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RESUMO

No presente trabalho, pretendeu-se determinar a importincia da aromatizagio e dos 11-
cetoandrogeénios nos comportamentos agonisticos e sexuais de uma espécie de Poecilideos, a
molly negra. Para o efeito utilizou-se um androgénio ndo-aromatizavel (11-cetotestosterona) e um

inibidor da aromatase (hidroxiandrostenediona).

Na realizagdo deste trabalho foram usados apenas individuos adultos: 120 machos e 60
fémeas. Diariamente eram testadas trés situagdes (controlo, 0.5 mg/l e 1.0 mg/l) para uma das
substancias, ou seja para cada série existiam trés ensaios, tendo-se efectuado 8 séries para a
substincia 11-cetotestosterona e 12 séries para a substincia hidroxiandrostenediona. Todas as
observagdes foram gravadas em video e posteriormente descodificadas. Durante a descodificagio
foram contabilizadas as frequéncias dos comportamentos ocorridos nas interacgBes entre macho-
macho e entre macho-fémea. Temporizou-se igualmente a duragdo da laténcia e de alguns

comportamentos.

Neste trabalho, verificou-se que os machos tratados tanto com a 11-cetotestosterona
como com a hidroxiandrostenediona apresentam uma maior predisposi¢io para iniciarem as

interacgdes macho-macho.

Por outro lado, os machos tratados com a 11-cetotestosterona manifestam com maior
frequéncia os comportamentos considerados como caracteristicos de interacgBes agonisticas em
outros Poecilideos. Mas a inibigo da enzima aromatase ndo provocou quaisquer diferengas
significativas nas frequéncias médias dos comportamentos agonisticos dos machos tratados em
relagdo aos controlo.

Estes dados indicam portanto, que para esta espécie, a 11-cetotestosterona é um dos

esterdides que influencia os comportamentos agonisticos.

Em relagio as interacgSes macho-fémea nfio se verificaram diferengas estatisticamente
significativas relevantes, nas frequéncias dos comportamentos ocorridos durante estas
interacgdes. Desta forma, neste trabalho, nada se pode concluir acerca da importancia da 11-
cetotestosterona e da aromatase para os comportamentos considerados caracteristicamente

sexuais.



INTRODUCAOQ

Com base em estudos anteriores em mamiferos, a testosterona era associada ao
macho e o estradiol 4 fémea. Este facto, levou i defini¢do de androgénios associada com os
esterdides C19 e machos, e de estrogénios associada com esterdides C18 e fémeas (Kime,
1993).

As definigdes quimicas e bioldgicas tornaram-se sinénimas, ainda que, mais tarde se
tenha tornado claro que, em determinados casos, a conversdo de testosterona testicular em
estradiol através da aromatase do cérebro era responsavel pelas caracteristicas masculinas.
Além disso, nos Teleosteos as concentrages de testosterona no plasma s3o frequentemente
mais elevadas nas fémeas que nos machos (Kime, 1993). Como tal, um conceito que est4
agora desactualizado € o de que os esteréides sexuais sio especificos de cada sexo,
nomeadamente, que os androgénios sio hormonas masculinas e os estrogénios sio
hormonas femininas (Callard, 1982).

Sendo assim, e segundo Kime (1993) tem-se, portanto, que diferenciar entre
estrutura quimica e actividade bioldgica e restringir a definicdo de androgénio e estrogénio a
esterdides com estrutura C19 e C18, respectivamente, enquanto referimos as actividades
bioldgicas como androgénicas ou estrogénicas como apropriado, independentemente da sua
estrutura quimica.

Existem numerosos estudos nos quais os factores endécrinos estio implicados na
modulagdo de varias respostas comportamentais incliindo a regulagio de varios aspectos do
comportamento reprodutor. A relagio entre o sistema enddcrino e os meios fisico e
bioldgico é biunivoca: o sistema endécrino regula as respostas comportamentais necessarias
a0 sucesso reprodutor; mas, por seu lado, é sensivel a estimulos sociais e a outros estimulos
externos (Liley & Stacey, 1983; Sikkel, 1993). Por outro lado, as hormonas operam como
uma parte na complexa integragio do mecanismo bioquimico (Brain, 1981).

Embora o esteréide classico dos mamiferos, estradiol, tenha um papel importante em
todos os Vertebrados, incluindo os peixes, as outras hormonas principais dos mamiferos,
testosterona e progesterona, tém ambas um papel bastante diferente ou nenhum nos
Teleosteos (Kime, 1993). De facto, a maioria das hormonas das gonadas dos peixes



Teleosteos diferem consideravelmente das dos mamiferos (que Ihes sdo compariveis), tanto
em estrutura como em fungdo (Kime & Groves, 1986).

Além disso, o conhecimento que se tem sobre os esterdides clissicos dos Teledsteos
deriva de estudos em Salmonideos, os quais segundo dados recentes sio, em muitos
aspectos, Teleosteos atipicos. De facto, as concentragdes de esterdides classicos no plasma
variam enormemente e sdo geralmente mais elevadas (100 ngml-l) nos Salmonideos do que
em espécies Perciformes (1 ngmll), com valores intermédios nos Cipriniformes e
Siluriformes (10 ngml-1). Tal facto pode indicar que os receptores ou as proteinas de ligagio
diferem nos Teleosteos mais avangados e que as concentragBes baixas sdo eficazes, ou que

outros esteroides "ndo-classicos" estdo presentes (Kime, 1993).

Até meados dos anos 60 acreditava-se largamente que as hormonas das goénadas,
particularmente os androgénios, eram as Unicas hormonas envolvidas no controlo do
comportamento social. Nos tltimos 15 anos, no entanto, tem sido estabelecido que existem
de facto muitos outros tipos de efeitos hormonais no comportamento agressivo (Leshuer,
1983). De facto, existe, uma evidéncia crescente de que as génadas dos Teledsteos podem
produzir um nimero de esterdides "ndo-classicos”, os quais podem ter um papel importante
também na sua biologia reprodutora. Por exemplo, estudos recentes mostraram que as
gonadas de Carassius auratus podem produzir um grande niimero de muitos novos
esteroides (Kime, 1993). Além disso, alguns estudos em Teleosteos tém mostrado que estes
produzem metabolitos da testosterona, nio encontrados nos mamiferos, os quais podem ser

mais potentes nos peixes do que sdo os androgénios (Villars, 1983).

A estimulagdo hormonal do comportamento reprodutor masculino nos machos de
Teleosteos, a parte de ser bem diferente dos Tetrapddes, é consideravelmente diferente entre
espécies distintas (Mayer ef al, 1994). No entanto, tal como acontece em todos os
Vertebrados (com possivel excepgdo dos Ciclostomos), uma caracteristica fundamental do
sistema enddcrino dos peixes ¢ a interdependéncia entre o hipotilamo, a pituitiria e as
gonadas: o eixo hipotalamo-pituitaria-génada (HPG) (Liley & Stacey, 1983). Bona-Gallo &
Licht (1981) e Chang & Huang (1982) demonstraram, in vifro, que a produgio de
androgénios pelos testiculos dos Teleosteos ¢ estimulada pelas gonadotrofinas (Ueda e? al.,
1984).

Seria de esperar que a semelhanga de outros Vertebrados, as hormonas das génadas
desempenhassem o papel principal de mediador do comportamento reprodutor, actuando



directamente nas estruturas cerebrais que controlam certos tipos de comportamento, ou
indirectamente, ao influenciarem comportamentos através do seu efeito no desenvolvimento
de caracteristicas sexuais secundarias. Isto €, aparentemente, o que acontece nos machos de
Teledsteos em que o controlo e coordenagio dos processos reprodutores, em comum com
os Vertebrados superiores, é mediado por hormonas esterdides de origem nas gonadas,
debaixo de um controlo directo de uma ou mais gonadotrofinas pituitarias (Liley & Stacey,
1983; Peter, 1983; Jobling, 1984; De Leeuw ef al., 1987, Pottinger, 1988). Por outro lado,
as gonadas exercem efeitos de retroacgiio quer negativa quer positiva no eixo hipotalamo-
pituitaria-gonada e em alguns casos esta retroacgiio de esterdides aparece dependente da
aromatizagdo (Antonopoulou et al., 1995).

Alguns estudos indicam que a secregdo de gonadotrofinas estd de acordo com uma
regulagdo de retroacgdo negativa dos esterdides nos Teledsteos (e.g. em Salmonideos (Crim
et al., 1981)). Outros trabalhos indicam que um efeito de retroacgdo positiva de esterdides
do sexo toma um papel importante na regulacio da producdo e/ou secregdo de
gonadotrofinas em alguns Tele6steos (Crim et al., 1981; Peter, 1983).

Outros estudos ainda demonstram que os androgénios aromatiziveis e os estrogénios
podem ter um efeito de retroacgdo positiva na pituitiria de peixes sexualmente imaturos de
forma a provocar uma acumulagdo de gonadotrofinas na pituitaria (Crim ef al., 198 1).

A reprodugio dos machos de Teleosteos é caracterizada pela secregﬁo de
androgénios durante a maior parte do ciclo, os quais estimulam a espermatogénese, tendo os
progestogénios um papel durante a maturagio final dos gimetas, em algumas espécies
(Piferrer & Donaldson, 1991; Kime, 1993). No entanto, em Gasterosteus aculeatus
observam-se efeitos inibidores dos androgénios na espermatogénese (Mayer et al., 1990a)
Os estrogénios, pelo contrrio, reprimem a espermatogénese e causam a degeneragiio dos
testiculos (Piferrer & Donaldson, 1991).

Existe até a data muita informagdo sobre androgénios e os seus efeitos biologicos
nos Teledsteos. No entanto, enquanto, as hormonas androgénicas classicas, em particular, a
testosterona e a 11-cetotestosterona apresentam-se como tendo um papel importante em
varios aspectos da reproducio dos machos de peixes, incluindo a maturagdo das génadas, o
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e a indugio dos comportamentos
reprodutores (Pasmanik & Callard, 1985; Kindler et al., 1989; Mayer et al., 1990a; Borg,
1994; Mayer et al., 1994), existe pouca informagdio acerca dos restantes androgénios
(Mayer et al., 1990a; Kime, 1993).



Tal facto deve-se a que muitos dos trabalhos com peixes tém usado ensaios para o
qual o anti-soro estd disponivel, e o facto de 1l-cetotestosterona ser medida nos
representantes da maioria das ordens de Teledsteos ndo indica que seja sempre o esterdide
mais importante (Kime, 1993).

Assim, embora a testosterona e a 11-cetotestosterona sejam aparentemente os dois
esteroides testiculares predominantes nos Teleosteos estudados (Edler ef al., 1971), ainda
ndo se sabe se eles desempenham papéis igualmente importantes no desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secunddrias e no comportamento reprodutor, ou se a 11-
cetotestosterona deve ser considerado o androgénio mais importante nos Teledsteos. Em
algumas espécies como por exemplo, em Salmo trutta e Oncorhynchus mykiss, a
testosterona € secretada mais cedo no ciclo do que a 11-cetotestosterona, o que sugere um
papel diferente para os dois esteréides (Kime, 1993). Por outro lado, embora se tenha
demonstrado que a testosterona ¢ eficiente como androgénio, os estudos com plasma e
tecidos nio permitiram concluir que a testosterona seja o principal androgénio associado
com o comportamento e a morfologia da reprodugio (Liley & Stacey, 1983).

Além disso, a importancia da testosterona no comportamento reprodutor dos peixes
tem sido questionada devido a varios factores:

1) a descoberta de testosterona em fémeas de um certo niumero de espécies, a niveis
semelhantes ou superiores (e.g. Pleuronectideos) aos encontrados nos machos, coloca
algumas davidas quanto ao papel primario da testosterona como androgénio, nos peixes
(Billard, 1982; Liley & Stacey, 1983; Kindler et al., 1991).

' 2) a testosterona pode ser usada como um percursor na biossintese de outros
esteroides, como por exemplo da 11-cetotestosterona (Liley & Stacey, 1983). Esta relacio
pode explicar o aumento de 11-cetotestosterona observado no soro dos peixes tratados com
testosterona (Kindler ez al., 1991).

3) foi demonstrado noutros Vertebrados que os comportamentos reprodutores
podem ndo ser estimulados directamente pela testosterona mas pelos produtos do seu
metabolismo no cérebro (exemplo, estradiol ou dihidrotestosterona) (Kindler et al., 1991).

Alguns estudos indicam que a razio 1l-cetotestosterona/testosterona no soro é
provavelmente mais importante que as concentragdes absolutas destas hormonas para a
expressdo de alguns comportamentos reprodutores (Kindler ef al., 1991).



Porém, as descobertas realizadas nos ultimos anos sugerem que a 11-
cetotestosterona ¢ o principal androgénio em muitas espécies de Teledsteos (Borg, 1994). A
11-cetotestosterona foi primeiramente isolada no plasma de Oncorhynchus nerka (Idler et
al., 1960 in Ueda et al., 1984) e posteriormente foi identificada e medida no plasma de
imimeros Teledsteos (Kime, 1993). Investigagdes subsequentes revelaram claros efeitos
androgénicos desta hormona, mostrando-se como a mais potente na regulagio do
comportamento sexual masculino numa grande variedade de Teledsteos (Idler ez al., 1971,
Idler et al., 1976; Saino & Moller, 1995). Por exemplo, este esterdide foi 17 vezes mais
potente do que a testosterona na indugdo das caracteristicas sexuais secundérias do macho,
na fémea de Oryzias latipes (Colombo & Belvedere, 1976).

Por outo lado, foi demonstrado recentemente a existéncia nos peixes, tal como
acontece nos mamiferos, de locais extra-génadas (e.g. células sanguineas) produtores de
esterdides. Locais estes que podem ser importantes na regulagio das concentragdes de
esterdides no soro. A 11-cetoandrostenediona pode ser convertida em 11-cetotestosterona,
pela enzima 17B-hidroxiesteréide-desidrogenase. De facto, quando as células sanguineas de
Salmo salar, Gasterosteus aculeatus, Zoarces viviparus, Carassius carassius, Clarias
gariepinus e Calamoichthys calabaricus sio incubadas com triturados de 11p-
hidroxiandrostenediona ou 11-cetoandrostenediona ocorre a conversio de 11-
cetoandrostenediona em 11-cetotestosterona, indicando que a actividade da enzima estava
presente nas c€lulas sanguineas (Borg ez al., 1989; Mayer et al., 1990a; Mayer et al., 1990b;
Kindler et al., 1991; Mayer et al., 1994). Se a enzima catalizar a conversio em ambos os
sentidos, elevados nfveis de 1l-cetotestosterona podem dar origem a 11-
cetoandrostenediona que depois ¢ transformada em testosterona (Kindler ef al., 1991), o
que poderd explicar o aumento dos niveis de testosterona nos machos tratados com 11-
cetotestosterona.

A conversio de androgénios no sangue pode ser importante devido i sua eficicia
biologica e a localizagdo de enzimas metabolizadoras de esterdides nas células sanguineas
pode estar especialmente situada para modular os niveis de circulagdo de esteréides (Mayer
et al., 1990b).

Por outro lado, tal como a testosterona ¢ um androgénio mais potente que a
androstenediona nos mamiferos (Luttge, 1983) em analogia pode-se supor que a 11-
cetotestosterona é mais potente que a 11-cetoandrostenediona nos peixes (Mayer et al.,
1990b).



A aromatizagio tem sido indicada como um factor importante nos efeitos dos
androgénios nas células gonadotroficas pituitarias de juvenis de Salmo gairdneri e nos
adultos de Clarias gariepinus. Nesta a aromatizagio parece ser importante para os efeitos
de retroacgio negativa na secregdo de gonadotrofinas das gonadas (Antonopoulou et al.,
1995).

A conversdo dos androgénios em estrogénios - aromatizacdo - é controlada pelo
complexo enzimatico P-450, designado por aromatase, que pode ser detectada no cérebro
de todas as classes de Vertebrados (Callard e al., 1978), embora a sua actividade seja
extraordinariamente elevada nos Teledsteos (100 a 1000 vezes superior que nos mamiferos e
outros Vertebrados) (Callard, 1982; Pasmanik & Callard, 1985; Timmers ef al., 1987).

A actividade da aromatase do cérebro mmda durante o desenvolvimento e &
assimétrica em determinados estiddios, mas a regulagio da enzima ainda & pouco
compreendida (Hutchison, 1993). Além disso, quer a actividade da aromatase quer a sua
localizagio no cérebro diferem fortemente nas diferentes classes (Timmers et al., 1987), mas
¢ sempre elevada no hipotalamo e na pituitaria e normalmente também no telencéfalo (Borg,
1994). Contudo, o metabolismo no cérebro de androgénios ¢ muito mais complexo do que a
analise deste tinico sistema enzimitico pode sugerir (Hutchison, 1991).

Os androgénios ndo aromatizaveis nio sio convertidos pelas enzimas em metabolitos
de estrogénio pelos sistemas bioldgicos tipicos (Brain, 1981). A 11-cetotestosterona nio é
aromatizavel em estrogénios, aparentemente devido a um impedimento com o sistema
enzimitico da aromatase (Crim, ef al., 1981). Assim, a testosterona, a androstenediona e a
metiltestosterona sdo aromatizaveis e os androgénios 5o e 5B-reduzidos, bem como 11-
androgénios ndo o sio (Borg, 1994).

A aromatizagfio aparece como sendo um passo essencial na regulagio de varias
respostas neuroendocrinas e comportamentais, uma vez que os estrogénios do cérebro tém
um papel central em varios processos relacionados com o sexo, tais como a diferenciagio
sexual, o comportamento sexual adulto e a secregdo gonadotrofica (Borg, 1994).

Segundo a hipétese da aromatizagio os androgénios tem que ser aromatizados em
estrogénios, no cérebro, para estimular o comportamento sexual (Sodersten, 1991). Os
androgénios, tais como a testosterona e a androstenediona, podem ser aromatizados em
estrogénios (estradiol e estrona, respectivamente) nos cérebros de muitos Vertebrados



(Balthazart & Schumacher, 1983; Hutchison & Steimer, 1983) sendo esta conversio
particularmente elevada nos Teledsteos (Callard ez al., 1981; Callard, 1982; Andersson et
al., 1988; Sodersten, 1991; Antonopoulou et al., 1995). Naftolin ef al. (1971 in Balthazart
& Schumacher, 1983) foram os primeiros a demonstrar que a androstenediona pode ser
convertida in vifro em estrona, e subsequentemente em estradiol, pelo diencéfalo e pelo

sistema limbico.

Tal como outros esterdides, os estrogénios ndo iniciam o comportamento eles
proprios, mas actuam para aumentar ou diminuir a probabilidade da ocorréncia do
comportamento de acordo com diversas condi¢des de estimulagdo exteriores (Hutchison,
1993).

Nos mamiferos o comportamento reprodutor masculino é estimulado por estrogénios
e por androgénios que podem ser aromatizados em estrogénios, visto que os androgénios
ndo aromatiziveis geralmente nio sdo eficazes (Munro & Pitcher, 1985; Borg, 1987). No
entanto, o papel da aromatase do cérebro ¢ dificil de determinar nos machos de mamiferos,
porque os efeitos no comportamento do estrogénio ndo podem ser imediatamente separados
do androgénio (Hutchison, 1993).

Os substratos apropriados para a aromatizagdo podem ser produzidos pelos 6rgios
reprodutores. Isto favorece a hipotese de que o processo de aromatizagdo no cérebro € os
efeitos comportamentais resultantes podem ser gonado-dependentes. Consequentemente, as
areas no cérebro com uma elevada actividade da aromatase podem estar envolvidas em

processos reprodutores (Timmers ef al., 1987).

Nos Teleosteos tém sido relatadas mudangas na actividade da aromatase do cérebro,
de acordo com o estado reprodutor (Andersson et al., 1988). No entanto, pouco se sabe
acerca de qual o esterdide endogeno especifico envolvido na regulagio e na expressio dos
diferentes componentes individuais do comportamento reprodutor dos machos de
Teleosteos (Kindler ez al., 1991).

A aromatase foi localizada no hipotalamo, nas areas pré-optica e em algumas
estruturas telencefélicas associadas com o comportamento nos Vertebrados inferiores (Crim,
et al., 1981; Timmers et al., 1987; Hutchison, 1993). Em animais superiores as 4reas
homologas do cérebro tém actividade da aromatase e estes centros servem para controlar a

secregdo da hormona gonadotrofica, o comportamento sexual e os ciclos reprodutores



(Crim, et al., 1981; Pasmanik & Callard, 1985). O telencéfalo dos Teledsteos, especialmente
a sua parte ventral, tem fortes associagdes anatomicas com o sistema olfactivo. Existem, no
entanto, varias indicagdes que esta parte do cérebro estd também envolvida em processos
reprodutores tais como comportamento sexual e libertagio de gametas. Assim, para certas
regides no cérebro existe uma correlagdo positiva entre uma elevada actividade da

aromatase, a reprodugio e o desenvolvimento sexual (Timmers ef al., 1987).

A aromatase na 4rea pré-optica ¢ influenciada pelo fotoperiodo e por estimulos
sdcio-sexuais e: 1) apresenta elevada actividade e afinidade forte ao substrato; 2) é regulada
por androgénios e estrogénios, e o tipo de regulagio difere de acordo com a area do
cérebro; 3) € influenciada por produtos dos caminhos inactivos endégenos, 5B-reduzido, 58-
dihidrotestosterona e outros metabolitos 5B-reduzidos surgem como reguladores nio
gendmicos na aromatase do cérebro (Hutchison, 1993). Assim, para além da actividade da
aromatase, a actividade de 5o-reductase e 17B3-desidrogenase foi também demonstrada nos
cérebros dos Teleosteos (Borg, 1994) e em contraste com a aromatase, a actividade de So-
reductase no cérebro e na pituitiria é semelhante com os valores previamente relatados
pelos mesmos tecidos em ratos, hamsters, passaros e sapos. Assim, é a relagio da formagio
de estrogénio versus metabolitos Sa-reduzidos que distingue os Teledsteos dos outros
Vertebrados (Pasmanik & Callard, 1985).

A acgdo da testosterona na irea pré-optica e no hipotdlamo pode ser aumentada
produzindo mais estrogénios activos ou pode ser diminuida produzindo mais 5B~
dihidrotestosterona inactivo. Isto ¢ também apoiado pela observagdo de que a actividade da
aromatase hipotalamica ¢ mais elevada nos machos sexualmente activos. Em contraste, o
aumento da actividade da 5B-redutase estd associada com os déficites comportamentais
(Hutchison, 1993).

Uma elevada actividade da 5B-redutase pode reduzir a conversdo da testosterona em
estradiol-17f3 comportamentalmente activo, por competir com a aromatase para o mesmo
substrato - hipdtese da competi¢do. Ou entdo, os metabolitos 5B-reduzidos podem inibir a

actividade da aromatase por actuar directamente sobre a enzima - hipdtese de inibigdo.

Apesar da possibilidade de que as quantidades de metabolitos activos formados
localmente determinam a ocupagio de receptores e assim iniciam as respostas, muito pouco
¢ conhecido acerca de mudangas naturais na actividade enzimética e como as conversdes sio
reguladas (Pasmanik &"Ca]lard, 1985).



A possibilidade de diferentes formas de aromatase pode complicar ainda mais a
interpretagdio dos efeitos inibitérios dos metabolitos 5B-reduzidos da testosterona. Uma
forma de aromatase pode ser mais sensivel a baixas concentrages de inibidores do que
outras (Hutchison, 1993).

Por outro lado, podem existir, entre as espécies, diferengas basicas na regulagdo da
actividade da aromatase nas dreas do cérebro sensiveis aos esterdides (Hutchison, 1993).
Além disso, existe uma diferenga sexual no tipo de mecanismo regulador envolvido na
indugo da aromatase. As diferengas de sexo e espécie sugerem que o papel dos esterdides
pode ser mais complexo do que o de um inibidor primério e pode requerer mediagdo por um

neurotransmissor ou neuropeptideo (Pasmanik ez al., 1988).

Os niveis elevados de aromatase nos tecidos neuroendécrinos dos Teledsteos
recomendam-os como animais modelo para estudos firtturos sobre a enzima, a sua regulagio
¢ o seu papel na governagio das respostas em alvos centrais dependentes de androgénios.
Uma questio que permanece, contudo, ¢ o significado adaptativo desta elevada biossintese
de estrogénio no cérebro e na pituitaria, neste grupo (Pasmanik & Callard, 1985).

Diferentes estratégias tém sido desenvolvidas de forma a separar a acg¢do dos
androgénios da dos estrogénios. Uma dessas estratégias recorre 4 utilizago de inibidores da
aromatase, uma vez que se o agente activo é o estrogénio se se inibir a sua formacgio a partir
da testosterona os efeitos desta nos comportamentos serdo atenuados (Olsen, 1983).

O mibidor da aromatase suprime, em parte, o efeito da testosterona (Andersson et
al., 1988). Por exemplo, o inibidor da aromatase "1,4,6-androstatriene-3,17-dione" (ATD)
reduz o efeito estimulatério da testosterona na acumulagio de gonadotrofinas
(Antonopoulou ef al., 1995; Peter, 1983; Borg, 1994).

Contudo, os inibidores da aromatase, como outros farmacos, podem exibir efeitos
em locais ndo especificos. Este é especialmente o caso para os compostos de esterdides que
se ligam irreversivelmente a aromatase nos mamiferos, mas o qual pode interferir noutro
processo metabolico de esterdides ou em receptores de esteroides, como € também
conhecido nos mamiferos (Antonopoulou et al., 1995).

Os inibidores da aromatase tém um niimero diferente de efeitos, positivo e negativo
na reprodugdo dos salmdes, facto que sugere que a aromatizagdo ¢é fisiologicamente



importante em mecanismos diferentes, controlando a reprodugdo mnestas espécies
(Antonopoulou et al., 1995).

Nos mamiferos e péssaros "4-hidroxi-4-androstene-3,17dione” (40H) e "4-
benzonitrile monohydrochloride" (CGS) tém sido referidos como inibidores mais eficazes
que "1,4,6-androstatriene-3,17-dione" (ATD) (Antonopoulou et al., 1995).

Com este trabalho pretende-se determinar qual a importincia da aromatizagio e dos
11-cetoandrogénios nos comportamentos agonisticos e sexuais, utilizando-se para o efeito
um androgénio ndo aromatizavel (11-cetotestosterona) e um inibidor da aromatase
(hidroxiandrostenediona).
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MATERIAL E METODOS

1. Material
1.1. Material Biologico

Neste estudo utilizou-se uma espécie domestica hibrida, vulgarmente designada por
molly negra, que nio ¢ encontrada em estado selvagem e que se pensa que tenha resultado
de um cruzamento de Poecilia sphenops com Poecilia latipinna (Miller, 1983)..

E uma espécie de dgua doce da familia Poeciliidae natural da América do Sul e da
América Central. Nesta espécie, tal como na maioria dos Poecilidios, existe um dimorfismo
sexual acentuado, com os machos consideravelmente mais pequenos que as fémeas e
apresentando a barbatana anal modificada, formando o gonopddio. Esta espécie &
ovovivipara sendo a fertilizagdo interna (Abrahams, 1993; Bisazza, 1993).

Em termos de ticticas de acasalamento os Poecilidios exibem duas alternativas: os
machos cortejam a fémea de forma a obter a sua cooperagdo durante o copula; ou entdo
forgam a inseminagdio. No entanto, em certas espécies (por exemplo em Poecilopsis
occidentalis e Poecilia reticulata) o mesmo individuo pode usar as duas tacticas
dependendo das circunstincias: capacidade competitiva ou receptividade da fémea (Bisazza,
1993).

Na realizagio deste trabalho foram usados apenas individuos adultos: 120 machos e
60 fémeas. Todos os peixes foram adquiridos no comércio da especialidade, sendo
provenientes de aquaculturas em Singapura.

1.2. Equipamento e Condic¢des de Manutencdo

Na realizagio deste trabalho foram utilizados 11 aquarios:
a) Aqudrios de Manutengéo
- 2 com a capacidade de 40 1 equipados, cada um deles, com filtro bioldgico
(dois filtros de fundo com um "air-lift" cada). Estes filtros encontravam-se cobertos por uma
camada de areia fina com uma altura de cerca de Scm e & superficie uma camada de casca de
ostra com cerca de lem. A temperatura da 4gua manteve-se constante através do uso de um
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termostato regulado para 24.5°C (x 1°C). O aquario era iluminado por uma limpada
fluorescente de 20W, regulada automaticamente para um fotoperiodo de 12 horas diarias
(LD 12:12; L 8.00-20.00; D 20.00:8.00).

Um dos aquarios funcionou durante toda a experiéncia como um aquirio de
reserva onde eram colocados todos os individuos (machos e f€meas), durante pelo menos
quinze dias antes de serem testados experimentalmente.

No outro aquario eram colocados todos os peixes ja testados.

b) Aquarios de Observagdo
- 3 com a capacidade de 10 1 equipados, cada um deles, com uma pedra
difusora, um termostato regulado para uma temperatura de 24.5°C (+ 1°C), uma ldmpada
fluorescente de 20 W e uma placa de fundo em acrilico branco. Esta placa foi colocada
apenas com a finalidade de durante as filmagens e descodificacio das mesmas, os peixes
serem facilmente detectados e observados.

Nestes aquarios foram colocados, durante a realizagdo da experiéncia, todos
os peixes a serem observados.

Nota: Estes aquarios foram igualmente utilizados durante a fase preparatoria do trabalho,
em que através de observagido ad libitum se elaborou o etograma desta espécie.

¢) Aqudrios de Tratamento
- 6 aquarios de 2 1 equipados com pedra difusora.
Estes 6 aquarios encontravam-se colocados dentro de um agafate que
continha agua e um termostato regulado para uma temperatura de 24.5°C (+ 1°C).

Todos estes aquarios se encontravam separados uns dos outros por uma folha
de plastico cinzenta opaca de forma a impossibilitar a visualizagdo entre os diferentes
mndividuos a serem testados.

Os trés machos a serem testados diariamente eram colocados nestes aquarios,
cada um deles com a respectiva diluigdo da substincia a testar e controle.

Diariamente e de manh3 todos os individuos eram alimentados ad libitum com flocos
("TretaMin").
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1.3. Farmacos

Na realizagdo deste trabalho utilizou-se um androgénio nio aromatizivel, 11-
cetotestosterona, ¢ um inibidor da aromatase, hidroxiandrosteniona (4-"androstend"-4-ol-
3,17- diona). Para ambos foi usada uma diluigio de 0.5 mg/l ¢ 1.0 mg/l, em que o solvente
foi o DMF (N,N-dimetilformamida), o qual foi utilizado também para controlo de ambas as
substincias.

Todos os farmacos foram adquiridos directamente da "Sigma".

As substéincias foram testadas separadamente, embora o procedimento usado tenha

sido idéntico.

2. Procedimento Experimental

Diariamente eram testadas trés situagdes (controlo, 0.5 mg/l e 1.0 mg/l) para uma
das substancias, ou seja para cada série existiam 3 ensaios.

Para o efeito, os trés machos a serem testados eram colocados em "banho" (via
imersdo) durante 24 horas, na substincia a testar, nas respectivas diluigdes ¢ controlo.

Ap6s as 24 horas os machos eram retirados aleatoriamente, de forma a anular o
efeito da hora do dia, de 30 em 30 minutos e colocados nos Aquérios de Observagdo
apenas com a pedra difusora e visualmente isolados uns dos outros. -

As experiéncias eram realizadas sempre de manh3 sensivelmente a partir das 9 horas.

O trabalho decorreu de Setembro de 1995 a Junho de 1996 tendo-se efectuado 8
séries para a substincia 11-cetotestosterona e 12 séries para a substincia
hidroxiandrostenediona.

De forma a obter um registo completo das diferentes interac¢des, recorreu-se a
gravagio em video para uma posterior analise.

Usou-se uma cimara de video VHS-C (Panasonic), colocada sobre um tripé e
durante a gravagdo mantinha-se um plano fixo que abrangia toda a irea do aquario em

sistema de auto-focagem.

A gravagdo tinha inicio sensivelmente 90 minutos apés a colocagio dos machos nos

aquarios ("periodo de ambientacdo” as novas condigdes, que foi determinado numa fase
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preparatéria do trabalho) e era realizada pela mesma ordem com que estes tinham sido
colocados nos respectivos aquarios.

2.1. Interacgdes Macho-Macho

Para a gravagio das interacgdes macho-macho colocava-se o macho intruso num dos
aquérios. Procurava-se que este macho tivesse dimensdes semelhantes as do macho a ser
testado (residente), visto que as dimensdes relativas dos oponentes podem determinar a
dominincia das interacgdes (Snelson Jr., 1982; Beacham, 1987; Wazlavek & Figler, 1989;
Zhuikov, 1993).

De seguida, media-se o tempo decorrido até 4 primeira interacgao (laténcia), altura
em que se iniciava a gravagdo que tinha uma duragio de 15 minutos. Ap0s este tempo o0
macho intruso era retirado e medido.

Este procedimento era repetido de uma forma idéntica para os outros dois machos,

usando-se sempre intrusos "naif" e respeitando a ordem inicial e os intervalos de tempo.

2.2. Interac¢des Macho-Fémea

Na gravacdo das interacgdes macho-fémea, que se processava ap6s as interacgdes
macho-macho, ao macho tratado (residente) que se encontava no aquéirio, juntavam-se trés
fomeas retiradas ao acaso do aquario de reserva. A utilizagdo de trés fémeas em vez de uma
deve-se ao facto de ndo ser possivel determinar o estado de receptividade destas, o qual
sofre alteragdes ciclicas (Liley & Wishlow, 1974). |

Media-se a laténcia e de seguida, iniciava-se a gravagdo que tinha a duragdo de 15
minutos. No final da gravagio retiravam-se as fémeas e o macho, o qual era medido.

Este procedimento era igualmente repetido para os outros dois machos, utilizando-se

sempre as mesmas fémeas.
3. Descodificacio das Filmagens

Utilizando um videogravador ¢ uma televisio, os registos de video obtidos foram

analisados com a imagem em "tempo real”.
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Na descodificacio das filmagens todos os comportamentos dados e recebidos pelo
macho residente eram anotados em folhas de registo.

3.1. Interacg¢oes Macho-Macho

Nas observagdes entre machos (residente/intruso) foram anotadas as frequéncias dos
seguintes comportamentos: exibigdo, aproximagdo, afastamento, recuo, perseguigdo,
investida, toque, toque caudal, posigdo relativa, arquear o corpo, fuga, extensio de pélvicas
e gonopddio e toque bucal. Além disso, para os comportamentos exibi¢do, afastamento,
perseguigio, posigio relativa e arquear o corpo, foram temporizadas as respectivas
duragdes.

Na tabela 1 encontram-se descritos os diferentes comportamentos analisados durante
as interacgdes macho-macho. Semelhantes comportamentos foram descritos para outras
espécies de Poecilideos (Baird, 1968; Clark ef al., 1954).

3.2. Interacgées Macho-Fémea

Nas observagdes entre machos e fémeas foram anotadas as frequéncias dos seguintes
comportamentos: exibigdo, aproximagdo, afastamento, recuo, seguir, toque bucal, extensio
de pélvicas e gonopodio, tentativa de copula, sigmoide, investida, toque, toque caudal e
arquear o corpo. Foram temporizadas ainda as duragdes dos comportamentos exibigio,
afastamento, seguir e arquear o CoIpo.

Na tabela 2 apresenta-se a descrigio dos diferentes comportamentos analisados

durante as interacgdes macho-fémea
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Tabela 1. Descrigdo dos comportamentos ocorridos durante as interacgdes macho-macho.

Comportamentos Descricio

Exibi¢do O individuo apresenta-se com a dorsal aberta, em maior ou menor amplitude.
Por vezes, verifica-se a abertura simultinea da barbatana caudal.

Aproximagio Movimento em direcgdo ao oponente em nataggo lenta.

Afastamento Perante a abordagem do oponente o individuo afasta-se em natagfo normal.

Recuo Na presenca do oponente 0 individuo movimenta-se em natagfo lenta no sentido
da regido posterior do corpo.

Perseguicio Natagdo rapida e em direcg3o ao oponente em fuga.

Investida O individuo desloca-se em direcgdo ao oponente em natagao rapida. Pode
aproximar-se do oponente (que se encontra na sua vizinhanga ou distante) em
posigdo frontal, lateral ou posterior em relag8o ao corpo deste.

Toque Quando na sequéncia de uma investida ocorre um contacto da regido frontal do
individuo em diferentes pontos do oponente.

Toque Caudal O individuo em posigdo paralela ou anti-paralela, curva a regido posterior do
corpo batendo de seguida com a caudal na regifio posterior ou anterior,
respectivamente, do corpo do oponente.

Posi¢io Relativa O individuo na proximidade de outro, em posigo paralela, anti-paralela ou
perpendicular, mantém-se imével na coluna de 4gua batendo as peitorais. As
restantes barbatanas encontram-se recolhidas.

Arquear o Corpo O individuo na proximidade do outro, flecte a parte posterior e anterior para o
mesmo lado, adoptando uma posigdo céncava em relagfo ao oponente, com as
barbatanas todas recolhidas ou com a barbatana dorsal aberta. Esta posigdo pode
manter-se mesmo apds o afastamento do oponente.

Fuga Natagdio rapida na direcgéo contraria a do oponente.

Extensio de Pélvicas
e Gonopodio

O individuo imével na coluna de gua ou em natagdo lenta estende as pélvicas e
o gonopodio. Este comportamento pode ocorrer em séries.

Toque Bucal

O individuo aproxima-se por tras e por baixo do oponente tocando com a boca na
regifio genital deste.

Nota: O comportamento de fuga nunca foi observado no macho residente.

16



Tabela 2. Descrigdo dos comportamentos ocorridos durante as interacgSes macho-fémea.

Comportamentos Descrigio

Exibigdo O macho apresenta-se com a dorsal aberta, em maior ou menor amplitude. Por
vezes, verifica-se a abertura simultinea da barbatana caudal.

Aproximagao Movimento em direcgfo a fémea em natacfo lenta.

Afastamento Perante a abordagem da fémea o macho afasta-se em natagdo lenta ou rapida.

Recuo Na presenca da fémea o macho movimenta-se em natagfo lenta no sentido da
regido posterior do corpo.

Seguir Movimento na direcgio da fémea que se afasta em ritmo normal de natagéo. O
macho mantem-se sempre na proximidade da fémea.

Toque Bucal O macho aproxima-se por tras e por baixo da fémea tocando com a boca na

regido genital da fémea.

Extensio de Pélvicas
e Gonopadio

O macho imdvel na coluna de 4gua ou em natagdo lenta estende as pélvicas e o
gonopodio. Este comportamento pode ocorrer em séries.

Tentativa de Cdpula

O macho na proximidade da fémea e apresentando extensdo do gonopédio, roda
sobre o eixo longitudinal, aproximando o gonopédio da regido genital desta,
podendo ou no tocar-lhe.

Sigmoide O macho na proximidade da fémea flecte a parte anterior e posterior do corpo
para lados opostos. As barbatanas dorsal e anal encontram-se abertas.

Investida O macho desloca-se em direcgdo a fémea em natagio rapida. Pode aproximar-se
da fémea (que se encontra na sua vizinhanga ou distante) em posi¢fo frontal,
lateral ou posterior em relagdo ao corpo desta.

Toque Quando na sequéncia de uma investida ocorre um contacto da regido frontal do
macho em diferentes pontos da fémea (com excepgdo da regido genital).

Toque Caudal O macho em posi¢io paralela ou anti-paralela, curva a regido posterior do corpo
batendo de seguida com a caudal na regifio posterior ou anterior,
respectivamente, do corpo da fémea.

Arquear o Corpo O macho na proximidade da fémea, flecte a parte posterior e anterior para o

mesmo lado, adoptando uma posigo concava em relagfo a fémea, com as
barbatanas todas recolhidas ou com a barbatana dorsal aberta.
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4. Testes Estatisticos
A anélise estatistica dos dados foi efectuada com o Programa Statistica (versdo 4.0).

De acordo com o desenho experimental, pretendia-se para cada substincia testar a
hipotese nula de ndo haver alteragdes comportamentais nos individuos tratados em relago
ao controlo, aplicando uma estatistica de F ou analise de varidncia (ANOVA) (Zar, 1984).

Dado que os niveis das varidveis independentes eram fixos e escolhidos
especificamente (controlo, 0.5 mg/l e 1.0 mg/l) utilizou-se o Modelo I ("fixed effects
model') (Zar, 1984).

Decidiu-se como teste a priori utilizar as Comparagdes Planeadas de modo a
verificar as diferencas estatisticas entre os pares controlo versus 0.5 mg/l e controlo versus
1.0 mg/l (Winer et al., 1991).

Para as variaveis dependentes em que ndio se verificavam os pressupostos da
ANOVA (normalidade e homogeneidade da varidncia) foi realizada wma transformagio
logarftmica, particularmente eficiente para normalizar as distribui¢des. Para evitar os valores
iguais a zero ou muito proximos utilizou-se log(X+1) (Winer et al., 1991).

Nas situagdes em que, mesmo aplés a transformagdo, ndo se verificaram os
pressupostos, recorreu-se a estatistica ndo-paramétrica Kruskal-Wallis a fim de evitar as
suposigdes relativas 4 normalidade e homogeneidade da variincia, necessirias a prova
paramétrica F, e também para aumentar a generalidade dos resultados (Marascuilo & Serllin,
1988; Siegel, 1975).

A prova de Kruskal-Wallis, ¢ uma prova extremamente util para decidir se &
amostras independentes provém de populagdes diferentes. Os valores amostrais quase que
invariavelmente diferem entre si, e o problema ¢ decidir se essas diferengas entre as amostras
significam diferengas efectivas entre as populacdes, ou se representam apenas variagdes
casuais, que podem ser esperadas entre amostras aleatorias de uma mesma populagdo. A
prova supde que a varidvel em estudo temha distribuigio inerente continua e exige
mensurag¢io no minimo ao nivel ordinal (Siegel, 1975).

A prova de Kruskal-Wallis é mais eficiente do que a extensdo da prova de mediana,
porque utiliza mais as informagdes contidas nas observagdes, convertendo os "scores" em
postos ao invés de simplesmente dicotomiza-los em "acima" e "abaixo" da mediana. Assim,

de acordo com Siegel (1975) quando os dados sdo tais que qualquer uma das duas provas
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pode ser aplicada, a prova de Kruskal-Wallis

informagdes contidas nas observagdes.

r

¢ mais eficiente porque utiliza mais as

A prova de Kruskal-Wallis parece ser a mais eficiente das provas nio-paramétricas

para k amostras independentes. Tem poder-eficiéncia de 3/m = 95,5 por cento quando

comparado com a prova F (a mais poderosa prova paramétrica) (Siegel, 1975).

Nas tabelas 3 e 4 apresentam-se os testes estatisticos (comparagdes planeadas sem

transformacdo, com transformagdo logaritmica, com transformagio log (X+1) e teste

Kruskal-Wallis) utilizados para os diferentes comportamentos, nos dois tipos de interacgdes

e para os dois tratamentos.

Tabela 3. Testes estatisticos para os diferentes comportamentos para o tratamento com 11-
cetotestosterona. (DT - Duragdo Total, DM - Duragdo Média, rec. - recebido).

Tipo de Teste

Comparacdes Planeadas

Kruskal-Wallis

Tipo de Sem Transformacdo Transformacgdo
Interacgdo Transformacdo Logaritmica Log (x+1)
Aproximacio Laténcia Toque Caudal Toque Caudal (rec.)
Afastamento Exibigio Posigiio Relativa Exibigdo (DT)
Recuo Exibigio (DM) Ext. Pélvicas e Gonopodio
Perseguigdo Arquear o Corpo
Investida Toque Bucal
Macho-Macho | Toque Tnvestida (rec.)
Arquear o Corpo Toque (rec.)
Aproximaggo (rec.) Perseguigio (DT e DM)
Arquear o Corpo (DT) Afastamento (DT e DM)
Exibigio Laténcia Afastamento Toque Caudal (rec.)
Aproximagio Recuo Sigmoéide
Seguir Investida
Toque Bucal Toque Caudal
Ext.Pélvicas e Gonopodio Aproximagio (rec.)
Tentativa de Cépula Toque (rec.)
Macho-Fémea | Toque Arquear o Corpo (DT ¢ DM)
Arquear o Corpo
Exibi¢io (DT e DM)
Seguir (DT e DM)
Afastamento (DT ¢ DM)
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Tabela 4. Testes estatisticos para os diferentes comportamentos para o tratamento com

hidroxiandrostenediona. (DT - Duragdo Total; DM - Duragdo Média; rec. - recebido).

Tipo de Teste

Comparacdes Planeadas

Kruskal-Wallis

Tipo de Sem Transformacio Transformacio
Interacgdo Transformacio Logaritmica Log (x+1)
Aproximagio Laténcia Recuo Aproximag3o (rec.)
Afastamento Exibigdio Toque Investida (rec.)
Perseguigio Toque Caudal Afastamento (DM)
Investida Posigio Relativa
Ext.Pélvicas e Gonopédio Arquear o Corpo
Macho-Macho | Exibigiio (DT e DM) Toque Bucal
Perseguigio (DT) Toque (rec.)
Afastamento (DT) Toque Caudal (rec.)
Arquear o Corpo (DT e DM) Persegui¢io (DM)
Posicio Relativa (DT e DM)
Laténcia Aproximacio Afastamento Investida (rec.)
Exibigio Investida
Recuo Toque Caudal
Seguir Aproximagio (rec.)
Toque Bucal Toque (rec.)
Ext.Pélvicas e Ganopédio Toque Caudal (rec.)
Macho-Fémea | Tentativa de Cépula Afastamento (DT e DM)
Toque Arquear o Corpo (DT)
Arquear o Corpo
Exibigio (DT e DM)
Seguir (DT e DM)
Arquear o Corpo (DM)

No Capitulo dos Resultados as diferengas estatisticamente significativas entre o

controlo versus 0.5 mg/l ¢ o controlo versus 1.0 mg/l encontram-se assinaladas nas figuras,
da seguinte forma: * =p <0.1, ¥*=p <0.5;***=p <0.01 e *EF* =p <0.001.
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RESULTADOS

1. Tratamento com 11-cetotestosterona

Neste tratamento, e como ji foi referido no Capitulo Material e Mcétodos,

efectuaram-se 8 réplicas das séries (n = 8), tanto nas interacgdes macho-macho como nas

interacgdes macho-fémea.

1.1. Interacc¢des Macho-Macho

Na figura 1 encontram-se os valores das duragdes das laténcias e os respectivos
desvios padrdo para os individuos dos diferentes tratamentos (controlo, 0.5 mg/l e 1.0 mg/l

de diluigio).

300

250 +

Tempo (segundos)

50 +

Figura 1. Valores de laténcia para os diferentes tratamentos.

200 +

150 +

100 +

cantrolo
00,5 mgA
B1mg/l

Laténcia

Os valores das frequéncias médias (mimero de actos que ocorreram durante os 15
minutos de cada série) e respectivos desvios padrio dos diferentes comportamentos
analisados neste trabalho e iniciados pelo macho residente encontram-se nas figuras 2, 3 e 4.
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50 +

30 ¢+

20 +

10 4

Frequéncias (actos/15 min)

Exibigdo Aproximagio Afastamento Recuo

Comportamentos

Figura 2. Valores das frequéncias dos comportamentos exibigdo, aproximagdo,
afastamento e recuo.

100

90 4 controlo
80 + 00,5mg/l

70 +
60 4
50 ¢

30 4
20 4
104

Frequeéncias (actos/15 min)

Comportamentos

Figura 3. Valores das frequéncias dos comportamentos persegui¢do, investida,
toque e toque caudal.

60

50 4 controlo
00,5 mg/l

30 +

20 4

10 + p

Frequéncias (actos/15 min)

)

0
Posigdo Arquear o Ext.Pelv. Toque
Relativa Corpo Gonopodio Bucal
Comportamentos

Figura 4. Valores das frequéncias dos comportamentos posi¢éo relativa, arquear o
corpo, extensdo de pélvicas e gonopddio e toque bucal.




O comportamento de tentativa de copula apresentou uma frequéncia média de 1.75
nos individuos da diluigio 0.5 mg/l e o comportamento de sigmoide 0.875 nos individuos
da dilui¢do 1.0 mg/l

Na figura 5 observam-se os valores das frequéncias médias e respectivos desvios
padrio dos diferentes comportamentos iniciados pelo macho intruso (recebidos pelo

residente).

80
20 4 controlo -
10,5 mg/l
B1mg/l

60 +

50 +

Frequéncias (actos/15 min)

Aproximag¢io Investida Toque Toque Caudal

Comportamentos

Figura 5. Valores das frequéncias dos comportamentos aproximagdo, investida,
toque e toque caudal. O comportamento toque caudal apresenta uma significancia
de p< 0.1 com o teste Kruskal-Wallis.

O comportamento de perseguigdo iniciado pelo macho intruso s6 se observou nos
individuos do controlo e teve uma frequéncia média de 0.5. _

Os valores das duragdes totais e das duragbes médias e o0s respectivos desvios
padrio dos comportamentos temporizados encontram-se 1as figuras 6, 7a e 7b.

1000

900 + controlo
800 4 00,5 mg/

700 T H1mgl
600 +

Duracéo Total

200 +

Exibigio P igd Af t Arquear o Corpo  Posigio Relativa

Comportamentos

Figura 6. Valores da duragfo total dos comportamentos exibi¢do, perseguicdo, afastamento,
arquear o corpo e posigo relativa. O comportamento exibicdo apresenta uma significancia
de p < 0.1 com o teste Kruskal-Wallis.
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1000

900 1 |H controlo o
800
700
600
500
400
300
200
100

Duragio Média

Exibigio

Comportamento

Figura 7a. Valores da duragio média do comportamento exibicao.

250

controlo
200

150

100

Duragiio Média

50

Perseguigio Afastamento Arquear o Posi¢io
Corpo Relativa
Comportamentos

Figura 7b. Valores da duragio média dos comportamentos, perseguicio,
afastamento, arquear o corpo e posicdo relativa.

1.2. Interaccoes Macho-Fémea

Na figura 8 observam-se os valores das duragdes das Iaténcias e os respectivos

desvios padrdes para os individuos dos diferentes tratamentos.
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800 + cantrolo
00,5 mgl

B1mgl

Tempo (segundos)

Laténcia

Figura 8. Valores de laténcia para os diferentes tratamentos.

Nas figuras 9, 10 e 11 encontram-se as frequéncias médias e os desvios padrdo dos

diferentes comportamentos realizados pelos machos em relagdo as fémeas.

Na figura 12 observam-se os valores das frequéncias e Tespectivos desvios padrao

dos diferentes comportamentos realizados pelas fémeas em relagio ao macho.

70

cantrolo
00,5 mg1
H1mg/l

60 +

Frequéncias (actos/15 min)

%

Comportamentos

Figura 9. Valores das frequéncias dos comportamentos exibigdo, aproximagéo,
afastamento e recuo.
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100
90 -+
80 +
70 +
60
50 +

cantrolo
00,5 mg/l
B1mgl

30 4
20 + P
10

Frequéncias (actos/15 min)

\\

_

Seguir Toque Bucal Ext.Pelv. Gonopodio Tent. de Cépnln

Comportamentos

Figura 10. Valores das frequéncias dos comportamentos seguir, toque bucal, extensdo de
pélvicas e gonopddio, tentativa de copula e sigmdide.

80

70 4 controlo
60 + m] 0,5 mg/l

50 1

30 +
20 +

Frequéncias (actos/15 min)
5

0+ 7
0 -
Investida Toque Toque Arquear
Caudal o Corpo
Comportamentos

Figura 11. Valores das frequéncias dos comportamentos investida, toque, toque caudal
g arquear o corpo.

16 + cantrolo
14 + [00,5mg/l
12 + B1 mg/l

Frequéncias (actos/15 min)

Z - % = 7 %
Aproximagio Toque Toque Caudal
Comportamentos

Figura 12. Valores das frequéncias dos comportamentos aproximago, toque e toque caudal.




Observaram-se outros comportamentos realizados pelas fémeas em relagdo aos
machos, mas sem grande significado: seguir com uma frequéncia média de 0.25 e apenas na
diluigdo 1 mg/l; investida com uma frequéncia média de 2.0 nos individuos controlo e por
tltimo sigmoide com frequéncias médias de 0.25 e 4.875 para a diluigio de 0.5 mg/l e 1.0

mg/l, respectivamente.

Nas figuras 13, 14a e 14b encontram-se os valores das duracdes totais e duragdes
médias, respectivamente, bem como os valores de desvio padrio, para os comportamentos

em que se procedeu a sua temporizagio.

1000
900 +
800 +
700 +
600 +
500 +
400 +
300 +
200 +
100 +

controlo
00,5 mg/l
H1mgl

Duragido Total

I

Comportamentos

Figura 13. Valores da duragdo total dos comportamentos seguir, exibi¢do, afastamento e
arquear o corpo.

1200

cantrolo

1000 + 00,5 mg

800 +

600 +

400 +

Duragio Média

200 +

Exibigio

Comportamento

Figura 14a. Valores da duragio média do comportamento exibicdo.
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Duragdo Média

Comportamentos

Figura 14b. Valores da duragio média dos comportamentos seguir,

afastamento e arquear o corpo.

1.3. Breve Sintese

Na tabela 5 encontram-se de uma forma resumida os comportamentos cujas

diferencas se rTevelaram estatisticamente significativas, tanto através das comparagdes

planeadas como pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Tabela 5. Resumo das comparagdes estatisticamente significativas

para o tratamento 11-cetotestosterona.

Tipo de Interacgio Comportamentos Nivel de Comparacoes
Significdncia
Laténcia p<0.1 Cantrolo > Diluigdo 1.0 mg/l
Exibigio p<0.1 Cantrolo > Diluigdo 0.5 mg/l
Recuo p<0.01 Cantrolo > Diluiggo 1.0 mg/l
Recuo p <0.001 Cantrolo > Diluigdo 0.5 mg/l
Macho-Macho Investida p<0.1 Cautrolo < Diluigio 0.5 mg/l
Extensio Pélvicas e Gonopodio p<0.1 Cantrolo < Diluigio 1.0 mg/l
Toque Caudal (recebido) p<0.1 Kruskal-Wallis
Duragdo Total da Exibigdo p<0.1 Kruskal-Wallis
Duracio Média da Exibicio p <0.05 Cantrolo < Diluigio 0.5 mg/l
Laténcia p<0.1 Controlo < Diluigo 0.5 mg/l
Macho-Fémea Extensdo Pélvicas e Gonopédio p<0.1 Controlo > Diluigéio 0.5 mg/l
Arquear o Corpo p<0.1 Caantrolo < Diluigdo 1.0 mg/l

2. Tratamento com hidroxiandrostenediona

Para este tratamento o numero de réplicas de s

macho e macho-fémea foi de 12 (n = 12).

2.1. Interaccées Macho-Macho

éries para as interacgdes macho-

Na figura 15 observam-se os valores das laténcias e respectivos desvios padrdo para

os individuos dos diferentes tratamentos.

Nas figuras 16, 17 e 18 encontram-se as frequéncias médias e os desvios padrdo dos

diferentes comportamentos iniciados pelo macho residente.
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400
350 + controlo
00,5 mg!l

Tempo (segundos)

Laténcia

Figura 15. Valores de laténcia para 0s diferentes tratamentos.

Frequéncias (actos/15 min)

o | A A 1=
Exibigdo Aproximagio Afastamento

Comportamentos

Figura 16. Valores das frequéncias dos comportamentos exibigdo, aproximagdo,

afastamento e recuo.

controlo
00,5 mg/l

300

200 +

150 +

100 +

50 +

Frequéncias (actos/15 min)

Perseguigio Investida Toque

Comportamentos

Figura 17. Valores das frequéncias dos comportamentos perseguigfo, investida, toque

e toque caudal.

A cantrolo
00,5 mgl
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45 4 |HAcontrolo
40 + 00,5 mg/t
35 4 B1 mg/l

Frequéncias (actos/15 min)

| =

Posi¢io Arquear o Ext. Pelv. Toque
Relativa Corpo Gonopddio Bucal
Comportamentos

Figura 18. Valores das frequéncias dos comportamentos posigdo relativa, arquear o
corpo, extensdo de pélvicas e gonopodio e toque bucal.

O comportamento tentativa de copula apresentou uma frequéncia média de 2.412 e
0.25 para os individuos da diluigio 0.5 mg/l e 1.0 mg/l, respectivamente. Observou-se para o
comportamento de sigméide uma frequéncia média de 0.667 e 0.25 para os individuos
controlo e da diluigio 0.5 mg/l, respectivamente.

Os valores das frequéncias médias e desvios padrdo dos diferentes comportamentos

iniciados pelo macho intruso (recebidos pelo residente) apresentam-se na figura 19.

30

~
g controlo
7 00,5 mgl
S B 1mgl
2

Q

&

wv
R

5|

S

!

O

-

=

Aproximagao Investida Toque Toque Caudal

Comportamentos

Figura 19. Valores das frequéncias dos compbrtamentos aproximagdo, investida,
toque e toque caudal. O comportamento investida apresenta uma significdncia de p <
0.5 com o teste Kruskal-Wallis. )

O comportamento de perseguicdo iniciado pelo macho intruso teve uma frequéncia
média de 1.333 e 0.417, respectivamente para os individuos de diluigéo 0.5 mg/l e 1.0 mg/l.
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Nas figuras 20, 21a e 215 observam-se, respectivamente, os valores das duragdes
totais e duragdes médias, bem como os desvios padrio, para os comportamentos em que se

procedeu & sua temporizagdo.

1000

900 + controlo
800 + 00,5 mgl
700 + B1mgl

600 +
500
400 T
300 +
200 +
100 +

1l Rk

Exibigio Perseguigio Afastamento Arquear o Corpe Posigio Relativa

Duragio Total

Comportamentos

Figura 20. Valores da duragiio total dos comportamentos exibigdo, perseguicdo,
afastamento, arquear o corpo e posicéo relativa.

1200

cantrolo
1000 00,5 mgl
00 & B 1 mgl

Duragido Média

Exibigdo

Comportamento

Figura 21a. Valores da duragdo média do comportamento exibigdo.
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Perseguigio Afastamento Arquear o Posigio
Corpo Relativa
Comportamentos

Figura 215. Valores da duragdo média dos comportamentos perseguicao,
afastamento, arquear o corpo e posi¢do relativa.

2.2. Interaccées Macho-Fémea

Os valores das duragdes das laténcias e desvios padrio para os individuos dos

diferentes tratamentos encontram-se na figura 22.

controlo
10,5 mg/l
51 mg/

Laténcia

Tempo (segundos)

Figura 22. Valores de laténcia para os diferentes tratamentos.

Nas figuras 23, 24 e 25 observam-se as frequéncias médias e os desvios padrdo dos

diferentes comportamentos realizados pelos machos em relagio as fémeas.

33



100

9 4+ B controlo
80 4 30,5 mgl
70 + B 1 mgl

60 +
50 4
40 1
30 4
20 4
10 +

Frequéncias (actos/15 min)

Exibigdo Aproﬁinag?xo Afastamento Recuo

Comportamentos

Figura 23. Valores das frequéncias dos comportamentos exibi¢do, aproximagéo,
afastamento e recuo.

cantrolo
00,5 mg/t
E 1 mg/l

120 +

Frequeéncias (actos/15 min)

Seguir Toque Bucal Ext. Pelv. Tentativa de
Gonopddio Copula
Comportamentos

Figura 24. Valores das frequéncias dos comportamentos seguir, toque bucal, extensdo
de pélvicas e gonopddio e tentativa de copula.
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Figura 25. Valores das frequéncias dos comportamentos investida, toque, toque
caudal e arquear o corpo.



O comportamento sigméide apresentou uma frequéncia média de 1, 1.25 e 2.583
para o controlo, dilui¢do de 0.5 mg/l e diluigdo de 1.0 mg/], respectivamente.

Na figura 26 observam-se os valores das frequéncias médias e respectivos desvios

padrio dos diferentes comportamentos realizados pelas fémeas em relagio aos machos.

12

cantrolo
10,5 mg/l
B1mgl

10 +

Frequéncias (actos/15 min)

o |17
Aproximagio Investida Toque Toque Caundal
Comportamentos

Figura 26. Valores das frequéncias dos comportamentos aproximagdo, investida,
toque e toque caudal.

Os valores das duragdes totais e duragdes médias e 0s valores de desvio padrdo, para

o0s comportamentos temporizados encontram-se, respectivamente, nas figuras 27, 28a e 28b.

1000
900 +
800 +
700 +
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500 +
400 4
300 +
200 +
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controlo
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B1mgl

Duragio Total

[T

_

Exibigdo Seguir Afastamento Arquear o
Comportamentos

Figura 27. Valores da durago total dos comportamentos exibigdo, seguir, afastamento
e arquear o Corpo.
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Figura 28a. Valores da duragio media do comportamento exibigdo.
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Figura 28b. Valores da duragdo média dos comportamentos seguir,
afastamento e arquear o corpo.

2.3. Breve Sintese

Na tabela 6 apresentam-se, de uma forma resumida, os comportamentos cujas
diferencas se revelaram estatisticamente significativas, tanto através das comparagdes

planeadas como pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Tabela 6. Resumo das comparagdes estatisticamente significativas para o tratamento
hidroxiandrostenediona.

Tipo de Interacgdo Comportamentos Nivel de Comparagées
Significdncia

Laténcia p<0.1 Controlo > Diluigio 0.5 mg/l
Laténcia p<0.05 Controlo > Diluigio 1.0 mg/l

Macho-Macho Recuo p<0.1 Cantrolo > Diluigdo 1.0 mg/l
Toque Caudal p<0.1 Controlo < Diluigdo 1.0 mg/l
Posigdo Relativa p<0.05 Cantrolo > Diluigio 1.0 mg/l
Investida (recebida) p <0.05 Kruskal-Wallis
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DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho revelaram que tanto para o tratamento com a 11-
cetotestosterona como para o tratamento com hidroxiandrostenediona os machos tratados
apresentam uma laténcia inferior 4 dos machos controlo, nas interac¢des macho-macho,
sendo as diferencas estatisticamente significativas (ver tabela 5 e 6 do Capitulo Resultados).
Tal facto, indica uma maior predisposicdo dos machos tratados para iniciarem as interacgdes

macho-macho.

Para o tratamento com a 1l-cetotestosterona as frequéncias dos comportamentos
exibicdo, aproximagio, afastamento, recuo, posigdo relativa, arquear o CoIpo, aproximagio
recebida e investida recebida sio mais baixas nos machos tratados, com o minimo para os
machos de 0.5 mg/l. As diferencas reveleram-se estatisticamente significativas apenas para
os comportamentos exibigdo e recuo (ver tabela 5 do Capitulo Resultados).

Pelo contrario, as frequéncias dos comportamentos persegui¢do, investida e toque,
bem como as duragdes totais dos comportamentos exibigdo, persegui¢io, afastamento e
arquear o corpo e as duragBes médias dos comportamentos exibigdo e afastamento
revelaram-se mais elevadas nos machos tratados que nos machos controlo com 0 MAXimo
para os individuos de 0.5 mg/l. As diferengas foram estatisticamente significativas apenas
para os comportamentos investida e duragdo total e média da exibigdo (ver tabela 5 do
Capitulo Resultados).

Também, as frequéncias dos comportamentos toque caudal, extensdo de pélvicas e
gonopédio, toque caudal recebido pelo macho residente e duragio média da posigdo relativa
se revelaram mais elevadas nos machos tratados do que no controlo, mas nestes casos com o
méiximo para os individuos de 1.0 mg/l Os comportamentos extensio de pélvicas e
gonop6dio e toque caudal recebido revelaram diferengas estatisticamente significativas (p <
0.1, para ambos).

Verifica-se assim, que os machos tratados com a ll-cetotestosterona além de
apresentarem uma maior predisposigdo para iniciarem as interac¢des macho-macho (como
os machos tratados com hidroxiandrostenediona) também manifestam com maior frequéncia
os comportamentos caracteristicamente agonisticos. De facto estes comportamentos sio
considerados como caracteristicos de interacgdes agonisticas em outros Poecilideos (e.g.
Poeciliopsis occidentalis (Constantz, 1975); Poecilia velifera (Bildsoe, 1988)), em que os
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dominantes perseguem durante mais tempo e fazem mais toques (Beaugraud et al., 1984
Bildsoe, 1988). Embora o comportamento extensio de pélvicas e gonopodio seja
essencialmente sexual (Bildsoe, 1988) também se manifesta em interac¢Oes agonisticas, tal
como tem sido referido para outros Poecilideos, como por exemplo, Xiphophorus
maculatus e X. helleri (Clark et al., 1954).

FEm relagio ao tratamento com hidroxiandrostenediona e nas interac¢des macho-
macho, as frequéncias dos comportamentos recuo ¢ posigdo relativa apresentam valores
méximos nos individuos controlo e minimos nos individuos tratados com 1.0 mg/l, sendo
para ambos as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.1 e p < 0.5, respectivamente).

Pelo contrario, as frequéncias dos comportamentos toque caudal e investida recebida
apresentam-se com valores minimos nos individuos controlo ¢ maximos nos individuos
tratados com 1.0 mg/L, sendo as diferengas estatisticamente significativas, respectivamente p
<0.lep<0.5.

No entanto, as diferengas encontradas ndo permitem concluir que haja uma clara
distingdo entre os individuos tratados com hidroxiandrostenediona e os ndo tratados nos

comportamentos caracteristicamente agonisticos.

A motivagio para o comportamento agonistico e sexual depende néo s6 de causas
externas mas também do estado interno, especialmente dos niveis hormonais (Colgan,
1986), existindo numerosos exemplos que ilustram os varios aspectos da relago entre as
hormonas e o comportamento (Liley, 1969). Segundo Brain (1981) as diferentes hormonas
(ou os seus metabolitos) podem estar implicadas na modulagio da agressdo em diferentes

tipos de ataque nas diferentes espécies.

Em muitos machos de Vertebrados, o comportamento agressivo é influenciado por
mudancas nos niveis circulantes de androgénio (Moore, 1988). A pesquisa nos mamiferos
sugere que o eixo pituitiria-gonadas estd envolvido no comportamento agressivo,
especialmente quando o comportamento estd associado com a reprodugio (Villars,1983).
No entanto, comparado com os mamiferos, existe pouca informagdo disponivel referente aos
factores hormonais envolvidos na regulagio do comportamento agressivo dos peixes
(Villars, 1983). Todavia, certos dados indicam que tais influéncias sio semelhantes as dos
mamiferos e aves. Mas, até para os dados sobre mamiferos e aves permanece por esclarecer
se as mudancas hormonais afectam a reacgdo agressiva e/ou sexual ou sdo apenas produtos
sem consequéncias biologicas.
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Até i data, os estudos experimentais nio permitiram a identificagdo, com alguma
certeza, do esteroide "natural" das gonadas que se encontra mais directamente envolvido na
regulagio do comportamento de peixes ndo manipulados (Liley & Stacey, 1983). Mas a
vasta pesquisa com os Teledsteos explorando os factores hormonais envolvidos na agressio
focou-se no sistema pituitaria-gonadas e até agora existe apenas evidéncia limitada que as
hormonas das gonadas estio directamente envolvidas no comportamento agressivo das
espécies estudadas (Villars, 1983). Por exemplo, em algumas espécies de Teledsteos com
comportamento agressivo tipico, as hormonas das gonadas sao factores importantes (Higby
et al., 1991). Por exemplo, os androgénios podem afectar directamente a frequéncia de
comportamentos agressivos em alguns Ciclideos e Anabantideos (Villars, 1983).

Segundo Liley & Stracey (1983), o comportamento agressivo nio-reprodutor parece
ser independente do controle das gonadas, existindo poucos dados experimentais que
apoiem a ideia de que a pituitaria se encontra directamente envolvida na causalidade do

comportamento agressivo.

Infelizmente, no presente muito pouco & conhecido acerca dos efeitos dos
androgénios no comportamento agressivo dos peixes e em particular nos Poecilideos.
Hannes et al. (1984) verificaram que em Xiphophorus helleri existem mudangas nas
concentragdes de androgénio, quer no sangue quer em todo o corpo, como resultado da
actividade de combate.

Neste trabalho verificou-se, como ja foi referido, que a 1l-cetotestosterona
aumentou de uma forma estatisticamente significativa a frequéncia dos comportamentos
agonisticos.

Em relagdo a via da aromatizagdo verifica-se, por exemplo, que em Gasterosteus
aculeatus, ao nivel do cérebro, ocorre a conversio de androstenediona em testosterona e
nos estrogéneos estrona e estradiol, o que estd de acordo com o que se tem verificado
noutros Teleésteos (Borg & Mayer 1995). Por exemplo, os homogeneizados do cérebro de
Salmo salar convertem androstenediona em testosterona, estrona e 17B-estradiol
(Andersson ef al, 1988). No entanto, ndo & claro se o estradiol tem um efeito inibidor
directo no comportamento agonistico (entdo nesse caso, o ratio testosterona:estradiol pode
ser mais importante do que os niveis absolutos das hormonas individuais na regulagio do
comportamento) ou se afecta a agressio indirectamente, inibindo a secregio de
gonadotrofina pituitaria e por isso a testosterona das goénadas, através de retroaccdo
negativa (Munro & Pitcher, 1985).
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Munro & Pitcher (1985) verificaram que em Aequidens pulcher (Ciclideo) o
estradiol inibe a agressido ja que reduz a frequéncia total dos encontros agonisticos.

No presente trabalho, a inibigdo da enzima aromatase, com a previsivel diminui¢do
da conversio em estradiol niio provocou quaisquer diferencas significativas nas frequéncias
médias dos comportamentos agonisticos dos machos tratados em relagdo aos controlo.

Podendo-se concluir que meste caso a inibigdo da produgdo do estradiol ndo §é
relevante, em relagdo aos comportamentos agonisticos. Estes dados indicam portanto, que
para esta espécie, a 1l-cetotestosterona ¢ um dos esterdides que influencia os
comportamentos agonisticos.

Em relagio aos esterdides sexuais dos Poecilideos os dados ndo se revelam
coerentes.

Nos testiculos de Poecilia latipinna, 3o, e 3f-hidroxi-5B-produtos foram os
principais metabolitos in vitro de testosterona e no plasma a 11-cetotestosterona nio foi
detectada, enquanto os niveis de testosterona e 11B-hidroxitestosterona raramente
excederam 1 ngmll e ndio se apresentam correlacionados com o peso das gonadas,
sugerindo que os metabolitos reduzidos podem ter um maior papel que o androgénio
classico (Kime, 1993).

van den Hurk & Lambert (1977) identificaram em Poecilia latipinna a 11-
cetotestosterona, 11p-hidroxiandrostenediona e androstenediona como metabolitos de
androstenediona, no entanto, as concentragdes eram muito baixas, sendo os principais
metabolitos a testosterona e a androstenediona (60%). Estes dois compostos, no entanto,
ndo foram identificados de forma rigorosa e podem ter sido confundidos com metabolitos 50
uma vez que possuem a mesma polaridade (Kime & Groves, 1986).

Por outro lado, Kime & Groves (1986) incubaram testiculos de Poecila latipinna
com triturados de testosterona e descobriram que nio havia compostos 11-oxigenados
excepto possivelmente 5B-androstane-33,11f3, 17f3-triol. Todos os metabolitos identificados
eram 5f-reduzidos livres ou esterdides conjugados. Ainda segundo estes autores, nesta
espécie, nos machos, os esterdides reduzidos poderdo desempenhar o papel normalmente
associado com a testosterona e os seus derivados 11-oxigenados. De facto, os resultados
obtidos com Poecilia latipinna confirmaram dados recentes que indicavam que as hormonas
esterdides, frequentemente consideradas como caracteristicas dos machos de teledsteos,
como a testosterona e os seus derivados 11-oxigenados, poderdo ndo se encontrar presentes
em todas as classes de Vertebrados (Borg, 1994). Os androgénios 5B-reduzidos, que nesta
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experiéncia foram os principais metabolitos encontrados, também foram isolados noutras
espécies de teledsteos (Kime & Groves, 1986).

Zentel (1988 in Kime & Groves, 1986) no entanto, detectou 11-cetotestosterona no
soro do macho de Poecilia velifera usando RIA. Em juvenis de mollys e de guppies a 11-

cetotestosterona, via dgua, estimulou a espermatogénese.

A possivel auséncia de 11-androgénios nos Poecilideos revela-se importante uma vez
que muitos peixes de aquario populares estdo nesta familia, a qual, por esta razio, tem sido
extensivamente usada em experiéncias funcionais com androgénios (Borg, 1994), como foi o
caso deste trabalho.

Nas interaccdes macho-fémea e no tratamento com a ll-cetotestosterona os
individuos tratados com 0.5 mg/l apresentam valores de laténcia estatisticamente superiores
aos do controlo (p < 0.1), o que pode indicar uma menor predisposi¢do para iniciarem a

interacgio.

Além disso e para o mesmo tratamento as frequéncias dos comportamentos
aproximagio, afastamento, extensio de pélvicas e gonopédio e toque apresentam valores
méximos para os individuos do controlo e minimos para os individuos tratados a 0.5 mg/l
No entanto, apenas para a frequéncia do comportamento extensdo de pélvicas e gonopodio
a diferenca se revelou estatisticamente significativa (p < 0.1).

Por outro lado, a frequéncia do comportamento arquear o corpo € maior nos machos
tratados que no controlo, sendo a diferenga estatisticamente significativa (p < 0.1) entre os

individuos do controlo e os individuos tratados com 1.0 mg/l.

Nas interacgdes macho-fémea e para o tratamento com hidroxiandrostenediona nio
se revelaram quaisquer diferengas significativas, entre os individuos controlo e os individuos
tratados (tanto 0.5 mg/l como 1.0 mg/l), para os diferentes comportamentos estudados,
neste trabalho. Tal facto indica que a hidroxiandrostenediona ndo influencia de forma

significativa os comportamentos considerados caracteristicamente como sexuais.

A correlagio que existe entre os ciclos das gonadas, os niveis de esterdides das
gonadas e o aparecimento de comportamento reprodutor, sugere que as hormonas das
gonadas deverio desempenhar uma fungdo causal fundamental, no aparecimento e

desenvolvimento do comportamento reprodutor. No entanto, e por exemplo para o caso dos
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mamiferos e das aves, um assunto complicado e para o qual ainda ndo se obteve uma
resposta clara no presente ¢ qual o(s) metabolito(s) da testosterona que sdo activos nos
cérebro para activar o comportamento? Em todas as espécies de aves examinadas, tanto os
metabolitos do androgénio como do estrogénio parecem desempenhar um papel na
activagio do comportamento sexual do macho, mas a importancia relativa dos metabolitos
de androgénio e de estrogénio varia de espécie para espécie. Em algumas espécies os
androgénios desencadeiam alguns comportamentos, os estrogénios desencadeiam outros e
<iio necessirias ambas as classes de hormonas para se desencadear o report6rio normal dos

comportamentos de corte nos machos (Harding, 1983).

Estudos realizados em machos de vérias espécies de Teledsteos demonstraram que
existe uma forte correlagio entre o ciclo e o comportamento reprodutor e as quantidades de
androgénios no plasma ou a nivel testicular: um aumento relativamente brusco nos
androgénios coincide com a espermatogénese e portanto, provavelmente com a rapidez de
resposta comportamental (comportamento reprodutor) (Liley & Stacey, 1983; Pankhurst &
Barnett, 1993).

Nos peixes, niveis elevados de esterdides das gonadas encontram-se em associacao
com o comportamento de desova ou corte e posse e protecgdo de territorios reprodutores
(Pankhurst & Barnett, 1993), existindo uma correlagio entre o aumento de 11-
cetotestosterona e o desenvolvimento sexual (Edler ef al., 1971). '

No geral, os estudos mostram que durante a época da desova os machos adultos
reprodutores tém os niveis de gonadotrofinas, 11-cetotestosterona e testosterona mais
elevados (Billard, 1982; Kindler ez al., 1989). E provavel que a mais elevada produgio de
androgénio nos machos reprodutores do que nos nio reprodutores seja devida a diferencas
na secregdo gonadotrofica. Ultraestruturalmente, as células gonadotroficas parecem ser mais
eficazes nos machos reprodutores (Borg et al., 1989). Por outro lado, a baixa produgdo de
androgénios nos machos apds a reprodugdo esta de acordo com a auséncia de caracteres
sexuais secundérios (Borg ef al., 1989).

Além disso, os estudos em que os peixes foram tratados com androgénios exogenos,
sugerem que as hormonas estardo habitualmente envolvidas na estimulac¢do e/ou manutengio
do comportamento reprodutor (Liley & Stacey, 1983; Pankhurst & Bamett, 1993). Neste
aspecto, os peixes macho sio semelhantes a outros Vertebrados onde existe evidéncia de
acgdo de hormonas como moduladoras do comportamento reprodutor nos anfibios, répteis,

aves e mamiferos. Porém, devido ao pequeno niimero de estudos sobre peixes é menos claro
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quais os papéis que as hormonas desempenham em eventos comportamentais na reproducio
dos peixes (Pankhurst & Barnett, 1993). No entanto, embora 0s estudos sejam poucos, eles
indicam que os 1l-androgénios sdo mais eficientes do que os outros androgénios na
estimulagio do comportamento reprodutor nos machos de Teleosteos. Isto ¢ de alguma
maneira supreendente considerando que os 11-androgénios sdo ndo aromatizaveis e que nos
mamiferos a aromatizagio ¢ muitas vezes de importincia critica para os efeitos dos

androgénios no comportamento reprodutor (Borg, 1994).

De facto, os niveis no plasma descobertos em varias investigagdes indicam um papel
ijmportante dos 11-cetoandrogénios sugerindo que a ll-cetotestosterona e a 11-
cetoandrostenediona (um percursor da 1l-cetotestosterona) sio os androgénios mais
importantes (Mayer ef al., 1990b). Em Gasterosteus aculeatus e em Lepomis macrochirus
os 11-cetoandrogénios sio mais eficazes que a testosterona (Idler et al., 1976; Mayer et al.,
1994). Em experiéncias de campo, Kindler ef al. (1991) mostraram que 11-cetotestosterona
tinha um maior efeito do que testosterona em desencadear o comportamento de pré-desova
em machos com ninho (L. macrochirus) (Saino & Meller, 1995). Contudo, Idler et al.
(1976) mostraram que em algumas espécies de Perciformes (Serranus cabrilla, Diplodus
sarga, Pagellus acarne e P. erythrinus) a 11B-hidroxitestosterona que ¢ um possivel
precursor de 1l-cetotestosterona pode estar presente em concentragdes significativas
enquanto 11-cetotestosterona ndo ¢ detectavel (Leitz & Reinboth, 1985; Kime, 1993). Em
estudos realizados com Salmo salar e com outras espécies de peixes, verificou-se que a 11-
cetotestosterona é o esterdide testicular mais directamente associado com o inicio da
actividade reprodutora (Edler ef al., 1971; Colombo & Belvedere, 1976; Liley & Stacey,
1983; Billard et al., 1982 in Ueda et al., 1984). Uma série de outros nvestigadores sugerem
que a 1ll-cetotestosterona poderd ser o androgénio mais potente na mducdo de
caracteristicas sexuais morfologicas (Idler ez al., 1961; Arai, 1967 in Liley & Stacey, 1983).

Por outro lado, a 11-cetoandrostenediona tem sido identificada em incubagdes de
testiculos de muitos Teledsteos, mas nio em todos. Contudo, € apenas em Gasterosteus
aculeatus que parece ser o principal androgénio formado pelos testiculos e, nesta espécie
foram encontrados efeitos de estimulagdo da 11-cetoandrostenediona no comportamento
reprodutor (Andersson et al., 1988). A 11-cetotestosterona, o unico produto identificado,
formado da 11-cetoandrostenediona, estava presente em pequenas quantidades. Por outro
lado, os machos apanhados na época de reprodugdo tinham niveis mais elevados no plasma
de 11-cetotestosterona do que de 11-cetoandrostenediona (Borg ef al., 1989; Mayer ef al.,

1990b). Os niveis de 11-cetotestosterona estabelecem uma relagdo proxima com o
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desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias e o comportamento reprodutor do
macho (Mayer et al., 1990a).

Sabe-se que o desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundérias, encontra-se
sob controlo endécrino. Em geral, caracteristicas como a coloragdo nupcial, sdo temporarias
e so aparecem durante o periodo reprodutor. No entanto, certas componentes estruturais
sio permanentes, ficando completamente desenvolvidas quando a maturidade ¢ atngida.
Estas permanecem como caracteristicas sexualmente dimérficas, mesmo nos peixes fora do
periodo reprodutor (exemplo: o gonopddio dos Poecilideos) (Liley & Stacey, 1983).

Numerosas investigagdes tém demonstrado a eficiéncia dos androgénios exogenos no
desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias, e no aparecimento de
comportamento reprodutivo masculino em machos intactos ou castrados, juvenis ¢ fémeas.
Estes resultados deixam poucas davidas quanto ao papel findamental que os androgénios
tém na manutencio de todos os aspectos do comportamento reprodutor do macho (Liley &
Stacey, 1983).

Em Fudulus heterochitus parece muito provavel que os niveis elevados de 11-
cetotestosterona, no soro, nos machos parentais estejam associados com o desenvolvimento
de caracteres sexuais secundirios e comportamentos parentais especificos, tais como
formagdo de colénias, construgdo do ninho e/ou corte das fémeas (Kindler ez al., 1989).

Verifica-se também - um efeito negativo da castragio nos caracteres sexuais
secundérios (que sio sazonais) e no comportamento reprodutor (Borg, 1985). Chizinsky
mostrou que em Xiphophorus maculatus existia uma menor actividade sexual nos machos
castrados do que nos outros machos, mas a actividade sexual nio se tornou totalmente

extinta ap6s a castragio (Hannnes ef al., 1984).

De facto, em todas as espécies estudadas a castragio reduz drasticamente os niveis
no plasma de testosterona e 11-cetotestosterona (Cardwell & Liley, 1991), embora néo
desaparecem completamente. No entanto, alguns passos da sintese de 11-cetotestosterona
podem acontecer extratesticularmente. Por exemplo, a conversio de 11-

cetoandrostenediona em 11-cetotestosterona pode ocorrer no sangue (Borg, 1994).
Além disso, os resultados das experiéncias de castragdo/substituido confirmaram a

importincia de 11-cetotestosterona enquanto os outros androgénios aparecem menos

criticos. Em Gasterosteus aculeatus, por exemplo, a castragio baixa os niveis de 11-
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cetotestosterona no plasma, enquanto os implantes de 11-cetoandrostenediona resultaram
na elevagio dos niveis de 1l-cetotestosterona. Por outro lado, a ineficicia da 11-
cetoandrostenediona no comportamento reprodutor de algumas espécies estd em contraste
com a alta eficicia da capsulas de 11-cetoandrostenediona em repor todos os aspectos do
comportamento reprodutor masculino em machos castrados de Gasterosteus aculeatus
(Mayer et al., 1994).

Os Poecilideos tém sido usados em numerosos estudos nos quais a atengio foi
centrada nos efeitos das hormonas esterdides nos caracteres sexuais morfologicamente
secundérios e na determinagio do sexo (Liley, 1983), estando bem estabelecido que o
tratamento de fémeas com androgénios induz o desenvolvimento do gonopddio e da
coloracio caracteristica dos machos (Schreck, 1974 in Liley & Stacey, 1983).

Por outro lado, a testosterona pode ser transformada em estrogénios quer
directamente ou via transformagio em androstenediona e estrona, a qual ¢
subsequentemente convertida em estradiol. O estradiol s6 ou em combina¢do com So-
dihidrotestosterona é um componente muito activo o qual desencadeia o comportamento
sexual masculino em aves e mamiferos (Balthazart & Schumacher, 1983). Por exemplo, o
comportamento copulatorio nos ratos castrados pode ser activado quer por testosterona
quer por estradiol (Callard, 1982) e nos passaros o estradiol ¢ capaz de desencadear o
comportamento sexual do macho (Massa ef al., 1983). Assim, h4 um efeito estimulador no
comportamento reprodutor por parte dos androgénios aromatizaveis (Domer, 1983; Borg,
1985).

Deste modo, o processo de aromatizagdo parece estar criticamente envolvido na
indugdo por testosterona do comportamento do sexo masculino ¢ por exemplo, numerosas
experiéncias tém mostrado que a injecgdo do inibidor da aromatase "androstatrienedione"
em machos castrados previne a activagio do comportamento copulatorio enquanto este
mesmo inibidor tem pouco ou nenhum efeito nos machos castrados tratados directamente
com o metabolito activo, estradiol (Balthazart & Schumacher, 1983).

No presente trabalho ndo se verificaram quaisquer diferengas estatisticamente
significativas, relevantes, nas frequéncias dos comportamentos ocorridos durante as
interacgGes macho-fémea. Desta forma, e para esta espécie, nada se pode concluir acerca da
importincia da. 11-cetotestosterona e da aromatase para os comportamentos considerados
caracteristicamente sexuais.
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Além disso, os varios resultados recentes sugerem que o padrio esteroidogénico dos
Teledsteos, poderd encontrar-se longe da uniformidade (Kime & Groves, 1986).

Ao longo da evolugio dos Vertebrados, tem havido uma tendéncia para esterdides
cada vez mais simples e menos hidroxilados, possivelmente como reflexo de um aumento da
especificidade dos receptores hormonais. Seria surpreendente se esta tendéncia ndo aparece-
se também nos Teledsteos (uma classe tio diversa ao nivel evolutivo e reprodutivo). Os
Poecilideos, que representam uma estratégia reprodutiva muito diferente a da maioria dos

Teledsteos oviparos, sio particularmente interessantes (Kime & Groves, 1986).

Por outro lado, existe o perigo de assumir que todo o comportamento reprodutor
tém de ser regulado por hormonas. E possivel que apenas algumas componentes do
reportorio do comportamento estejam sob controlo hormonal, enquanto outras actividades
as quais estio normalmente associadas com a reprodugéo podem estar casualmente ligadas a
actividades reguladas por hormonas sem serem elas proprias influenciadas pelas hormonas
(Liley, 1969). Além disso, os resultados dos estudos em Lepomis macrochirus indicam que
os androgénios envolvidos na reproducio desta espécie podem estar sujeitos a alguma
desconhecida mudanga metabolica extra-génadas. Esta possibilidade implica uma grande
complexidade nas interacgBes entre os varios esterdides e a sua expressio no
comportamento reprodutor, néio so6 nesta espécie mas nos machos de Teledsteos em geral
(Kindler et al., 1991).

A literatura revela uma diversidade considerivel na regulagdo hormonal do
comportamento reprodutor, mesmo assim relativamente poucas espécies foram estudadas.
Isso prova ser virtualmente impossivel desenhar alguma conclusio geral acerca do papel de
qualquer hormona ou o controlo de qualquer classe de comportamento (Liley, 1969).
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