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RESUMO

PEREIRA, H. C. S. DIMORFISMO ESTEROIDOGENICO DURANTE O
DESENVOLVIMENTO PRE-NATAL DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL EM
PREAS (Galea spixii). 2020. 49 f. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2020.

As caracteristicas reprodutivas e comportamentais do prea (G. spixii) criados em
cativeiros tem o apontado como um excelente modelo experimental. O presente
estudo objetivou estabelecer os padrdes de desenvolvimento morfologico e a
imunolocalizacdo das enzimas P450 aromatase (P450arom), 5-alfa-redutase e dos
receptores de andrdgenos ao longo do desenvolvimento do cérebro e cerebelo de
embrides e fetos de preds. Foram utilizados conceptos, machos e fémeas, com >22,
30, 40 e 50 dias de gestacdo (DG). Os conceptos foram previamente fixados em
Paraformaldeido a 4% e processados para analises macroscopicas, histolégicas e
ensaios imunohistoquimicos. Embribes e fetos foram dissecados e as estruturas
encefalicas identificadas macroscopicamente. Os embrides e fetos machos foram
maiores e mais pesados. Aos 40 e 50 DG a anatomia macréscopica do encéfalo foi
facilmente identificada. O cerebelo foi a estrutura que mais permaneceu intacta
podendo facilmente se observar as estruturas, o desenvolvimento e organizacao de
suas camadas. Os coliculos caudal e rostral e aderéncia intertalamica eram facilmente
identificadas; assim com o hipocampo, o hipotalamo, corpo caloso, cértex pré-frontal
e ponte. As analises hitolégicas demostraram que aos 30 DG as camadas celulares
ja estavam organizadas. A imunolocalizacdo para as enzimas 5-alfa-redutase e
P450arom foram positivas a partir dos 22 DG nas células granulosas e de Purkinje.
No entanto, houve uma inespecificidade nos tipos celulares e também de acordo com
0 sexo. A imunomarcacao dos receptores de andrégenos na idade de 50 DG (Fig.12)
se deu nas células de Purkinje e na camada molecular do cerebelo. Conclui-se que
morfologicamente ha indicios de que a morfologia do encéfalo de conceptos machos
e fémeas aos 50 dias de gestacédo sdo diferentes e que a imunomarcacao da P450
arom e 5-alfa redutase nas células de Purkinje do cOrtex cerebelar sugere possiveis
sitios ativos para sinteses de neuroesteréides e areas comprometidas com a

evidenciagdo de dimorfismo sexual encefalico do prea.

Palavras-chave: Aromatase. 5a-redutase, 5-Alfa-redutase, cérebro.



ABSTRACT

PEREIRA, H. C. S. STEROIDOGENIC DYMORPHISM DURING THE PRENATAL
DEVELOPMENT OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM IN PREA (Galea spixii).
2020. 49 f. Dissertagéo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

The reproductive and behavioral characteristics of the cavy (G. spixii) created in
captivity has pointed it out as an excellent experimental model. The present study
aimed to establish the patterns of morphological development and immunolocation of
androgen receptors, and of the enzymes P450 aromatase (P450arom) and 5-alpha-
reductase throughout the development of the brain and cerebellum of prey embryos
and fetuses. Fetuses, males and females,> 22, 30, 40 and 50 days of gestation were
used. The concepts were previously fixed in 4% paraformaldehyde and processed for
macroscopic, histological analysis and immunohistochemistry assays. Embryos and
fetuses were dissected and brain structures identified macroscopically. The male
embryos and fetuses were larger and heavier. At 40 and 50 DG the macroscopic
anatomy of the brain was easily identified. The cerebellum was the structure that
remained most intact, being able to easily observe the structures, the development and
organization of its layers. The caudal and rostral colliculi and intertalamic adhesion
were easily identified; so with the hippocampus, hypothalamus, corpus callosum,
prefrontal cortex and bridge. Hitological analysis showed that at 30 DG the cell layers
were already organized. Immunocalization for the enzymes 5-alpha-reductase and
P450arom were positive from the 22 DGs on granular and Purkinje cells. However,
there was a lack of specificity in cell types and also according to sex. Immunomarking
of androgen receptors at the age of 50 DG (Fig.12) was nonspecific in Purkinje cells
and the cerebellar molecular layer. We conclude that morphologically there are
indications that the brain morphology of male and female fetuses at 50 days of
gestation is different and that the immunostaining of P450 arom and 5-alpha reductase
in Purkinje cells of the cerebellar cortex suggests possible active sites for synthesis
neurosteroids and areas compromised with the disclosure of brain sexual dimorfismo
of the species.

Keywords: Aromatase, 5-Alfa-redutase, 5a-redutase, Brain.
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1 INTRODUCAO

O pred (G. spixii) € um roedor da familia Cavidae popularmente encontrado
na Regido Semiarida do Brasil. Santos et al. (2018) descreveu 0s principais eventos
da diferenciac@o sexual intrauterina ao longo da gestacéo da espécie, demonstrando
sua importancia como modelo comparativo para os estudos relacionados aos
distarbios do desenvolvimento gbonadal. Além disso, a espécie vem se mostrando um
excelente modelo experimental por apresentar caracteristicas reprodutivas
consideradas excelentes e facil adaptabilidade as condi¢gdes de cativeiro (SANTOS et
al., 2016; 2017; 2018; OLIVEIRA et al., 2008; 2012).

Os animais adultos apresentam as seguintes carateristicas morfolégicas:
auséncia de cauda, plano dorsal acinzentado, ventral branco e manchas infraoculares
e pos-auriculares esbranquicadas (PEREIRA et al., 2012). Habito crepuscular, vivem
em bandos e se alimentam de folhas, caules, frutos, trepadeiras, raizes, tubérculos e
casca de arvores jovens (RODRIGUES et al., 2013). Medem entre 30 e 35 cm de
comprimento e peso entre 375 - 405 gramas. Os machos atingem a puberdade ao
redor dos 45 dias de vida (SANTOS et al., 2012). As fémeas apresentam um ciclo
estral com duracdo de 15-19 dias (SANTOS et al., 2015), periodo gestacional de 48
dias e podem gerar de 2 a 4 filhotes (OLIVEIRA et al., 2008).

Os roedores sdo comprovadamente bons modelos experimentais para estudos
dos mecanismos de acdo das doencas e desenvolvimento de medicamentos pré-
clinicos (SASAGURI et al.,, 2017). Entretanto, outras espécies de roedores, com
carateristicas diferentes, também podem ser bons modelos para estudos de
enfermidades relacionadas ao sistema nervoso, como por exemplo a doenca de
Alzheimer e outras enfermidades neurolégicas ou de natureza comportamentais
(SILVA et al., 2016).

A dominéncia e a agressividade de uma espécie estdo atreladas, de uma
forma geral, as carateristicas sexuais e comportamentais nos dois sexos, no entanto
estas caracteristicas sdo mais evidentes nos machos. A acdo dos hormonios que
promovem a masculinizacdo do corpo e de regifes especificas do sistema nervoso
central (SNC) relacionadas ao comportamento (CHARLIER, 2011) s&o os agentes
quimicos responsavel por tais carateristicas fisicas e comportamentais.
Comportamentos mais agressivos, e inclusive de dominancia, foram descritas em
preas fémeas criadas em cativeiros (SANTOS et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013).
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A diferenciagdo morfolégica do sexo comega com a expressao de genes
envolvidos na diferenciacao gonadal. A ligagdo andrégeno-receptor regula a producao
e expressao de alguns genes (DOMINICE et al., 2002; DAMIANI et al., 2005;
DIPIETRO e VOEGTLINE, 2017). A P450arom é capaz de converter andréogenos em
estrogenos (KWON et al, 1995). A testosterona de origem testicular atravessa a
barreira hematoencefélica a qual a P450arom é convertida em estrégeno e, esse, se
liga ao seu receptor direcionando o cérebro a masculinizacdo (MORRIS et al., 2004).
As altas concentracbes de estrogeno presentes nas fémeas ndo masculinizam o
cérebro pois a proteina sanguinea alfa-fetoproteina se liga ao estrégeno e impede sua
passagem pela barreira hematoencefalica (BAKKER et al., 2006). O dimorfismo entre
machos e fémeas em algumas espécies de animais adultas pode ser identificada nas
regides cerebrais (DAMIANI et al., 2005). De acordo com SILVA et al. (2016) estudos
do desenvolvimento morfologico do SNC em roedores € uma importante ferramenta
em pesquisas neurolégicas e comportamentais.

O presente estudo visa estabelecer os padrdes de desenvolvimento
morfologico durante o desenvolvimento do cérebro e cerebelo, assim como evidenciar
a imunolocalizagdo das enzimas androgénicas 5-alfa-redutase, P450arom e
receptores de andrégenos de embrides e fetos de preas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIFERENCIAQAO E DIMORFISMO SEXUAL

A diferenciacao morfol6gica do sexo comeca cedo, ainda na embriogénese dos
mamiferos (DAMIANI et al., 2005; DIPIETRO e VOEGTLINE, 2017). Uma cascata de
genes estdo envolvidos na diferenciacdo gonadal em testiculos, como SRY e 0 gene
SOX9 gue possuem um significado importante na inducdo da formacéo testicular,
OVArios e nos genitais internos e externos (DOMINICE et al., 2002).

A masculinizac&o do corpo parte do cromossomo Y do gene SRY que induz a
gbnada indiferenciada a se formar em testiculos e ndo ovarios. Por sua vez, os
testiculos secretam hormonios que masculinizam todo o corpo. O principal esterdide
gue desenvolve o trato reprodutor masculino e a genitalia externa € a testosterona que
ao se ligar a proteina do receptor androgénico forma um complexo que se liga ao DNA

e modula a expressao génica diferenciando assim em macho (MORRIS et al., 2004).
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O gene SRY guia a diferenciacdo da gbnada bipotente que se inicia entre a
sexta e a sétima semana de gestacdo. Entre a nona e a décima terceira semana
gestacional as células de Leydig fetais secretam testosterona, estimuladas pela
gonadotrofina coridnica humana (HCG), que age na inducdo da caracterizacao de
epididimos, duto deferente e vesiculas seminais a partir dos dutos de Wolff. As células
de Sertoli secretam o hormonio AMH fazendo com que haja a regressao dos dutos de
Muller. Essa fase da diferenciacdo de genitalias masculinas necessita de uma
concentracao apropriada de testosterona e de sua conversao em di-hidrotestosterona
(DHT) sendo um andrégeno mais potente conseguido a partir da enzima 5-alfa-
redutase em tecidos alvo. Quando a testosterona e a DHT estdo ausentes na
concentracdo correta nesse periodo da gestacdo pode ocorrer a manifestacdo de
fendtipo feminino ou ambiguidade da genitalia (MELO et al., 2005).

E a producéo de hormonios pelo testiculo que desempenha um papel crucial
na diferenciacdo das genitalias masculinas, esses horménios testiculares sdo: AMH
(horménio anti-mulleriano), androgenos e Insl3. A auséncia dessas substancias
direciona a diferenciacdo para o sexo feminino (DOMINICE et al., 2002).

Em algumas espécies de animais é possivel identificar dimorfismos sexuais
evidentes no SNC, como em algumas espécies de aves pois apenas o macho vocaliza
e, por isso, a area do cérebro responsavel pelo canto € muito mais desenvolvida que
nas fémeas. Nos seres humanos essa diferenca € pequena, mas pode-se observar
gue os nucleos hipotalamicos de homens e mulheres possuem uma variacdo nos
volumes médios (DAMIANI et al., 2005). Da mesma forma, o ndcleo da area pré-optica
(SDN-POA) chega a ser 2,5 vezes maior em homens do que em mulheres, podendo
conter uma quantidade de células 2,2 vezes maior (GARCIA-FALGUERAS e SWAAB,
2008). Diferentemente em roedores, apenas baseando-se no volume hipotalamico, é
possivel identificar macho e fémea com uma pequena margem de erro. Ainda pode-
se observar variacdes ciclicas nos comportamentos sexuais de alguns animais como
macacos rhesus que apresentam um aumento da atividade de neurénios localizados

na area pré-optica medial envolvidos na excitacéo e copula (DAMIANI et al., 2005).

2.2. ANDROGENOS, SEUS RECEPTORES E P450 AROMATASE.

Hormonios sexuais sdo moléculas hidrofébicas, mas séo transportados pelo

sangue por proteinas transportadoras e, por difusdo simples, passam facilmente pela



15

membrana celular, entram nos seus tecidos alvo onde no interior do nucleo da célula,
se ligam aos seus receptores especificos, promovendo modificacdes na expressao
génica e metabolismo e agindo no comportamento sexual e érgédos envolvidos com a
reproducdo (NELSON e COX, 2004; ROSENZWEIG, 2000).

A ligacdo andrégeno-receptor regula a producédo e expressao de alguns genes.
Os receptores androgenos sdo proteinas da superfamilia de receptores nucleares
esteroidais que consistem em receptores de mineracorticéides, glicocorticoides,
estrogénios e progesterona. A ligacdo hormonio-receptor ocorre através de um
androgeno presente que se difunde através da membrana plasmatica e se liga ao seu
receptor no citoplasma. Quando ndo associados ao seu ligante, os receptores
androgenos estdo localizados no citoplasma de algumas células, capazes de se
associarem a proteinas do citoesqueleto entre outras (BRUNETTI et al., 2016).

A P40arom esta presente nas células germinativas dos testiculos de mamiferos
e € capaz de converter androgenos em estrégenos (KWON et al, 1995). Encontra-se
localizada também no reticulo endoplasmaético rugoso de células de diferentes 6rgéaos,
(CARREAU et al., 2001). A fim de exercer um papel biolégico, os estrégenos
testiculares devem interagir com receptores de estrdgenos que por sua vez modulam
a transcricao de genes especificos, (CARREAU et al., 2003; O’'DONNELL et al., 2001;
CARREAU et al., 2007; CARREAU et al., 2011, CARREAU et al, 2001).

A P450arom esta presente em diversos tipos de células testiculares, como as
células de Leydig, células de Sertoli e células espermatogénicas de muitos mamiferos
(HESS et al, 2004). Nos testiculos de mamiferos, incluindo pequenos roedores como
o pred (SANTOS et al., 2017), ratos e garanhdes (ALMEIDA et al., 2011) a expressao
da P450arom durante o desenvolvimento ocorre dentro de células de Sertoli em
animais impuberes e células germinativas a partir da puberdade (SANTOS et al.,
2017; ALMEIDA et al., 2011; CARREAU, 2003; CARREAU, 2006; CARREAU, 2011).

Fémeas de porquinhos-da-india gestantes tiveram testosterona injetada para
avaliar a acdo do horménio na prole, os resultados demonstraram que o0s cérebros
das fémeas nascidas estavam permanentemente masculinizado devido ao
comportamento sexual manifestado. Embora o local de ag&o exato da testosterona ou
metabolito ndo tenha ficado claro, a hipotese levantada € que a atuacdo dessas
substancias tenha ocorrido em tecidos onde os padrdes de comportamento sexual
sao organizados (ARNOLD, 2009).
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Em experimentos feitos com ratas prenhas, a presenca de concentracoes altas
de testosterona gerou mudanca no comportamento social e sexual da prole que, na
vida adulta, tiveram o comportamento de lordose reduzido com aumento do
comportamento masculino de monta e agressividade (LARA e ROMAO, 2013).

A regulacdo da agressividade e comportamento reprodutivo requerem a
aromatizacdo da testosterona dentro do cérebro, converséo feita pela P450arom
(CHARLIER, 2011). Em estudo realizado por Matsumoto et al. (2003) com o
rompimento direcionado dos éxons 1 e 2 do gene da P450arom em camundongos
machos notou-se uma grande reducao de comportamento agressivo contra intrusos
do mesmo sexo, na maioria dos casos, 0os machos eram inférteis e apresentavam
déficits no comportamento sexual masculino, incluindo monta e ejaculacao.

Em ratos o nucleo pré-optico medial apresentou elevados niveis de aromatase
assim como 0s nucleos sexualmente dimorficos envolvidos com o comportamento
sexual masculino. As diferengas nos niveis circulantes de andrégenos entre machos
e fémeas a aromatase da regido pré-optica foram mais ativa em machos adultos do
gue fémeas (ROSELLI e RESKO,1997).

A P450arom teve sua atividade observada em pequenas areas do cérebro do
bagre africano (Clarias gariepinus) sendo a maior atividade na regido pré-optica,
embora as areas localizadas caudalmente, também apresentaram atividade
relativamente alta (TIMMERS et al., 1987).

Muitos estudos sobre a presenca de hormdnios esterdides no cérebro sao
feitos, porém pouco se fala sobre o cerebelo e sua relacdo com esses horménios. O
principal neurénio cerebelar é a célula de Purkinje e € um local importante na sintese
e conversao de neuroesterdides em mamiferos. As presencas de alguns horménios
em alta concentracdo durante o desenvolvimento do cerebelo, como a progesterona,
auxiliam na formac&o dendritica da célula de Purkinje, além da sinaptogénese
neonatal (TSUTSUI, 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados os embrides e fetos de 30 fémeas gestantes, provenientes do
Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres (IBAMA 1478912/2011) da
Universidade Federal Rural do Semiarido, localizada no municipio de Mossoro, RN,
Brasil. Os materiais dessa pesquisa seréo provenientes da colecdo de materiais do
projeto de doutoramento (FAPESP 2013/02535-9), os quais foram coletados e
possuem aprovacdo da comissdo de ética em uso de animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

Para estabelecimento da idade gestacional foram pareados fémeas e machos
e diariamente foi feito esfregaco vaginal para identificacdo de espermatozoides, assim
gue a presenca de espermatozoides era confirmada tinha-se o dia 1 da gestacao, os
fetos foram coletados aos >22, 30, 40 e 50 dias de gestacao, assim que coletados
seus pesos e medidas foram aferidos. Foram utilizados 3 animais de cada idade
gestacional.

3.2 MICROSCOPIA DE LUZ

Para se estabelecer as andlises teciduais durante o desenvolvimento do SNC,
foram utilizados conceptos sexualmente indiferenciados aos 20 DG e conceptos aos
25, 30, 40 e >48 DG machos e fémeas em cada periodo gestacional. O Encéfalo dos
animais em todas as idades descritas acima, foram fixados em formaldeido 10% e
desidratadas em séries crescentes de alcool (70 a 100%) e diafanizadas em xilol para
posterior inclusdo em parafina. Em seguida, foram obtidos cortes com 5 ym de
espessura em microtomo Leica RM2165. Todas as amostras foram coradas em H/E
(Hematoxilina/Eosina) para observacao da microestrutura e formacdo de diferentes
tipos celulares. A fotodocumentacdo microscopica foi ou sera realizada por um

fotomicroscopio Olympus BX61VS.
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3.3 IMUNOISTOQUIMICA PARA RECEPTORES DE ANDROGENOS E ENZIMAS
ESTEROIDOGENICAS 5-ALFA-REDUTASE E P450AROM

Foram utilizados conceptos machos e fémeas, aos 50 DG, 40 DG, 30DG e 25
DG. Encéfalo de todas as idades descritas, foram fixados em solucdo tamponada de
paraformaldeido 4% por 48 horas e em seguida, desidratadas em séries crescentes
de alcool (50% a 100%) e diafanizadas em xilol para posterior inclusdo em parafina.
Em seguida, foram obtidos cortes com 5um de espessura em micrétomo Leica
RM2165. As amostras foram cortadas seriadamente, para identificar mudangas na
imunolocalizagéo dos receptores de andrégenos, da enzima 5-alfa-redutase e P450
arom. Como controle positivo foram utilizados tecido testicular adulto para receptores
de androgenos e 5-alfa-redutase e tecido ovariano adulto para receptores de
estrogenos e P450arom.

Todos os cortes foram desparafinizados e desidratados e, realizou-se a
exposicao dos epitopos por fervura em tampéao citrato em micro-ondas. A atividade de
peroxidase enddgena foi extinta com peréxido de hidrogénio a 3% em camara escura
por 20 minutos e em seguida realizou-se o bloqueio com Protein block (Vector Labs,
Burlingame, CA, USA). Em seguida, as amostras foram incubadas overnight (16
horas) com anticorpo policlonal priméario (1:200), para receptores de andrégenos,
enzimas 5-alfa-redutase e citocromo P450arom (anti preads, mouse) (previamente
produzidas pela RHEABIOTECH, Campinas, SP, Brazil- PROCESSO POS-
DOUTORADO FAPESP 2016/24040-0) e receptores para estrégenos (anti-mouse,
rat, guinea pig) (ABCAM, Cambridge, MA, USA). Para controle negativo, foi utilizado
peptideo sintético de bloqueio (previamente produzido pela empresa RHEABIOTECH,
Campinas, SP, Brasil- Projeto doutorado (FAPESP 2016/24-040-0). As
imunorreatividade foram detectadas usando anticorpo secundario biotinilado
Immpress® Universal Kit (Vector Labs, Burlingame, CA, USA). Em seguida, as
amostras foram reveladas com IMMPACT® DAB (Vector Labs, Burlingame, CA, USA).
As laminas foram contra coradas com hematoxilina e montadas com cola e laminulas

para observacao e fotodocumentacdo em microscépio Olympus BX61VS.

4 RESULTADOS
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Os conceptos foram mensurados pela sua distancia occipito-sacral (crown
rump - CR) (Fig. 1) e pesados (Fig. 2). A Fig. 3 mostra os detalhes macroscopicos dos
cérebros de fetos fémeas aos 50 (A e B) e 40 (C e D) dias de gestacédo (DG). Na Fig.
4 observa-se a morfologia macroscopica dos fetos machos aos 50 (A e B) e 40 (C e
D) DG. Observou-se que os machos eram maiores e mais pesados quando
comparados com as fémeas.

Na vista dorsal pode-se observar a fissura longitudinal mediana separando os
dois hemisférios e o cerebelo. A vista ventral expde, como uma fina linha, a artéria
basilar, os lobos piriformes na parte mais externa, e uma parte do cerebelo. Entre os
lobos piriformes pode-se observar o quiasma Optico, o corpo mamilar, o tiber cinério,
o trigono olfatério e a ponte.

Ao analisar a sec¢cdo mediana dos hemisférios cerebrais (Fig. 5) pode-se
observar os seguintes componentes do encéfalo nos fetos machos e fémeas aos 40
e 50 DG: cerebelo e ventralmente a ele o IV ventriculo; os coliculos caudal e coliculo
rostral, e aderéncia intertalamica; dorsalmente o hipocampo e ventralmente o
hipotalamo, corpo caloso, cortex pré-frontal e ponte. Observando mais atentamente a
regido talamica nota-se que, esta, € um pouco maior em fetos machos quando

comparadas as idades entre 0s sexos.

Figura 1 — Mensuragéo occipito-sacral (Crown rump) dos embrides e fetos machos e fémeas ao longo

do desenvolvimento gestacional em préas
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Fonte: PEREIRA (2019).

Figura 2 — Peso dos embrides e fetos machos e fémeas ao longo do desenvolvimento gestacional em
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Fonte: PEREIRA (2019).

Figura 3 — Encéfalos de fetos fémeas de preds com 40 (C e D) e 50 (A e B) dias de gestagdo. Vista
dorsal (A e C): hemisfério esquerdo (1), hemisfério direito (2), cerebelo (3) e fissura longitudinal mediana
(seta dupla). Vista ventral (B e D): artéria basilar (1), lobo piriforme (2), cerebelo (3), quiasma éptico (4),

corpo mamilar (5), tuber cinério (6), trigono olfatério (7), ponte (8).
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Fonte: PEREIRA (20109).

Figura 4 - Encéfalos de fetos machos de préas aos 50 (A e B) e 40 (C e D) dias de gestacao: Vista
dorsal (A e C): hemisfério esquerdo (1), hemisfério direito (2), cerebelo (3) e fissura longitudinal mediana
na seta dupla. Vista ventral (B e D): artéria basilar (1), lobo piriforme (2), cerebelo (3), quiasma 6ptico

(4), corpo mamilar (5), taber cinério (6), trigono olfatério (7), ponte (8).



Fonte: PEREIRA (20109).
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Figura 5 — Corte sagital em encéfalos de préas aos 40 e 50 dias de gestacdo. Macho (A) e feméa (B)
com 40 dias de gestacdo, macho (C) e fémea (D) com 50 dias de gestacao. Cerebelo (1), coliculo

caudal (2), coliculo rostral (3), hipocampo (4), IV ventriculo (5), corpo caloso (6), cortex pré-frontal (7),

aderéncia Inter talamica (8), ponte (9) e hipotalamo (10).

Fonte: PEREIRA (2019).

O cerebelo foi a estrutura que mais permaneceu intacta tornando possivel
assim observar melhor sua estrutura, desenvolvimento e organizagcdo de suas
camadas. Na Fig.4 pode-se observar as seguintes camadas: a granulosa, camada de
células de Purkinje, camada molecular e a granulosa externa. Pode-se notar que as
camadas celulares do cerebelo s&o pouco desenvolvidas em animais com 25 DG
(Fig.6 A e E) estando ainda desorganizadas.

Aos 30 DG (Fig.6 B e F) as camadas ja estdo mais organizadas e, assim como
nos estagios seguintes de desenvolvimento (Fig.6 C, D, G e H) séo facilmente
distinguiveis entre si. A partir desta fase ja foi possivel observar os diferentes tipos
celulares presentes (Fig.7), como as células de Golgi, cujo corpo esta proximo a
células de Purkinje e seus dendritos ramificam na camada molecular e as células

granulosas que sao neurdnios pequenos presentes nas camadas da granulosa.
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Figura 6 — Padrao histomorfoldgico do desenvolvimento das camadas celulares do cértex cerebelar
em fetos de preas ao longo da gestacdo. Pode-se observar as camadas da granulosa (G), a camada

de células de Purkinje (CP), a camada molecular (CM) e a granulosa externa (GE).



Fonte: PEREIRA (2019).

26



27

Figura 7 — Tipos celulares presentes no cortex cerebelar de fetos de preés.
* ‘9

. |Células de Purkinje !

Fonte: PEREIRA (2019).

A imunocalizacdo para as enzimas 5-alfa-redutase e P450arom aos 22 DG
foram positivas para as células granulosas e de Purkinje nos conceptos fémeas (A e
B); entretanto, em machos observou-se (C e D) nulcleos de células granulosas
marcadas (Fig.8).

A imunomarcacéo foi fraca aos 30 DG tanto em machos quanto em fémeas
para ambas as enzimas sendo quase indistinta a diferenciagdo das enzimas 5 alfa
redutase (A e C) e P450arom (B e D) (Fig.9)

Diferentemente aos 40 DG (Fig.10) houve uma imunomarcagao positiva nas
células de Purkinje nos conceptos machos (D) para a P450arom. Nos conceptos
fémeas a marcagéo foi mais fraca e inespecifica. Para a enzima 5 alfa redutase em
machos (C) observou-se a presenca da marcacdo nas células de Purkinje e nas
fémeas as marcacfes para as duas enzimas foram inespecificas podendo-se observar
0 nucleo ndo marcado das células de Purkinje (A) pela enzima 5 alfa redutase (B) pela
P450arom. Aos 50 DG (Fig. 11) pode-se observar que houve marcacao especifica das
células de Purkinje no macho (A e B). Nos conceptos fémeas (D e E) a marcacéo foi
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mais fraca. A imunomarcacdo dos receptores de androgenos na idade de 50 DG
(Fig.12) foram positivas, nas células de Purkinje e na camada molecular do cerebelo

de ambos os sexos (A e C).

Figura 8 — Imunolocalizagdo da P450arom e 5 alfa-redutase em embriGes machos e fémeas aos 22DG.
Observa-se marcacao de células granulosas (seta) e de Purkinje (ponta de seta)

Fonte: PEREIRA (2019).
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Figura 9 - Imunolocalizacdo da P450arom (B: fetos fémeas e D: machos:) e 5 alfa-redutase (A:
femeas e C: machos) no cerebelo de preas de preds ao 30DG. Observa-se marcacgao positiva das
células granulosas (seta) e de Purkinje (ponta de seta).

Fonte: PEREIRA (2019).
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Figura 10 — Imunolocalizacdo da P450arom (B: fetos fémeas e D: machos:) e 5 alfa-redutase (A:
femeas e C: machos) no cerebelo de preas de preas aos 40DG. Observa-se marcacdo a marcagao

de células granulosas (ponta de seta) e de Purkinje (seta).

‘M d Salfa:

Fonte: PEREIRA (2019).
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Figura 11 — Imunolocalizagdo da P450arom (B: fetos fémeas e D: machos) e 5 alfa-redutase (A: femeas
e C: machos) no cerebelo de preas de preds nas células granulosas de Purkinje (ponta de seta) aos
50DG

Fonte: PEREIRA (2019).
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Figura 12 — Imunolocalizagdo para receptores de androgenos nas células de Purkinje do cortex

cerebelar de fetos fémeas (A) e machos (C) de preas com 50DG (setas)
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Fonte: PEREIRA (20109).

As imunomarcacdes do coértex cerebral foram positivas pelas diferentes
camadas celulares para P450arom e 5 alfa redutase. Aos 22 DG (Fig.13) os conceptos
(machos e fémeas) foram identificadas nas células das camadas granulosas interna e
externa e nas células da camada de neur6nios piramidais. Nos conceptos fémeas a
enzima 5 alfa redutase (A) ndo demonstrou imunomarca¢ao uniforme, apenas em
poucas células, quando comparado com as células marcadas para a P450arom (B).
Similarmente ocorreu nas analises das laminas dos conceptos machos (C) e (D).
Entretanto, foi possivel observar que a imunolocalizacdo da P450arom obteve uma
marcacao inespecifica em todo o tecido, permitindo observar apenas nucleos que
foram fortemente marcados. Aos 30 DG (Fig. 14) ndo foram observadas um padréo
uniforme de imunomarcacdo para a 5 alfa redutase e P450arom nos conceptos
fémeas (A) e machos (C). Houve uma imunomarcacéo positiva para a P450arom nas

células granulosas. Aos 40 DG (Fig. 15) a enzima 5 alfa redutase se mostrou presente
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em células piramidais do cortex dos conceptos fémeas (A) mas a P450arom (B) nédo
pode ser observada. Nos conceptos machos da mesma idade as enzima
esteroidogénicas foram especificamente, mostrando marcacgao nas células piramidais
do cortex (C e D). Aos 50 DG a 5 alfa redutase (Fig.16) pode ser observada nos
neurénios piramidais dos conceptos fémeas (A) e machos (B). As células granulosas
do cortex de machos também demonstrou imunolcalizagéo positiva para a P450arom
(Fig.17). As células granulosas e neur6nios piramidais do cortex foram positivas para
5 alfa redutase conceptos fémeas (A) e machos (B) desta idade.

Figura 13 — Imunolocalizacdo para enzima 5-alfa redutase (A: fémeas e C: machos) e P450arom (B:
fémeas e D: machos) nas células do cortex cerebral de preas aos 22DG

M22d 5alfa : ST M22d arom

Fonte: PEREIRA (2019).
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Figura 14 — Imunolocalizagdo para enzima 5-alfa redutase (A: fémeas e C: machos) e P450arom (B:
fémeas e D: machos) nas células do cortex cerebral de preas aos 30DG

Fonte: PEREIRA (2019).
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Figura 15 — Imunolocalizacdo para enzima 5-alfa redutase (A: fémeas e C: machos) e P450arom (B:

fémeas e D: machos) nas células do cortex cerebral de preds aos 40DG

F40d 5alfa

Fonte: PEREIRA (2019).
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Figura 16 — Imunolocalizacdo para enzima 5-alfa redutase em células do coértex cerebral (A: fémeas B:

e machos) de preas com 50DG

F A % 7 7 K
S .

Fonte: PEREIRA (2019).

Figura 17 — Imunolocalizagdo para enzima P450arom em células do cortex cerebral (A: fémeas e B:

machos) de preas com 50DG

Fonte: PEREIRA (2019).
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5 DISCUSSAO

A presente pesquisa analisou o comportamento da imunolcalizagdo das
enzimas P450arom e 5 alfa redutase no cérebro e cerebelo. Os sitios de localizacao
das enzimas no cérebro estdo associados a acdo de esteréides que nas fémeas
causam a apoptose de células de regibes sexualmente diomérficas mas que em
machos possuem o efeito antiapoptético, contribuindo assim com o dimorfismo sexual
e comportamental (LARA e ROMAO, 2013).

Encontramos imunomarcacdes fracas das enzimas P450arom e 5 alfa
redutase no cerebelo entre fetos fémeas e machos de preds ao longo da gestacao,
diferenca essa que se intensificaram nos estagios finais da gestacdo. Através da
andlise da expressdo do mRNA da P450arom no cerebelo de ratos neonatais
Sakamoto et al. (2003) encontraram uma forte marcagdo da P450arom em células de
Purkinje e células da granulosa externa. Foidart et al. (1995) identificaram
imunomarcacao positiva no cerebelo e em outras partes do cérebro como nas regides
do septo lateral, no nacleo do leito da estria terminal, na amigdala central, no
hipotalamo dorsolateral, na area pré-optica medial, no ndcleo accumbens, em varios
ndcleos hipotalamicos em varias regides do cortex, entretanto, ndo foram
evidenciados diferenca entre machos e fémeas.

Em nosso estudo foi observado imunolocalizacdo positiva nas células de
Purkinje do cértex cerebelar para P450arom e 5-alfa redutase, resultado esse que
corrobora com outros achados que revelam atividades esteroidogénicas também no
cortex cerebelar, sugerindo que o cerebelo pode ser um sitio ativo na sintese de
esterdides no cérebro. Mirzatoni et al. (2010) estudou aves canoras adultas e verificou

gue a expressao do mRNA da aromatase aumentou em cerebelos lesionados de
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forma a evidenciar sua sintese neste local além de mostrar diferencas quanto ao sexo
na resposta a leséo.

Em nosso trabalho a imunolocalizacdo positiva da 5 alfa redutase nas células
cerebelares esteve presente ao longo de toda os periodos gestacionais analisados,
marcando com mais especificidade as células de Purkinje. A imunolocalizacao da 5
alfa redutase nas células de Purkinje do cerebelo de ratos foram também observados
por Kiyokage et al. (2014) tanto em ratos gonadectomizados quanto em
hipofisectomizados, sendo assim metabdlitos oriundos dessa enzima podem auxiliar
na neurogénese e manutencdo de neurdnios cerebelares. Ja € conhecido que
androgenos tem o papel de neuroprotetores e neuromoduladores durante a velhice
tendo funcdo em sistemas relacionados a memoria. A falta de andrégenos leva a
consequéncias negativas nas sinapses do hipocampo de roedores e primatas, e
alteracdes na neurotransmissao do cortex pré-frontal de modelos de roedores
(JANOWSKY, 2005).

A 5-alfa redutase foi positiva no coértex cerebral dos conceptos fémeas e
machos dos fetos de preds, porém a imunomarcacéao alcancada nos dois sexos foram
desiguais tendo o macho uma marcacdo mais especifica. A presenca da 5 alfa
redutase ja havia sido estudada por Sanchez et al. (2008) que a observou no cértex
pré-frontal de ratos machos sob 2 formas de tratamento. Kiyokage et al. (2004)
mostrou que essa enzima esta presente em diferentes idades e em ambos 0s sexos
de ratos, no entanto Mellon e Griffin (2002) relatam que embora esteja presente em
varios regioes cerebrais algumas areas especificas parecem possuir populacdes de
neurdnios que sao organizados por intermédio dessa enzima e possuem relagédo com

a diferenciacao sexual.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que morfologicamente ha indicios de que a morfologia do encéfalo
de conceptos machos e fémeas aos 50 dias de gestacdo sdo diferentes e que a
imunomarcacdo da P450arom e 5-alfa redutase nas células de Purkinje do cortex
cerebelar podem estar relacionados a sitios ativos para sinteses de neuroesteroéides

e areas comprometidas com a evidenciacdo de dimorfismo sexual encefalico do prea.
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