvolvimento das gbnadas e assim
contribuir para o desenvolvimento de estratégias que permitam a caracterizagao sexual

destes individuos em fases iniciais.

1. MATERIAL E METODOS
1.1 Area de Estudo e Licencas

A érea de estudo localiza-se no municipio de Ipojuca, a 57 km de Recife, com
coordenadas geograficas de 08°24°06”S e 35°03°45”W. Apresenta 32 km de area
litornea, sendo que em 12 km ha monitoramento pela ONG Ecoassociados (instituicdo
que objetiva proteger e conservar as tartarugas marinhas no litoral sul de Pernambuco),
que vem registrando desovas de tartarugas marinhas nas praias de Muro Alto, Cupe,
Merepe, Porto de Galinhas, Maracaipe e Pontal de Maracaipe [16,17] (Figura 1).

60



Em Pernambuco, a principal espécie encontrada é a tartarga-de-pente (Eretmochelys
imbricata), cerca de 90% dos ninhos encontrados pertencem a esta espécie. Durante a
temporada reprodutiva que ocorre de outubro a julho, ninhos de outras trés espécies
também sdo registrados, dentre elas: Caretta caretta, Chelonia mydas e Lepidochelys

olivacea [16].

O presente trabalho foi aprovado pelo SISBio para coleta e transporte dos animais
e as andlises foram realizadas no Laboratorio de Biologia e Desenvolvimento do
Sistema Nervoso da PUCRS, e por serem filhotes encontrados mortos nos ninhos néo
foi necessaria a aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais.

1.2 Coleta e Processamento das Amostras

As coletas foram realizadas durante o periodo reprodutivo, entre 0s meses de
fevereiro a julho de 2018 e de dezembro a fevereiro de 2019, em Porto de Galinhas -
Ipojuca/PE, através do monitoramento dos ninhos realizado pela ONG Ecoassociados.
Foram analisados dez natimortos de E. imbricata pertencentes a nove ninhos, variando a
idade entre 51 e 67 dias, e 4 natimortos de C. caretta pertencentes a 2 ninhos, variando
de 39 a 43 dias de idade (Tabela 1).

Apbs a coleta, os natimortos foram fixados em formolaldeido 10% tamponado por
48 horas e, em seguida, foram acondicionados em alcool 70% até o dia da necropsia.
Cada natimorto foi fotografado e medido com uma fita métrica quanto ao:
Comprimento curvilineo da carapaca (CCC), a largura curvilinea da carapaca (LCC), o
comprimento do plastrdo (CP), o comprimento total da cauda (CTC), o comprimento
pré-caudal (CpreC), o comprimento pés-caudal (CposC) e o tamanho do segundo par de
unhas da nadadeira anterior, direita e esquerda (TU) (Figura 2).

1.3 Anélise das Gbdnadas

1.3.1 Morfologia Externa das gbnadas

Para a retirada das gbnadas, cada animal passou por um processo de necropsia. O
plastrdo foi aberto com o auxilio de um bisturi e as génadas foram retiradas. Neste

estudo tomou-se a gonada direita como padrao.
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Logo apds a retirada das gbnadas, as mesmas foram fotografadas em uma lupa
(ZEISS, modelo Stemi DV4) e analisadas quanto sua morfologia externa, em relagéo a
textura das gonadas, as quais foram divididas em lisa ou rugosa. O comprimento total

de cada gonada foi medido usando o software ImageJ (Figura 3).

1.3.2 Analise Histoldgica

Apds uma das gonadas foi cortada na por¢do medial transversal e o tecido passou por
um processo de desidratacdo através da imersdo em alcool com uma série de
concentragdes graduais, posteriormente passou por um processo de diafanizagdo em
xilol, e depois pela impregnacdo em parafina (emblocamento). Os blocos foram
cortados a 4 um em um micrétomo (Lupetec, modelo MRP-09) e as laminas coradas

com hematoxilina e eosina (HE) e montadas com Entellan.

As laminas foram observadas em um microscopio optico, a fim de identificar o sexo
e 0 estagio de maturacdo das gbnadas. Em filhotes recém-nascidos os critérios foram
baseados na diferenciacdo da medula e do cortex, nos machos foram observadas a

presenca dos tibulos seminiferos e nas fémeas os foliculos ovarianos.
1.4 Analise Estatistica

Para as analises de correlacdo foram feitas regressGes lineares no programa
GraphpadPrism 6.0 a fim de correlacionar o comprimento curvilineo da carapaca com

as outras medidas realizadas das duas espécies.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ambas espécies apresentam o tamanho da carapaca semelhantes, para C.caretta
(Tabela 2) a média de tamanho da carapaca foi de 4,55 cm + 0,33, enquanto 0s
natimortos de E.imbricata (Tabela 3) apresentaram uma média de 4,5 cm + 0,18. Nas
duas espécies as gbnadas estdo localizadas dentro da cavidade celémica, abaixo dos
pulmdes e sobrejacente aos rins, podendo ser observadas a olho nu (Figura 4). Entre as
espeécies notou-se uma pequena diferenca em relacdo ao tamanho das génadas (Tabela 2
e 3), no qual a maioria dos filhotes de C.caretta apresentaram visualmente um tamanho
maior em relacdo aos filhotes de E.imbricata. Isto pode se dar ao fato, de que, 0s

filhotes de C.caretta eclodem antes, com aproximadamente 45 dias, enquanto que
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E.imbricata, eclodem em média com 54 dias [16,17]. Assim, filhotes que eclodem mais

cedo desenvolvem os 6rgdos mais rapidamente.

Quanto a analise externa das gonadas, foi possivel notar uma diferenca na textura das
mesmas entre 0s sexos, mas ndo entre as duas espécies. Em alguns filhotes as gonadas
apresentaram um aspecto irregular nas bordas e aparéncia rugosa (Figura 5A), estas
foram classificadas como fémeas, enquanto os outros apresentaram gdnadas com um
formato alongado e fusiforme, sem bordas e com aparéncia lisa, sendo classificadas
como de machos (Figura 5B). As mesmas, foram confirmadas através da andlise
histolégica. Estes dados relacionados a textura das godnadas se assemelham aos
encontrados por outros autores, tanto em filhotes, quanto em animais juvenis e adultos
[7,13,15,18,19].

Os achados histologicos também corroboram com o encontrado por outros autores.
Em C.caretta o ovario apresenta-se bem desenvolvido e com uma medula
desorganizada, enquanto que os testiculos apresentam uma camada unica de células
simples e uma medula bem desenvolvida com tdbulos seminiferos [7]. J& em
E.imbricata as fémeas também possuem a presenca de um cortex bem desenvolvido e a
medula densa e mal organizada, e os machos apresentam a medula com tdbulos
seminiferos e o cortex pouco desenvolvido [17] (Figura 5). Estes resultados podem ser
explicados devido ao fato, que ambas espécies pertencem a familia Cheloniidae, e

apresentam o mesmo padréo de génadas, tanto macro quanto microscopicamente.

Através de regressao linear, notou-se que apenas C.caretta apresenta um resultado
significativo (p=0,0172; r2= 0,9659) , ou seja, que ha uma relacdo entre 0 CCC e 0
tamanho das gbnadas, quanto maior o filhote maior o tamanho das génadas. J& em
E.imbricata ndo parece existir esta relacdo com filhotes recém eclodidos (p=0,9187; r2=
0,0013) (Figura 6). Alguns autores afirmam que embrides de tartarugas expostos a
condicbes de alta umidade em periodos longos de incubacdo durante o
desenvolvimento, poderiam crescer mais rapidamente do que embrides incubados em
ninhos sem grandes condi¢des de umidade [20]. Do mesmo modo, que quanto menor a
capacidade dos embrides de realizarem trocas gasosas, O mesSmo cresce mais
lentamente, sendo que as taxas de crescimento podem ter um efeito sobre as diferencas

nas dimens@es da carapaga entre os individuos [21].
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Outras possiveis correlacfes também foram testadas. Em E.imbricata parece existir
uma alta correlacdo entre o comprimento curvilineo da carapaca (CCC) e a distancia
pré-cloacal (CpreC) (p=0,0298; r2=0,4652), porém ndo ha correlacdo entre o CCC e o
comprimento total da cauda (CTC) (p=0,2860; r>=0,1404). Por outro lado, C.caretta,
ndo apresentou nenhum tipo de correlagcdo entre o CCC e a distancia pré-cloacal
(p=0,8966; r2=0,0107), do mesmo modo com o comprimento total da cauda (p=0,7639;
r2=0,0557) (Figura 7).

N&o foi possivel calcular a propor¢édo sexual, devido ao pequeno n amostral. Porém,
deu para perceber que os ninhos em Porto de Galinhas de ambas espécies, apresentaram
um maior numero de fémeas, corroborando com o achado de Simdes et al. [17].
C.caretta de 4 filhotes, trés sdo fémeas e apenas um macho, e E.imbricata, dos 10
filhotes, oito sdo fémeas e apenas dois machos.

Devido a dificil identificacdo do sexo tanto em filhotes quanto juvenis e adultos,
novos métodos sdo necessarios para tentar distinguir esses individuos. Alguns estudos
recentes sugerem utilizar a medida de comprimento que vai do final do plastrdo até o
inicio da cloaca, sendo esta uma potencial alternativa para sexar filhotes recém-nascidos
[19].

Os resultados deste trabalho ainda sdo preliminares, necessitando de um numero
maior de individuos, tanto para a caracterizacdo morfoldgica e histoldgica das gbnadas,
quanto tentar determinar uma proporcao sexual. Mas assim mesmo, demonstra que ao
nascerem os filhotes ja estdo com o sexo definido e a histologia continua sendo a
técnica mais confiavel de identificacdo, porém necessita que os animais estejam mortos.
Para préximos trabalhos seria importante realizar medidas de temperatura e umidade,
para tentar correlacionar estes dados com algum possivel parametro de dimorfismo

sexual em filhotes.
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Tabela 1. Natimortos coletados por ninhos e analisados até 0 momento, com o respectivo local de

coleta e idade aproximada.

Eretmochelys imbricata

Numero do Natimortos Praia de Idade Més/ano da
Ninho Coletados coleta Aproximada coleta
5 1 Merepe 51-56 dias fev-18
6 2 Merepe 51-55 dias fev-18
16 1 Merepe 51-56 dias mar-18
21 1 Muro Alto 51-54 dias mar-18
91 1 Muro Alto 54-58 dias abr-18
101 1 Merepe 54-61 dias abr-18
104 1 Muro Alto 53-59 dias abr-18
105 1 Merepe 56-62 dias abr-18
185 1 Maracaipe 65-67 dias jul-18
Caretta caretta
Numero do Natimortos Praia de Idade Més/ano da
Ninho Coletados coleta Aproximada coleta
18 2 Muro Alto 39-40 dias fev-18
41 2 X 43-46 dias mar-18

BRASIL

PORTO DE
GALINHAS -

PE
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Figura 1. Localizacdo da area de coleta dos natimortos de Caretta caretta e Eretmochelys imbricata.

Porto de Galinhas, PE, Brasil.

-
L
s o

CTC

M
ti‘.\‘
PP
L (5
ot CpréC
CpdsC

cp

Figura 2. Esquema das medidas corporais realizadas em cada natimorto. A — carapaga: Comprimento
curvilineo da carapaga (CCC); Largura curvilinea da carapaca (LCC); tamanho do segundo par de unhas
da nadadeira anterior direita e esquerda (TU); B — plastrdo: Comprimento do plastrdo (CP); Profundidade
do plastrdo (PP); Comprimento pré-caudal (CpreC); Comprimento pés-caudal (CposC); Comprimento

total da cauda (CTC).

Figura 3. Exemplo de medicdo da gdnada de Eretmochelys imbricata usando o Programa ImageJ.
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Tabela 2. Medidas encontradas em

média + desvio padréo.

natimortos de Caretta caretta com os respectivos valores de

Caretta caretta
Caracteres (cm)/ N° ninho N181 N182 N411 N412 Média £ DP
ccc 4,6 4,5 3,9 4,6 4,55+0,33
LCC 4 4 4 4 410
CcP 3 3 2,9 2,8 2,95+0,09
PP 3,4 3,2 3,9 3,4 3,4+0,29
CTC 0,7 1 0,9 0,9 0,9+0,12
CpreC 0,4 0,6 0,5 0,6 0,55+0,09
CposC 0,3 0,4 0,4 0,3 0,35+0,05
TU direita 0,2 0,3 0,2 0,3 0,25 +0,05
TU esquerda 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3+0,05
Gonada direita 0,05 0,06 0,08 0,053 0,0565 + 0,01
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Tabela 3. Medidas encontradas em natimortos de Eretmochelys imbricata com os respectivos valores

de média + desvio padréo.
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Eretmochelys imbricata

Caracteres (cm)/ N° ninho N51 N61 N62 | N161 N211 N911 | N1011 | N1041 | N1051 | N1851 | Média+DP
ccc 4,1 4,5 4,4 4,3 4,6 4,4 4,5 4,6 4,5 4,8 4,5+0,18
LcC 38 38 4,1 4 4,4 4 4 4,2 4,1 4,4 4,05 0,20
cp 3,2 33 3,5 3,2 37 33 3 3,3 3,8 3,5 3,34024
PP 34 3,4 3,6 3,9 3,9 34 Il 37 3,5 3,55+0,21
crC 0,9 0,9 1,1 1 0,9 1 1 1 1 11 10,07
CpreC 05 05 0,6 0,6 0,6 07 07 07 07 08 0,65 0,09
CposC 04 04 05 04 03 03 03 03 03 03 0,3£0,70
TU direita 03 03 03 03 03 03 03 03 03 04 0,3£0,03
TU esquerda 03 03 03 03 03 03 03 03 03 04 0,3£0,03
Génada direita 0,058 0,05 0,042 | 0052 0,05 0058 | 0,048 005 | 005 | 006 | 005£0,005
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Figura 4. Génada de filhote natimorto de Eretmochelys imbricata com setas indicando a localizacdo

das gonadas na cavidade celdmica. Y Representa o local das gonadas.
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Figura 5. Morfologia externa e andlise histoldgica das gbnada das duas espécies e de ambos o0s
sexos. A- Fémea de C.caretta, com a borda da gdnada em formato irregular e histologia
mostrando o cortex bem desenvolvido e a medula desorganizada; B- Macho de E.imbricata,
com a gbnada lisa e em formato alongado, e histologia com a medula bem desenvolvida e os

tubulos seminiferos.
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Figura 6. Correlacdo entre 0 Comprimento Curvilineo da Carapaca (CCC) e o Tamanho das gbnadas
de Eretmochelys imbricata (p=0,9187; r2= 0,0013) e Caretta caretta (p=0,0172; r2= 0,9659).
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Figura 7. Correlacdo entre o Comprimento Curvilineo da Carapaca (CCC) e a distancia pre-cloacal
(CpreC) (E.imbricata, p=0,0298; r2=0,4652; Caretta caretta, p=0,8966; r2=0,0107 ), e do Comprimento
Curvilineo da Carapaca (CCC) com o Comprimento Total da cauda (CTC) (E.imbricata, p=0,2860;

r2=0,1404; Caretta caretta, p=0,7639; r2=0,0557).
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CONSIDERACOES GERAIS

Peixes e répteis apresentam a determinacdo sexual dependente da temperatura. A
termossensibilidade durante a diferenciacdo sexual influe ncia o sexo nestes animais.
Alguns autores sugerem que estas espécies que apresentam o sexo dependente da
temperatura podem ser consideradas indicadores confiaveis em relacdo ao impacto
bioldgico causado por acdes antropicas e pelo aquecimento global [42]. Estas espécies
ja estdo apresentando mudancas na proporcdo sexual de suas populagdes, induzidas

principalmente por altas temperaturas [10].

Como apresentado nesta dissertacdo, o tempo em que ira ocorrer a diferenciacéo
sexual pode depender também de outros fatores, como crescimento corporal dos
animais, o qual depende de fatores ambientais como umidade, trocas gasosas, densidade
de animais por aquario no caso do zebrafish, bem como condi¢des de alimentacdo e

temperatura da 4gua e do ambiente que altera a proporc¢éo sexual nos ninhos [8].

A padronizacdo de novas técnicas foi e estd sendo testada para auxiliar na
identificacdo do sexo de animais em diferentes fases da vida, no caso de tartarugas
marinhas, e também auxiliar para melhores condi¢cdes de manutencdo do zebrafish em
biotérios. Avaliar aspectos de diferenciacdo em animais que apresentam a TSD € de
grande importancia para o zebrafish, sendo ele um modelo animal muito utilizado e com

mecanismos ainda pouco entendidos.

Adicionalmente, tentamos caracterizar os mecanismos moleculares da determinagao
e da diferenciacdo sexual para complementar e entender como estes processos ocorrem
em diferentes fases do desenvolvimento. Em tartarugas marinhas, considerando a
dificuldade de se conseguir amostras de animais que apresentam um ciclo de vida
complexo de acompanhar, sdo fundamentais métodos que auxiliem na identificacdo e

conservacao destas espécies.
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ANEXOS

Algumas das analises propostas ainda estdo em andamento devido a problemas
técnicos do biotério institucional e atraso na entrega de reagentes importados por
fornecedores. Embora ndo seja exigéncia do Programa de Pés-Graduacdo em Ecologia e
Evolucédo da Biodiversidade (PPGEEB-PUCRS), a dissertacao ja esta com os resultados
organizados no formato de artigos, que serdo concluidos e traduzidos para submissédo

ainda no primeiro semestre de 2019.

Artigo em andamento: Padronizacdo de técnicas atuais para identificacdo sexual de
tartarugas marinhas (Caretta caretta e Eretmochelys imbricata) através de anélises dos

horménios sexuais e genes por gRT-PCR”’

Amanda Bungi Zaluski'’?, Hugo Leonardo Rossiter Peixoto dos Santos?, Camila
Miguel’?, Gustavo Martinez Souza* , Paulo Pattal, Arley Candido da Silva3, Monica
R.R.M. Vianna'*?
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RESUMO

As tartarugas marinhas possuem um mecanismo de determinacdo sexual dependente
da temperatura (TSD). A diferenciacdo das gbnadas ocorre durante o periodo de
incubacdo dos ovos e durante este periodo, a temperatura atua juntamente com enzimas
especificas sobre os processos de determinacdo e diferenciacdo sexual dos filhotes.
Como as tartarugas juvenis ndo apresentam caracteristicas sexuais externas, a
laparoscopia é uma técnica invasiva e pouco utilizada. Assim, este trabalho objetivou
padronizar tecnicas a fim de, determinar o sexo de individuos vivos em diferentes
estagios do desenvolvimento de duas espécies (Caretta caretta e Eretmochelys

imbricata) a partir dos niveis de hormdnios sexuais (andrégenos e estrdgenos) presentes
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no sangue atraves de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), bem como, os pardmetros
moleculares a partir de genes alvo envolvidos nos mecanismos de determinagdo e
diferenciacdo sexual por gqRT-PCR. As coletas foram realizadas em diferentes areas ao
longo da costa brasileira, abrangendo areas de alimentacdo e reproducdo das duas
espécies em questdo. Foram coletados aproximadamente 2 mL de sangue, através da
pungdo venosa no ceio servical com uma seringa heparinizada. Cada amostra foi
identificada e armazenada em microtubos estéreis com heparina, em gelo, e
posteriormente foram centrifugadas e o plasma, 0 soro e 0 sangue total separados em
aliquotas e congelados em frezeer -80°C até o dia das andlises. Para 0 qRT-PCR a
padronizacdo necessaria e o desenho de alguns primers ainda ndo existentes na literatura estdo
sendo realizados. A padronizagdo dos kits de ELISA humanos ja foram realizadas e
demonstraram funcionalidade de forma efetiva. Analises finais estdo sendo realizadas e
os resultados obtidos serdo adicionados antes da submissdo para publicacdo em

periddicos indexados.

Palavras-chave: biologia do desenvolvimento; hormonios sexuais; tartaruga-cabecuda;
tartaruga-de-pente; ELISA.

INTRODUCAO

As tartarugas marinhas possuem um mecanismo de determinacdo sexual
dependente da temperatura (TSD) [1]. A diferenciagdo das gonadas ocorre durante o
periodo de incubacdo dos ovos, especificamente durante o periodo termossensitivo,
entre 0 vigésimo e quadragésimo dia de incubacdo [2]. Durante este periodo, a
temperatura atua juntamente com enzimas especificas sobre o0s processos de
determinacdo e diferenciacdo sexual dos filhotes [3]. Estes animais apresentam um
ciclo de vida complexo, atingindo a maturidade sexual tardiamente, em média aos 25
anos e, a partir desse momento os individuos adultos podem apresentar dimorfismo
sexual, o qual se caracteriza pelo maior comprimento da cauda e maior tamanho das
unhas, nos machos. Antes desse periodo, esse dimorfismo néo € visivel, principalmente

em filhotes e juvenis que ainda ndo atingiram a maturidade sexual [4,5].

Ha& ainda, uma temperatura determinante, chamada temperatura pivotal, que resulta

em uma proporcdo de 1:1, ou seja, 50% de fémeas para 50% de machos [6]. Sendo
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assim, as tartarugas marinhas ndo apresentam cromossomos sexuais heteromorficos,

mas sim genes especificos que estdo envolvidos na determinagéo e diferenciacao sexual

[7].

Como as tartarugas juvenis ndao apresentam caracteristicas sexuais externas, a
laparoscopia € uma técnica Util, porém invasiva e cada vez menos utilizada [8].
Diversos estudos vém demonstrando que os horménios sexuais presentes no plasma

podem ser usados isoladamente para estimar o sexo gonadal dos individuos [8].

O estudo das relagdes sexuais em todos os estdgios de vida tem sido recentemente
sugerido como uma prioridade para entender os efeitos ecolégicos da mudanca
climatica antropogénica sobre as tartarugas marinhas [9]. Além disso, nada se sabe
ainda sobre a ontogénese da expressao absoluta e sazonal dos hormonios sexuais nestes

animais, tornando complexa a comparacao entre os diferentes estagios de vida [8].

Os hormonios, como a testosterona e o estradiol, sdo 0os hormdnios sexuais mais
conhecidos em animais adultos. De acordo com Hawkes et al.[8], estes hormonios
também podem ter papéis adicionais em individuos juvenis, como crescimento e
desenvolvimento 6sseo e funcdo imunologica, porém estes papéis adicionais ainda ndo

sdo bem compreendidos.

Sabe-se que altas concentracGes de estradiol no plasma podem resultar da atividade
da enzima aromatase, que converte testosterona em estradiol, envolvida na producédo de
estrogénio bem como na diferenciacdo dos ovarios [10,11]. A atividade da aromatase
pode ser estimulada por altas temperaturas [8]. Além disso, machos podem aparecer
como individuos intersexo como resultado da agdo da aromatase (cypl9al) mediada
pela temperatura [8]. Juntamente com os hormdnios sexuais, alguns genes que possuem
ortdlogos conhecidos ja descritos em mamiferos, ocorrem de forma semelhante em
tartarugas marinhas, como é o caso do sox9 e dmrtl que estdo envolvidos na

diferenciagédo e desenvolvimento dos testiculos [12,13,14,15,16].

Outro aspecto importante a ser avaliado em juvenis e adultos é a concentragdo
circulante de vitelogenina. A vitelogenina ainda ndo foi completamente descrita em
tartarugas marinhas reprodutivamente ativas e de vida livre e nem em fémeas juvenis

[17]. A vitelogénese € um processo em que as fémeas de vertebrados oviparos
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sintetizam e utilizam para o desenvolvimento da gema do ovo [18]. De acordo com
Smelker et al.[17], seria importante compreender de forma abrangente o ciclo sazonal
vitelogénico, o que nos permitiria identificar o estado reprodutivo dos individuos, bem
como a saude reprodutiva destas fémeas. Além disso, a concentracdo inicial de
vitelogenina na reproducdo dos fetos pode ser um indicador da qualidade e da
quantidade de alimento disponivel durante os periodos antes da nidificacdo [19], e
também pode ser utilizada como um biomarcador do desenvolvimento reprodutivo em

tartarugas juvenis [17].

Assim, este trabalho objetivou padronizar técnicas a fim de, determinar o sexo de
individuos vivos em diferentes estagios do desenvolvimento de duas espécies (Caretta
caretta e Eretmochelys imbricata) a partir dos niveis de hormdnios sexuais (andrégenos
e estrdgenos) presentes no sangue através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), bem
como, 0s niveis de expressao de genes alvo potencialmente envolvidos nos mecanismos

de determinacéo e diferenciacdo sexual por gRT-PCR.

1. MATERIAL E METODOS

1.1 Area de Estudo e Licencas

As coletas foram realizadas em diferentes areas ao longo da costa brasileira,
abrangendo areas de alimentacdo e reproducdo das duas espécies em questdo (Figura 1),
em parceria com diferentes ONGs responsaveis pelo monitoramento das praias nas
seguintes regides.

Rio Grande (RS): respectiva area de alimentacdo de juvenis de Caretta caretta. As
amostras foram coletadas entre os meses de outubro de 2017 a dezembro de 2018, em
parceria com a ONG Caminho Marinho, a qual realiza o0 monitoramento e reabilitacdo

de tartarugas nesta regiao.

Parque Nacional Marinho de Abrolhos (BA): area de alimentacdo de juvenis de
Eretmochelys imbricata e area de reproducdo de Caretta caretta.

Vitoria (ES): respectiva area de reproducdo de adultos de Caretta caretta. Nesta

area, a parceria foi realizada com o Projeto Tamar.

85



Praia do Forte (BA): respectiva area de reproducdo de adultos de Caretta caretta e
ocasionalmente de Eretmochelys imbricata. Nesta area, a parceria foi realizada com o

Projeto Tamar.

Porto de Galinhas (PE): respectiva area de reproducdo de adultos de Eretmochelys
imbricata e ocasionalmente de Caretta caretta, em parceria com a ONG Ecoassociados.

O presente trabalho foi aprovado pelo SISBio para coleta e transporte dos animais e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul (CEUA-PUCRS, n° 8524) no qual foram realizadas as anélises

dos natimortos.
1.2 Coleta Sanguinea e Amostragem

Para a coleta de sangue cada animal contido teve o sangue coletado imediatamente
apos a contencdo, a fim de evitar qualquer alteracdo nos niveis hormonais devido ao
estresse causado [20,21]. Foram coletados aproximadamente 2 mL de sangue foram
coletados, através da puncdo venosa no ceio servical [22] com uma seringa
heparinizada. Cada amostra foi identificada e armazenada em microtubos estéreis com
heparina, em gelo, e posteriormente foram centrifugadas e o plasma, o soro e o sangue

total separados em aliquotas e congelados em frezeer -80°C até o dia das anélises.

Cada individuo, ap6s a coleta sanguinea foi fotografado e medido com uma fita
métrica quanto ao Comprimento curvilineo da carapaca (CCC) e a largura curvilinea da
carapaca (LCC), principalmente. Quando possivel foi analisado e medido o
comprimento total da cauda (CTC), o comprimento pré-caudal (CpreC), o comprimento
pos-caudal (CposC) e o tamanho do segundo par de unhas da nadadeira anterior, direita
e esquerda (TU) [23] (Figura 2).

1.2.1 Juvenis e Adultos em areas de alimentacdo

Os métodos de amostragem dos animais variaram em cada regido, dependendo das
condi¢des do local e situacdes financeiras. Em Abrolhos — BA, os animais foram
capturados por mergulho livre conforme Bolten e Bjorndal [24], por profissionais ja
habilitados nessa técnica. Apos a captura as tartarugas foram levadas imediatamente até
um barco de espera e, o animal foi contido manualmente (colocado em cima de uma

caixa e segurado pela carapaca) para coleta de sangue e medigdes, e logo foi devolvido
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ao mar. Ja em Rio Grande — RS, o método utilizado € de captura intencional através de
redes de emalhe, tecidas com nylon com 50 m de comprimento, 3,2 m de altura e 30 cm
de malha entre nés, sendo o monitoramento desta rede feito a cada 1 hora para garantir
que nenhum animal fique preso. Quando a tartaruga € encontrada, a mesma é levada até
a beira da praia e as medidas e coletas sdo realizadas por profissionais, apds o animal é

liberado novamente ao mar.

1.2.2 Adultos em areas reprodutivas

Em &reas de desova a metodologia utilizada é padrdo e ocorre, no momento em que a
fémea inicia o processo de desova. Em Porto de Galinhas — PE e na Praia do Forte —
BA, sdo realizadas “rondas noturnas” a procura de fémeas subindo na praia para desovar
ou a procura de rastros que elas deixam na areia. Quando uma fémea é encontrada
espera-se até 0 momento que ela inicia o processo de desova, pois € 0 momento que 0
animal entra em um estado de “transe” que possibilita sua manipulacdo sem
comprometer a desova [25]. Para a coleta de sangue e medigcdes, ambas foram
realizadas no terco final da postura, como recomendado na prépria autorizacdo do

SISBio concedida para este tipo de coleta.
1.2.3 Animais de cativeiro

Amostras de sangue de animais em cativeiro que ja apresentam o sexo conhecido
através de laparoscopia ou algum outro método, foram utilizadas como controle para
melhor estabelecer niveis de referéncia para posterior identificacdo do sexo dos animais.
Para a coleta os animais foram contidos manualmente fora da agua e imediatamente foi

coletado o sangue com uma seringa adequada ao tamanho de cada animal.
1.3 qRT-PCR

Para 0 qRT-PCR foram obtidas amostras de sangue total de individuos juvenis e
adultos das duas espécies. O sangue foi acondicionado com 300 pl de Trizol
(Invitrogen) e armazenado em freezer -80 °C. O RNAm sera isolado conforme Nery et
al. [26] e o cDNA sintetizado com o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits.
A pureza do RNA sera quantificada usando nanodrop (ThermoScientific) e as amostras
previamente testadas por eletrofose em gel de agarose 1,0% com corante de acido

nucleico (Biotium).
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Esta etapa do projeto estd em andamento, devido a padroniza¢do necessaria e o
desenho de alguns primers ainda ndo testados na literatura. Esta técnica sera utilizada
para avaliar a expressao génica de genes especificos envolvidos na determinacdo e

diferenciacdo sexual destes animais.

Para todos os genes, o gRT-PCR sera realizado usando SYBR green gPCR
supermix-UDG (Invitrogen). Para reacfes padrdo serdo utilizados um total de 25 pl,
sendo: 12,5 pl do mix, 1 pl de primer (F+R), 10,5 pl de &gua e 1 pl de cDNA. A
sequéncia de um dos primers para 0S genes constitutivos foi descrita previamente por
Gobmez-Picos et al. [27], e 0 segundo gene alvo esta sendo desenhado através de uma
ferramenta do Genbank, o PrimerBlast. Os primers para os genes alvo foram descritos
previamente por Maldonado et al. [13] e Shoemaker et al. [14], e 0 gene para
vitelogenina esta sendo desenhado através da ferramenta PrimerBlast. As curvas de
amplificacdo e dissociacdo geradas a partir de software serdo usadas para analise da

expressdo do gene.

Os genes alvo avaliados serdo o Sox9, Dmrtl, Dax1, vtg (vitelogenina) e cypl9a

(aromatase), bem como os constitutivos beta-actin e elfa (efl-a), conforme Tabela 1.

1.4 ELISA

Amostras de plasma e soro de animais juvenis e adultos foram coletadas e
armazenadas individualmente em freezer -80°C. Esta etapa do projeto estd em andamento,
devido a padronizagdo necessaria da técnica. As analises hormonais estdo sendo realizadas
no Laboratdrio de Biologia e Desenvolvimento do Sistema Nervoso. Para cada uma das

analises é feita duplicata de cada amostra.

Kits de ELISA para horménios sexuais de humanos foram testados, uma vez que ha
grande conservacao evolutiva entre os vertebrados e estdo em processo de anélise. Kits
de testosterona plasmatica (Cloud Clone, CEA458Ge), gonadotrofinas (FSH e LH) da
Symbiosys (cod.10043 e co0d.10044, respectivamente), progesterona (Symbiosys,
c0d.10095) e estradiol (Invitrogen, catalog n° KAQ0621) foram adquiridos e testados,

conforme instrugdes do fabricante.
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1.5 Anélises Estatisticas

Para determinar a normalidade e a homogeneidade dos dados sera usado o teste de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Para realizar a comparagdo entre 0s
grupos sera usado o teste Kruskal-Wallis para dados que ndo apresentem distribuicéo
normal, utilizando Dunn como teste complementar, ou ANOVA para dados que
apresentarem distribuicdo normal, usando Bonferroni como teste complementar quando

0 p > 0,05 ou Games-Howell quando p < 0,05.

Ja para a comparacgdo entre dois grupos sera utilizado o teste t de Student ou Mann-
Whitney, sendo que as diferencas serdo consideradas significativas quando p < 0,05.

Todas estas analises serdo feitas no programa R Studio, versdo 3.3.3, para Windows.

2. RESULTADOS PARCIAIS

Foram coletadas amostras de 22 juvenis de vida livre, 14 fémeas adultas de vida
livre, 1 macho adulto de vida livre e de cativeiro e 1 juvenil de cativeiro de Eretochelys
imbricata (n=38). Da espécie Caretta caretta foram coletadas amostras de 5 juvenis de
vida livre, 46 fémeas adultas de vida livre e 1 macho de cativeiro de (n=52). As coletas
foram realizadas durante os anos de 2017 a 2019 durante as temporadas reprodutiva e

ndo reprodutiva.

A padronizacdo dos kits de ELISA humanos ja foi realizada e funcionou de forma
efetiva. Andlises finais estdo sendo realizadas e os resultados obtidos serdo adicionados

antes da submissdo deste manuscrito.
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Figura 1. Respectivas localidades onde foram realizadas as coletas com as respectivas espécies

representadas (CC= Caretta caretta e El= Eretmochelys imbricata). RS — Rio Grande, juvenis de Caretta

caretta; BA — Abrolhos, juvenis de Eretmochelys imbricata e adultos de C.caretta; BA — Praia do Forte,

adultos de C.caretta; PE — Porto de Galinhas, adultos de E.imbricata e C.caretta.

Tabela 1. Sequéncia dos genes alvo e constitutivos utilizados para avaliar a expressdo génica através do

gRT-PCR.
Gene Sequéncia Referéncia
F: ACACAGGTGTGTAAGATGGCTTTGG
B-actina Gdémez-Picos et al., 2014 [29]
R: GAAGACTCAGGTCCAGGAAAGGAAA
F: CGCAGGTTGCATTGAGAAGGCAGC
Dmrt1 Maldonado et al., 2002 [14]
R: TCTGCCATTGGTTTCCTGATTGGC
F: CCTGCCCTTCTGGTTCCG
Sox9a Shoemaker et al., 2007 [15]

R: TCCTCGTCCCTCTCTTTCTTCAG

Nrob1 (Dax1)

F: ACCAAGGAGTAC/TGCA/C/T/GTAC/TCT
R: TCCAGA/C/T/GAGCATA/GTCA/GTCCAT

Maldonado et al., 2002 [14]

F: TGGTCATGCGCAAGGCTTTA

Cyp19al Gbémez-Picos et al., 2014 [29]
R: GGCCAAATCCAAATGGCTGA
vtg Em processo
elfa Em processo
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ANEXO A - Aprovacdo CEUA-PUCRS para analises com zebrafish

: SIPESQ

Sisterna de Pesquisas da PUCRS

Céafigs SIPESD: B134 Porin Alegre, 7 do agosto da 2017

Prazadeda) Pesguisadona),

A Comiasbo de Etica me Uso de Animais & PUCRS aprocis & aprovol o
Projelo de Pesgusa "Validagio de tbomicas usands 2ebrafish (Danio rens) como animal
modeks para avalar @ delerminagds seosl dependentd da lemperabiore” oooddenado por
MOMICA RYFF MOREIRA ROCA
W 1 A H H A

EBua inwestigagio, respeiiando com detalhe as

descriphes contifias mo projete @ formuldnios avaliados pela CEUA, estd auterizada a
partir da presents data.

Informamos GQue & pecessario o
encaminhameno de relaidne final quando finalizar esta investigagSo. Adiconalmenie.
masaliamos que oonforme prevists ma Lel no. 11,794, de OB do oubsbro de 2008 {Lai
Amucal, gue regulamenia o6 procedimenios para o uso cientifios & animais. & fungdo
da CEUA zelar palo cumpriments dos procediventos informedos, realzando inspegdes
peritdicas mos looais o pesguita

Dumagdo o Propete: 0708017 - 0708000

W O A Espédiia

1344 Dianin e

Torial o Animiac: 1344

Alsnoosamenie,

Comsais de Elica no Use dis Anirnats(CELUR)
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ANEXO B - Aprovagdo CEUA-PUCRS para anélises com tartarugas marinhas

g SIPESQ

Sisterna de Pesguisas da PUCRS

Codigo EFESG-BE2S Foro Alegre, 16 de janeim de 2045

Prezadoda) Pesgulsadorial,

A Comilsslo de Eflica no Uso de Animals da FUCRS apreciow e aprovou o
Projebs de Pesgulsa "Padries de debsrs ra-;!c- sexual de duas espécies de tartanegas
marinhas [(Carefia caretia & Ereimochelys Imbricaial™ coordemado por MONICGA RYFF
MOREIRA
Wl A NHNA.
Sua Invest na;-!l:. respeltando com detalh= as
diesCr ;E es comtidas no projetc = formularios avallados pela CEUA, esid autcrizrsda a
partir da pressnbe data, conforme  recomenda ;\!E:- abalyo

Aprovado

Informamos gque & fpecessario o
encaminkamento de refatério final quando fnallzar esta investigagho. Adiclonalments,
ressaltamos que conforme previsto na Lel noe 11.722, de 08 de oububro de 200S (Le
Aroucal, gue regulaments os procedmiEntos Para o Uso ClertMoo de animais, & funclo
da CEUA zelar pelo cumprimento dos procedimentos informados, nealizando Inspegples
periddicas nos locals de pesquisa.

Duragio do Projeto: 16M4/2019 - 18012000

W% de Animails E i
100 Caretia Ay
100 Ermtrocietys imbricaa
Total de Anirals 200

Atencicsaments,

Comissio d= Elica no Uso de AnimalsiCEUA)
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ANEXO C - Autorizagdo SISBIO para coleta e transporte de animais mortos

Ministério do Meic Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes de Consenvagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorzagda e Imformago em Blodiversidade - SISBI0

Autorizacédo para atividades com finalidade cientifica
Nomero: 620141 | Data da Emissao: 0306/2018 22:35 Data para Revalidagac®: 030712019

* De acondo com O an. 28 da IN 032014, esta 1.]1JJFZ-3{".3.III tem prazo de validase equivalente ao previsio no cronograma de atividages do projeto,

mas devera ser revalldada anuaiments magianis 3 apresentagso do relattno de atvidades 3 5&r enviado por medo do Sisblo no prazo de ats 30 das
@ contar 43 data do aniversano 9 sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Amanda Bungl Zaluskl CPF: 019.750.400-07

Thulo 80 Projeto: Determinagdo sexual de tartansgas marinhas airaves da histologla de ginadas

MNome da Insthulcdo - UNIAD BRASILEIRA DE E:UC-ﬁ.ﬂD E ASSISTENCIA CMP. 58.520.413/0002-81

|FE | E ] | Fora d= UG Feders
|EA | FARGUE HACICMAL MARINHS DCO2 ABROLHCS | WS Federai

i s

Atividades X Taxons
= Effviiane
[T | Capiura oe anias SIvEsTes I Sy

2 | Col=iatransporis de amosias bloldgicas In siu

T3NS

EreimoChErys FMONCas, Larehs carsea
Carefa canfa, Erefmochelys Imbricaia

Material & métodos

1| Amostras bicibgicas (Ta a5 marinhas) Animal enconirans Moo cu pares (canacavossoipels, Fragmenio de tecidosrgBo
2 | WiS%odo g capturaicoieta (Tamansgas mannhas) Cuincs mAtodos d= capturaicoetaiCoeta de natmorios & animaks adutos mortos), Captura manual
3 [ metodo de marcaglo (Tartarugas marinhas) Folo-dent s io

Desting do material bicldgico coletado
¥ ]
I

[ Noma looal dectind |
[T | UNAC ERASILEISA OE EQUCAAD E ADCITEMCIA [

Tipo Dectino |
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ANEXO D - Autorizagdo SISBIO para coleta e transporte de sangue

Ministéric do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

IcmiUﬂ Sistema de Autorizagdo e Infermagio em Biodiversidade - SISBIO

MMA
Autoriza;éo para atividades com finalidade cientifica
Nomero: 60436-2 Data da Emissao: 23/11/2018 09:48:36 Data da Revalidagao®: 231 1/2019

De acordo com o art. 28 da IN 032014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronegrama de atividades
do projeto, mas deverd ser revalidada anualments mediante a apresentagio do relatdric de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Mome: Camila Miguel CPF: B34.761.130-00
Mome da Instituigio: UN AD BRASILIERA DE ED UCAQ.E\D E ASSISTENCIA CHNPJ: 88.830412/0001-02

Materiais € Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxondmico) Materiais

1 | Amostras biologicas (Tartarugas marinhas) Sangue

2 |Método de capturalcoleta (Tartarugas marinhas) Captura manual, Outros métodos de capturaicoletalMergulho livre)
3 [Método de marcagio (Tartarugas marinhas) Anilha, Foto-identificagio

Destino do material bieldgico coletado

# |Mome local destino Tipo destino

1 |UNIAD BRASILIERA DE EDUCACAD E AZZISTEMCIA Outro
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