UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR

Ciéncias da saude

Plexo coroideu: local de sintese de
hormonas esteroides?

Filipa Marina Pinheiro Patriarca

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em
Ciéncias Biomédicas
(2° Ciclo de Estudos)

Orientador: Prof. Doutora Cecilia Santos

Co-orientador: Prof. Doutora Telma Quintela

Covilha, junho de 2012



Agradecimentos

Gostaria de expressar os meus sinceros agradecimentos a todos aqueles, que direta ou

indiretamente contribuiram para a realizacdo deste trabalho. Dos quais destaco:

A Professora Doutora Cecilia Santos, pela orientacdo cientifica e pelos conhecimentos tedricos

e praticos transmitidos.

A Professora Doutora Telma Quintela, por todos os ensinamentos e dicas a nivel laboratorial,
pelo apoio e pela disponibilidade sempre demonstrada.

A Professora Doutora Helena Marcelino, pela realizacao dos primers utilizados neste trabalho,
e também pelo seu apoio, bons conselhos e disponibilidade.

A Catarina, pela realizacao dos cortes histologicos utilizados neste trabalho.

A empresa Oviger - Producdo, Transformacdo e Comércio de Carnes e Derivados SA,
nomeadamente ao Senhor Joao que ajudou na recolha dos CPs de porco.

Aos colegas do laboratdrio, em especial a Joana Tomas e Grabiela Tavares pela ajuda e
disponibilidade ao longo da realizacao deste trabalho.

Aos meus amigos, Joana Sousa, Vania Vieira, Sofia Marques, Rita Estebainha, Mafalda Faria,
Inés Massano, Ana Rita Saraiva, Ana Rita Lucas, Ricardo Ganilha e Carlos Vilas Boas por todo
apoio e motivacao

A Vania Reis e a Tania Dias por toda a ajuda prestada, motivacao, compreensao e paciéncia.

As minhas primas, Elizabete Jesus, Solange Jesus e Inés Neves por todo o apoio prestado, pela
paciéncia e compreensao.

Aos meus pais pelo apoio e paciéncia durante este longo e por vezes dificil percurso.



Resumo

O plexo coroideu (CP), uma estrutura altamente vascularizada, encontra-se dentro dos
ventriculos do cérebro e é composto por vilosidades enroladas aos capilares, tecido
conjuntivo e uma monocamada de células epiteliais ciliadas. O CP produz o liquido
cefalorraquidiano (LCR) que mantém o meio extracelular do cérebro e forma uma interface
Unica entre o sangue e o LCR. A biossintese de esteroides ocorre na glandula adrenal, nas
gonadas e no cérebro - neuroesteroides. Um trabalho desenvolvido anteriormente permitiu
identificar varias enzimas da via esteroidogénica, pertencentes a familia do citocromo P450
(CYP), hidroxiesteroide desidrogenase (HSD) e redutase, no CP de rato, através da analise de
microarrays de cDNA. Portanto, o objetivo deste estudo foi confirmar e analisar a expressao
do citocromo P450, familia 11, subfamilia a, polipéptido 1 (CYP11A1), citocromo P450, familia
11, subfamilia b, polipéptido 3 (CYP11B3), citocromo P450, familia 17, subfamilia a,
polipéptido 1 (CYP17A1), 17B-hidroxiesteroide desidrogenase (178-HSD), 5a-redutase
(ST5ared) e citocromo P450, familia 19, subfamilia a, polipéptido 1 (CYP19A1) no CP de
Rattus norvegicus e Sus domesticus. Assim, os niveis de expressao de mRNA destas enzimas
foram analisados por RT-PCR e PCR em tempo real, enquanto os niveis proteicos foram
analisados por imunocitoquimica e imunohistoquimica. Por fim, foi testada a funcionalidade
destas enzimas em culturas ex vivo usando percursores tritiados da via esteroidogénica. Este
trabalho permitiu-nos confirmar a expressao destas enzimas e determinar a sua localizacao
nas células epiteliais do CP de rato e no CP de porco. Para além disso, os ensaios ex vivo
mostraram que ha sintese de hormonas esteroides a partir de percursores tritiados nos

explantes de CP.
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Abstract

The choroid plexus (CP), a highly vascularized structure, lies within the ventricles of the brain
and is composed by convoluted villi with capillaries, connective tissue and a monolayer of
ciliated epithelial cells. CP produces the cerebrospinal fluid (CSF) that maintains the
extracellular milieu of the brain and form a unique interface between the peripheral blood
and the CSF. Steroid biosynthesis occurs in the adrenal gland, in the gonads and, in the brain-
neurosteroids. In previous work found that several enzymes of the steroidogenic pathway,
which belong to the family of cytochrome P450 (CYP), hydroxysteroid dehydrogenase (HSD)
and reductase are expressed in CP by cDNA microarray analysis. So, the aim of this study was
to confirm and analyse the expression of cytochrome P450, family 11, subfamily a,
polypeptide 1 (CYP11A1), cytochrome P450, family 11, subfamily b, polypeptide 3 (CYP11B3),
cytochrome P450, family 17, subfamily a, polypeptide 1 (CYP17A1), hydroxysteroid (17-B)
dehydrogenase 8 (178-HSD8), steroid-5-a-reductase (STh5ared) and cytochrome P450, family
19, subfamily a, polypeptide a (CYP19A1) in CP of Rattus norvegicus and Sus domesticus.
MRNA expression levels of these enzymes were evaluated by RT-PCR and Real-time PCR,
while protein levels were evaluated by immunocytochemistry and immunohistochemistry.
Finally, we tested the functionality of these enzymes ex-vivo using tritiated percursors of the
steroidogenic pathway. We were able to confirm the expression of these enzymes and
determine their location in CP epithelial cells of rat and pig CP. Moreover, ex-vivo assays

showed that steroid hormones synthesis from tritiated precursors occurs in CP explants.
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l. Introducao



1. Sistema Nervoso

O sistema nervoso é dividido em sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico
(SNP) (Seeley et al. 2003). O SNP é constituido pelos recetores sensoriais, nervos e ganglios,
ja o SNC é constituido pela medula espinhal e pelo encéfalo. Este ultimo é formado por: (i)
cérebro; (ii) diencéfalo, subdividido em talamo, subtalamo, epitalamo e hipotalamo; (iii)
cerebelo; e (iv) tronco cerebral ou rombencéfalo, constituido pelo bulbo raquidiano,
protuberancia, mesencéfalo e formacao reticular (Figura 1) (Seeley et al. 2003; Marieb and
Hoehn 2007).

Cérebro
Corpo
*thmp caloso
Diencéfalo —
Hipotalamo
Mesenceéfalo
Cerebelo

Protuberancia —
Tronco cerebral —

y Bulbo

Figura 1- Diferentes regides que compde o encéfalo. O encéfalo é composto pelo cérebro, cerebelo,
diencéfalo (talamo, hipotalamo) e pelo tronco cerebral que é dividido em mesencéfalo, protuberancia e
bulbo raquidiano. O encéfalo juntamente com a medula espinhal forma o sistema nervoso central.
Adaptada de (Seeley et al. 2003)

O encéfalo e a medula espinhal sdo protegidos pelo cranio e vertebras, respetivamente, e
também pelas meninges e liquido cefalorraquidiano (LCR) (Seeley et al. 2003). As meninges
sao trés membranas de tecido conjuntivo que envolvem e protegem o SNC (Figura 2). A
meninge mais superficial e mais espessa é a duramater, constituida por duas camadas de
tecido conjuntivo fibroso. A mais superficial esta ligada a superficie interna do cranio e a
mais interna esta fortemente aderida ao encéfalo (Saladin 2010; Standring 2010). A
membrana meningea média, designada por aracnodideia, é bastante fina e é separada da
duramater pelo espaco subdural (Seeley et al. 2003; Saladin 2010; Standring 2010). A mais
interna e delicada das meninges é a piamater, que é ricamente vascularizada e esta

intimamente ligada ao encéfalo. Entre a piamater e a aracnoideia existe o espaco



subaracnoideu que contém vilosidades aracndideias, vasos sanguineos e LCR (Seeley et al.
2003; Saladin 2010).

noso dural
gitudinal superior)

Periosteo

- i - Duramater

Espago subdural

RS Aracndideia

Espago subaracnoideu

r Vasos no espago
oy subaracnoideu

Piamater

Cérebro

Figura 2 - Principais invélucros protetores do encéfalo. Do exterior para o interior, o encéfalo esta
protegido pelo cranio e pelas trés tlnicas meningeas, duramater, aracnoideia e piamater. O espaco
entre a duramater e aracndideia denomina-se por subdural e o espaco entre a aracnodideia e a piamater
designa-se por subaracnoideu. Adaptada de (Seeley et al. 2003)

1.1. Sistema ventricular do cérebro

O cérebro contém um sistema ventricular que é constituido por quatro camaras internas

denominadas ventriculos: laterais, 3° e 4° (Figura 3) (Seeley et al. 2003; Moore et al. 2006;
Saladin 2010; Standring 2010). Cada hemisfério cerebral contém uma cavidade relativamente

grande em forma de arco, designada de ventriculo lateral. Os ventriculos laterais estao
separados entre si por finos septos que se fundem e constituem o septo pellcido (Seeley et
al. 2003; Saladin 2010). Cada ventriculo lateral conecta com o 3° ventriculo, através de um
estrutura denominada de forame interventricular ou de Monro (Moore et al. 2006; Saladin
2010; Standring 2010). A comunicacao entre o 3° e 4° ventriculo é realizada por um canal
estreito, denominado aqueduto de Sylvius ou mesencefalico (Seeley et al. 2003; Moore et al.
2006; Standring 2010). O 4° prolonga-se inferiormente e é continuo com o canal central da
medula espinhal (Seeley et al. 2003; Moore et al. 2006; Saladin 2010).

Os ventriculos e os canais que fazem a comunicacdo entre eles sao revestidos

internamente por uma Unica camada de células ependimarias. No entanto, estas possuem



caracteristicas de células epiteliais, sendo muitas vezes denominadas como células epiteliais
coroides (Seeley et al. 2003; Saladin 2010).

Ventriculo lateral Plexo cordideu

Foramen de Monro

Terceiro ventriculo

Aqueduto de Sylvius

Quarto ventriculo

Figura 3 - Sistema Ventricular cerebral. Cada hemisfério cerebral possui um ventriculo lateral que
comunica com o terceiro ventriculo através do Forame de Monro ou interventricular, ja o terceiro
comunica com o quarto ventriculo pelo Aqueduto de Sylvius. No interior de cada ventriculo também esta
representado o plexo coroideu. Adaptada de (Zappaterra and Lehtinen 2012)

1.2. Plexo Coroideu

Ao longo de cada ventriculo cerebral aloja-se um plexo coroideu (CP) na sua superficie
interna (Seeley et al. 2003; Emerich et al. 2005; Moore et al. 2006; Saladin 2010). Este
tecido, em forma de folha, flutua no LCR e esta ligado ao epéndima ventricular por uma haste
fina (Del Bigio 1995; Redzic and Segal 2004; Skipor and Thiery 2008). Os CPs sao estruturas
ramificadas, altamente vascularizadas, constituidas por uma monocamada de células
epiteliais secretoras (Figura 4). Estas estdo unidas por tecido conjuntivo, que através de
invaginacoes originam numerosas vilosidades que se projetam ao longo de todo o sistema
ventricular cerebral (Praetorius 2007; Chen et al. 2009; Zappaterra and Lehtinen 2012). Entre
as células epiteliais do CP existem tight junctions (TJs) que previnem a difusdo passiva de
moléculas para o LCR (Zappaterra and Lehtinen 2012). Nos ventriculos laterais, os CPs
projetam-se a partir do forame interventricular até extremidade do corno temporal. No 3° e
4° ventriculos os CPs estdao localizados na parte superior dos ventriculos (Dohrmann 1970;
Serot et al. 2003; Brown et al. 2004; Emerich et al. 2005).



Ventriculo lateral LCR

Epéndima -~ Epitelial

Basal

e

Capilar
E<troma Fenestrado

a’ f Celul
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Figura 4 - llustracdao morfologica do Plexo Coroideu(CP) do ventriculo lateral. O CP é constituido por
uma monocamada de células epiteliais unidas por tight juctions (TJs). A membrana apical destas células
contém numerosas microvilosidades. A membrana basolateral apresenta uma superficie lisa,
permitindo, assim, um contacto intimo com os capilares. Este tecido possui no seu epéndima capilares
fenestrados e varias células associadas, tais como macrofagos, fibroblastos e células dendriticas
Adaptada de (Emerich et al. 2005).

1.2.1.Estrutura basica

Os CPs presentes nos ventriculos laterais apresentam uma estrutura caracteristica em forma
de folha, enquanto que no 3° e 4° ventriculo, este tecido é caracterizado estruturalmente por
ser bastante lobulado e possuir numerosas vilosidades (Cserr 1971; Strazielle and Ghersi-Egea
2000; Praetorius 2007; Skipor and Thiery 2008). No entanto, ambos os tipos estruturais
consistem numa Unica camada continua de células epiteliais. A membrana apical das células
epiteliais coroides esta em contacto com o LCR e a membrana basolateral localiza-se sob a
lamina basal. Esta é envolvida por tecido conjuntivo disperso, composto por uma rede de
fibras de colagénio, que rodeia algumas células - dendriticas, macréfagos, fibroblastos - e
também um nucleo vascular (Thouvenot et al. 2006; Praetorius 2007). O fornecimento de
sangue ao CP é feito pelas artérias coroides que surgem de ramificacdes da artéria carotida
interna (Pollay et al. 1972; Praetorius 2007).

O CP humano pesa em média duas a trés gramas, e cada grama deste tecido recebe 3 mL de
sangue por minuto, assim o fluxo sanguineo no CP é 4 a 10 vezes maior que o fluxo sanguineo
no resto do parénquima cerebral (Chodobski et al. 1994; Praetorius 2007; Skipor and Thiery

2008). Os CPs sao ricamente inervados e revestidos por terminacdes nervosas simpaticas e



parassimpaticas contendo varios neurotransmissores (Nilsson et al. 1990; Serot et al. 2003;
Emerich et al. 2005; Praetorius 2007).

Analises de microscopia eletronica revelam que as células epiteliais coroides exibem
superficies celulares altamente diferenciadas. A superficie apical é caracterizada pelas
numerosas microvilosidades (Segal 2001; Praetorius 2007; Skipor and Thiery 2008). Estas
microvilosidades desenrolam-se aumentando a area de superficie, proporcionando um
contacto intimo entre o LCR e o fluido intersticial do CP (Keep and Jones 1990; Praetorius
2007; Skipor and Thiery 2008). A superficie basal possui um aspeto liso e uma grande area de
superficie, sendo responsavel pelas trocas entre o sangue e o CP (Skipor and Thiery 2008). A
superficie lateral é convoluta, sendo muitas vezes referida como labirinto basal e é esta

propriedade que possibilita um aumento substancial da area de superficie (Praetorius 2007).

0 tecido coroide é constituido por células epiteliais cuboides sendo caracterizadas por terem
um grande nlcleo esférico central ou basal e um citoplasma abundante (Dohrmann 1970;
Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005). Estas células possuem ainda numerosas mitocondrias
nas regioes basais e nos polos apicais, ocupando 15% do citoplasma, sendo necessarias para o
seu alto metabolismo e exigéncias de energia (Cornford et al. 1997; Serot et al. 2003;
Emerich et al. 2005). Para além disso, possuem complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico
liso e vesiculas distribuidas por todo o citoplasma apical (Emerich et al. 2005). As células
epiteliais do CP tém cerca de 15 mm de altura e o nimero total destas células no CP é cerca
de 108 (Serot et al. 2003).

1.2.2.Fisiologia

Os CPs estao envolvidos em varias funcdes do SNC devido a sua arquitetura Unica e localizacao
na interface entre o sangue e compartimentos de LCR. As principais funcdes deste tecido
sdo: (i) producao e secrecao de LCR; (ii) sintese de inUmeras moléculas; (iii) transporte de
nutrientes do sangue para o LCR; (iv) reabsorcao e eliminacao de subprodutos provenientes do
catabolismo cerebral e produtos toxicos; (v) participacdo na imunovigilancia do cérebro
(Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005).

1.2.2.1. Producado e secrecao de Fluido Cefalorraquidiano

A funcao mais evidenciada do CP é a producao e secrecao de LCR (Serot et al. 2003; Emerich
et al. 2005; Praetorius 2007; Zappaterra and Lehtinen 2012). O CP secreta entre 70-90% do



LCR total sendo o restante de origem extracoroidal (epéndima e endotélio capilar do cérebro)
(Cserr 1988; Speake et al. 2001; Skipor and Thiery 2008; Sakka et al. 2011; Zappaterra and
Lehtinen 2012).

Em humanos, o volume de LCR que circula em todo o SNC é em média 150 mL, sendo
distribuido cerca de 25% nos ventriculos e o restante pelos espacos subaracnoideus cranianos
(Redzic and Segal 2004; Emerich et al. 2005; Skipor and Thiery 2008; Sakka et al. 2011;
Zappaterra and Lehtinen 2012). Este é renovado 3 a 5 vezes por dia, sugerindo assim que a
taxa de producéao diaria deste é cerca de 400 a 600 mL por dia (Serot et al. 2003; Emerich et
al. 2005; Skipor and Thiery 2008; Sakka et al. 2011; Zappaterra and Lehtinen 2012). O LCR
desempenha também um papel essencial na homeostase do ambiente neuronal através da

regulacao do equilibrio eletrolitico (Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005; Sakka et al. 2011).

A formacao e a secrecao de LCR nos CPs compreende duas etapas: a primeira consiste
na filtracao passiva do plasma a partir dos capilares coroides para o compartimento
intersticial coroide; a segunda reside no transporte ativo a partir do compartimento
intersticial para o lumen de todo o epitélio coroide, envolvendo proteinas de membrana
transportadoras de ides e as enzimas que regulam o processo, anidrase carbdnica e Na* K*
ATPase (Serot et al. 2003; Wolburg and Paulus 2010; Sakka et al. 2011). Portanto, as células
epiteliais coroides renovam o LCR, movendo primeiramente os ides Na*, Cl" e HCO3  do sangue
para os ventriculos, para se gerar um gradiente osmotico que impulsiona a secrecao de H,0
(Brown et al. 2004; Emerich et al. 2005; Praetorius 2007; Yool 2007; Owler et al. 2010;
Wolburg and Paulus 2010).

A composicdo do LCR é diferente da composicao do ultrafiltrado do plasma, mas bastante
similar ao fluido intersticial do cérebro (Serot et al. 2003; Skipor and Thiery 2008). O LCR é
um liquido claro, ligeiramente viscoso e com pouca quantidade de células e proteinas. Este
tem um pH baixo e uma concentracao de glucose, proteinas, potassio, calcio, bicarbonato,
fosfato e acidos aminados mais baixa comparativamente ao plasma (Segal 2000; Serot et al.
2003; Emerich et al. 2005; Skipor and Thiery 2008; Sakka et al. 2011). Em contraste, a
concentracao de cloro, magnésio, sddio é maior no LCR do que no plasma (Segal 2000; Serot
et al. 2003; Emerich et al. 2005; Skipor and Thiery 2008; Sakka et al. 2011). O LCR é uma
fonte rica de proteinas, ides, lipidos, hormonas, colesterol, glucose e muitas outras moléculas
e metabolitos. O proteoma do LCR consiste em centenas de proteinas da matriz extracelular,
reguladores da pressao osmotica, transportadores de ides, proteinas de ligacdao a hormonas,
reguladores do metabolismo dos lipidos, varias enzimas e seus reguladores (Zappaterra and
Lehtinen 2012).

A circulacdo do LCR é um fenomeno dinamico e a sua regulacdao € responsavel pela
homeostase cerebral (Sakka et al. 2011). O LCR desloca-se a partir dos locais de formacao
para os locais de reabsorcao de acordo com um fluxo unidirecional nas cavidades

ventriculares e com um fluxo multidirecional nos espacos aracnoideus (Skipor and Thiery



2008; Sakka et al. 2011; Zappaterra and Lehtinen 2012). O fluxo do LCR é impulsionado por 3
forcas principais: pulsacdes arteriais do CP; gradiente de pressao hidrostatica; e movimento
ciliar das células ependimarias dos ventriculos (Johanson et al. 2011; Zappaterra and
Lehtinen 2012). Outros fatores, tais como o ciclo respiratorio, a pressao abdominal, a
postura, o estado de stress e o esforco fisico do individuo também modulam a dinamica do
fluxo do LCR (Sakka et al. 2011). Este fluido flui dos ventriculos laterais para o 3° ventriculo,
através do Forame de Monro, e deste para o 4° ventriculo através do Aqueduto de Sylvius.
Depois o LCR passa para o espaco subaracnoideu através dos Forames Luschka e Magendie
(Kurtcuoglu et al. 2007; Skipor and Thiery 2008; Sakka et al. 2011; Zappaterra and Lehtinen
2012).

1.2.2.2. Funcdo imunolégica

O CP também tem um papel imunologico bastante importante, pois este monitoriza e modula
o sistema neuroimunologico (Engelhardt et al. 2001; Emerich et al. 2005). Alojado no sistema
ventricular cerebral, o CP tem uma posicao ideal para monitorizar a presenca de compostos
potencialmente nocivos no LCR, servindo assim como primeira linha de defesa para o
parénquima cerebral (Emerich et al. 2005). Este tecido protege o cérebro contra agressoes
neurotoxicas agudas e ajuda ou impede a distribuicao geral de medicamentos e biocompostos
toxicos, uma vez que, possui um conjunto completo de enzimas metabolicas (Gao and Meier
2001; Ghersi-Egea and Strazielle 2001; Emerich et al. 2005). O CP contém altas concentracoes
de glutationa, cisteina e metalotioneinas, que tém a capacidade de sequestrar agentes
toxicos em circulacdo no LCR; enzimas de protecao contra radicais livres e stress oxidativo;
sistemas de transporte de ides organicos e proteinas resistentes a multidrogas que permitem
a exportacdo de compostos nocivos do LCR (Gao and Meier 2001; Emerich et al. 2005). Varias
indicacdes comprovam que o CP medeia interacdes entre o sistema imunolodgico periférico e o
cérebro, tais como, a presenca de células linféides no CP (Emerich et al. 2005); a expressao
de moléculas de complexo major de histocompatibilidade (MHC) | e Il nas células epiteliais
coroides, que quando reconhecem um antigénio estimulam a proliferacao de linfocitos T
(Serot et al. 2000; Emerich et al. 2005). E também, a presenca de células Kolmer no CP, que
agem como células fagociticas, expressam moléculas MHC | e Il e proliferam quando

estimuladas por endotoxinas (Irwin et al. 1999; Emerich et al. 2005).



1.2.2.3. Sintese proteica

Para além da secrecdo de LCR, as células epiteliais do CP sintetizam um grande nimero de
péptidos bioativos, fatores de crescimento e citocinas, que sado responsaveis pelo
desenvolvimento do SNC e pela manutencao da sua homeostase (Chodobski and Szmydynger-
Chodobska 2001; Redzic et al. 2005). O CP sendo uma fonte de polipéptidos assemelha-se aos
neuronios e as células enddcrinas secretoras de polipéptidos (Szmydynger-Chodobska et al.
1998; Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001).

Muitos dos polipéptidos com localizacdo extracelular conhecida sdo também sintetizados
pelas células epiteliais coroides, tais como a transtirretina (TTR), transferrina,
ceruloplasmina, vasopressina (VP), sonic hedgehog (shh), acido retinoico (AR), citocinas e
varios fatores de crescimento (Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001; Serot et al. 2003;
Redzic and Segal 2004; Emerich et al. 2005).

No cérebro a TTR, também referida como pré-albumina, é sintetizada exclusivamente pelo
epitélio do CP e representa mais de 20% das proteinas sintetizadas e 50% das proteinas
secretadas por este orgao (Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001; Redzic et al. 2005). A
producao da TTR no CP é essencial para a manutencao do nivel de triiodotironina (T3) no
cérebro, sendo esta indispensavel para o desenvolvimento do SNC (Schreiber et al. 1990;
Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001; Redzic et al. 2005).

O CP é também uma fonte de VP presente no LCR (Chodobski et al. 1998; Chodobski and
Szmydynger-Chodobska 2001). Esta acumula-se predominantemente perto da membrana
apical das células epiteliais do CP sugerindo a sua libertacao para o LCR quando os niveis de
CAMP intracelular estdo elevados e a proteina cinase A ativa (Chodobski et al. 1998;
Chodobski et al. 2000; Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001). Foram observadas uma
série de respostas fisioldgicas e comportamentais a VP, incluindo alteragbes na
permeabilidade da barreira hemato-encefalica a agua, secrecao hormonal, termorregulacao,

ciclos de sono-vigilia, aprendizagem e meméria (Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001).

O epitélio do CP também secreta um numero de fatores de crescimento importantes para o
crescimento da célula, orientacdo dos axodnios e migracao dos neurdnios (Chodobski and
Szmydynger-Chodobska 2001; Redzic et al. 2005; Zappaterra and Lehtinen 2012). O fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) é altamente expresso no CP (Bondy et al. 1992;
Logan et al. 1994; Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001; Redzic et al. 2005). O IGF-II
produzido nos CPs liga-se aos recetores de IGF localizados nas células alvo e contribui para a
orientacdo e crescimento dos axénios da medula espinhal (LeRoith et al. 1993; Redzic et al.
2005). Durante o desenvolvimento do SNC, o IGF-1l atua de modo a promover a diferenciacao
das células epiteliais coroides, enquanto que num estado de desenvolvimento mais tardio o

IGF-Il proveniente do CP pode estar envolvido no desenvolvimento de outras partes do



cérebro e pode também desempenhar um papel no funcionamento normal do SNC adulto e na
reparacao de lesdes (Bondy et al. 1992; Johanson et al. 2000; Chodobski and Szmydynger-
Chodobska 2001).

Os membros da superfamilia do fator de crescimento transformante-p (TGF- B) tém sido
reconhecidos como importantes reguladores de diferentes funcoes celulares, incluindo a
proliferacao, sobrevivéncia e diferenciacao (Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001;
Redzic et al. 2005). Existem trés isoformas identificadas (TGF- B 1, TGF- B 2 e TGF- B 3), mas
no CP embrionario apenas é expresso o TGF- B 3, ao passo que todas as isoformas de TGF- B
estao presentes nas células epiteliais do CP adulto (Knuckey et al. 1996). A sua importancia
bioldgica parece ser o controlo da organizacdo neuronal do SNC em desenvolvimento
(Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001; Redzic et al. 2005). As proteinas morfogénicas
osseas (BMPs) sao outra subfamilia pertencente a superfamilia TGF- B (Redzic et al. 2005).
Varios membros desta subfamilia, como BMP4, BMP5, BMP6 e BMP7 sao expressos no cérebro
embrionario e desempenham um papel importante no desenvolvimento do CP (Hebert et al.
2002), no entanto sO BMP6 e BMP7 continuam a ser expressos no CP adulto, podendo
desempenhar um papel importante em processos de reparacao neuronal (Charytoniuk et al.
2000; Redzic et al. 2005).

A familia de fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) também sao expressos durante o
desenvolvimento do cérebro, mas apenas o FGF7 (fator de crescimento de queratindcitos)
(Finch et al. 1995) e o FGF2 (Raballo et al. 2000) sao expressos no CP embrionario (Redzic et
al. 2005; Martin et al. 2006). Estes membros tem um papel essencial na regulacado do
desenvolvimento do CP e também controla o crescimento de outras partes do SNC (Redzic et
al. 2005).

O AR, um derivado ativo do retinol (vitamina A), é essencial para o desenvolvimento normal
do SNC, desempenhando um papel importante na diferenciacao neuronal (Maden 2002; Redzic
et al. 2005; Zappaterra and Lehtinen 2012). O AR também tem um papel critico no
crescimento do CP, visto que uma dieta insuficiente em vitamina A afeta o desenvolvimento
do tecido coroide (Redzic et al. 2005).

O Shh é um fator morfogénico bem estabelecido no desenvolvimento do cerebelo e do
cérebro ventral (Huang et al. 2009; Huang et al. 2010; Zappaterra and Lehtinen 2012). As
células epiteliais do CP do 4° ventriculo segregam Shh promovendo o crescimento vascular

(angiogénese), o desenvolvimento e a expansao do CP (Nielsen and Dymecki 2010).
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1.2.3. Plexo coroideu e o envelhecimento

O CP sofre diversas modificacdes anatomicas com o aumento da idade. A atrofia do epitélio
do CP é uma das alteracoes mais relevantes (Segal 2001; Serot et al. 2003; Emerich et al.
2005). Com o envelhecimento, a altura das células epiteliais coroides diminui cerca de 10%,
nos humanos, e cerca de 15%, nos ratos (Serot et al. 2000; Serot et al. 2003; Emerich et al.
2005). Também o interior dessas células sofre alteracdes: o nlcleo torna-se irregular e
alongado e o citoplasma fica rico em inclusdes fibrilares designadas por Biong Ring Tangles e
depodsitos de lipofuscina (Wen et al. 1999; Emerich et al. 2005). A membrana basal epitelial
fica mais espessa, assim como o estroma, que contém fibras de colagénio, corpos hialinos e
calcificacbes (Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005). As paredes das artérias também

aumentam a sua espessura e as fibras elasticas comecam a fragmentar-se (Serot et al. 2003).

Com o envelhecimento, o CP nao consegue manter a producao normal de energia, alterando
as suas funcoes (Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005). O CP sintetiza enzimas responsaveis
pela producao de ATP, como por exemplo a lactato e sucinato desidrogenase, que, no
envelhecimento, diminuem a sua atividade enzimatica provocando alteracdes dos metabolitos
dependentes do catabolismo da glucose (Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005). Também
com o envelhecimento, um nimero maior de células epiteliais torna-se deficiente em
citocromo-C oxigenase levando a alteracdes da cadeia respiratoria que por sua vez conduzem
a uma diminuicdo da quantidade de ATP produzido (Cottrell et al. 2001; Serot et al. 2003;
Emerich et al. 2005).

A diminuicdo da secrecao em cerca de 45% de LCR estd provavelmente relacionada com as
modificacdes a nivel anatomico e enzimatico que acontecem devido ao envelhecimento dos
CPs (Preston 2001; Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005). A renovacao do LCR é mais lenta
em idosos, sendo apenas renovado cerca de 2 vezes por dia.(May et al. 1990; Preston 2001;
Serot et al. 2003).

Recentemente tem sido demonstrado que o CP possui fatores neurogénicos e neuroprotetivos
estimulando efeitos terapéuticos (Zappaterra and Lehtinen 2012). A homeostase do CP assim
como das funcdes que lhe estdao associadas podem ser interrompidas por uma ampla variedade
de lesdoes do SNC, tais como eventos traumaticos ou isquémicos e doencas neuroldgicas
associadas a idade (Johanson et al. 2011). Uma lesao no CP pode por sua vez alterar a
composicao e a secrecao do LCR, levando a um aumento do nimero de leucocitos no LCR e no
cérebro, uma diminuicdo da clearance de toxinas e portanto uma diminuicdo do fornecimento
de nutrientes e fatores de crescimento no cérebro (Johanson et al. 2011; Zappaterra and
Lehtinen 2012). A recuperacdao da lesao cerebral envolve a correcao gradual desses
mecanismos, a fim de retornar a homeostase do sistema CP-LCR promovendo a

neuroregeneracao e neuroprotecao (Zappaterra and Lehtinen 2012).
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2. Esteroidogénese

A biossintese de hormonas esteroides é designada por esteroidogénese e é regulada por
mecanismos de retroacao hormonal (Ghayee and Auchus 2007). Todas as hormonas esteroides
derivam do colesterol que é grande parte das vezes fornecido pelo sangue, associado a
lipoproteinas. Uma pequena percentagem de colesterol pode ser ainda produzida diretamente
nas células esteroidogénicas a partir do acetato (Mensah-Nyagan et al. 1999; Mellon et al.
2001; Ghayee and Auchus 2007). A esteroidogénese envolve uma série de reacoes
enzimaticas, através das quais o colesterol é convertido biologicamente em hormonas
esteroides ativas, tais como glucocorticoides, mineralocorticoides, androgénios, estrogénios e
progesterona (Ghayee and Auchus 2007; Miller and Auchus 2011). As hormonas esteroides
regulam uma grande variedade de processos fisiologicos, desde o desenvolvimento da vida
fetal até a idade adulta (Mellon and Griffin 2002; Miller and Auchus 2011). Interferéncias na
biossintese de esteroides podem resultar numa reproducao deficiente, em alteracbes na
diferenciacao, crescimento sexual, bem como no desenvolvimento de diversos cancros
(Sanderson 2006; Miller and Auchus 2011). As enzimas intervenientes nesta via podem
agrupar-se em enzimas do citocromo P450 (CYPs) e enzimas nao pertencentes ao citocromo
P450, tais como as hidroxiesteroides desidrogenases (HSDs) e redutases esteroides (Mensah-
Nyagan et al. 1999; Mellon et al. 2001; Mellon and Griffin 2002; Ghayee and Auchus 2007).

As enzimas do citocromo P450 constituem um grupo de enzimas oxidativas, que apresentam
aproximadamente 500 aminoacidos e cada uma contém um Unico grupo heme (Mellon and
Griffin 2002; Miller and Auchus 2011). Estas sdo denominadas P450 pois todas tém um pico de
absorvancia a 450nm quando sao reduzidas com monodxido de carbono (Mellon and Griffin
2002; Miller and Auchus 2011). O genoma humano inclui genes para 57 enzimas do citocromo
P450, onde 7 destas enzimas sao direcionadas para as mitocondrias e sao designadas P450 do
tipo 1. As outras 50 enzimas sdao direcionadas para o reticulo endoplasmatico e sao
denominadas P450 do tipo 2 (Miller and Auchus 2011). Todas estas enzimas ativam o oxigénio
molecular utilizando o seu grupo heme e adicionam eletrdes a partir da forma reduzida da
nicotinamida-adenina-dinucledtido fosfato (NADPH) (Compagnone and Mellon 2000; Mellon
and Griffin 2002). Os dois tipos de enzimas P450 sao distinguidos bioquimicamente através dos
mecanismos pelos quais recebem eletrées do NADPH, bem como pelas suas localizacoes
intracelulares. As enzimas do tipo 1 recebem eletroes através de uma flavoproteina,
ferredoxina redutase, e por uma pequena proteina ferro-enxofre, a ferredoxina, enquanto
que as enzimas do tipo 2 recebem eletroes através de uma proteina flavina-2, P450
oxidoredutase (POR) (Compagnone and Mellon 2000; Miller and Auchus 2011). Cada enzima
pode catalisar varios substratos através de uma ampla gama de oxidacdes. Das enzimas P450,
6 estdo envolvidas na esteroidogénese: na mitocondria localizam-se a P450scc (enzima de

clivagem da cadeia lateral) também denominada por 20,22-desmolase e duas isoenzimas do
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P450c11, a P450c11B (11B-hidroxilase) e a P450c11AS (aldosterona sintase) que tem atividade
11B-hidroxilase, 18-hidroxilase e 18-metil oxidase; no reticulo endoplasmatico estao
presentes a P450c17 que catalisa tanto a atividade 17 B -hidroxilase como a 17,20-liase, a
P450c21 (21-hidroxilase esteroide) que catalisa a sintese de glucocorticoides e
mineralocorticoides e por fim a P450 aro que catalisa a aromatizacdo de androgénios em

estrogénios (Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002; Miller and Auchus 2011).

As enzimas HSDs tém massas moleculares de cerca de 35 a 45 kDa, ndao tém grupo heme e
requerem nicotinamida-adenina-dinucledtido (fosfato) (NAD/ NADH ou NADP/NADPH) como
cofatores para reduzir ou oxidar o esteroide (Compagnone and Mellon 2000; Miller and Auchus
2011). A maioria dos exemplos envolvem a conversao de um alcool secundario numa cetona
ou vice-versa. As enzimas 5a-redutase do tipo1 e do tipo2 sao frequentemente agrupadas a
familia das HSDs por conveniéncia, pois estas reduzem as ligacdes duplas carbono-carbono em
vez de agirem sobre os carbonos ligados ao oxigénio (Compagnone and Mellon 2000; Miller and
Auchus 2011). Ao contrario da maioria das reacdes catalisadas pelas enzimas P450, que sao
resultado da acdo de uma Unica enzima, nas reacdes catalisadas pelas HSDs podem intervir
pelo menos duas enzimas (Miller and Auchus 2011). As enzimas HSDs incluem a 3a-HSD, a 3p-
HSD, duas isoformas da 118-HSD e uma série de isoformas da 17p-HSD. Com base nas suas
estruturas, estas enzimas sao divididas em dois grupos: a familia desidrogenase/redutase
(SDR) e a familia aldo-ceto-redutase (AKR) (Compagnone and Mellon 2000). As enzimas SDR
incluem a 11B-HSD tipo 1 e 2 bem como a 17B-HSD tipo 1, 2 e 3, ja as enzimas AKR incluem a
17B-HSD tipo 5 (Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002; Miller and Auchus
2011). Com base na atividade das enzimas, ha distincdo entre as desidrogenases que usam o
NAD* como cofator para oxidar os hidroxiesteroides em cetoesteroides e as redutases que
usam principalmente o NADPH para reduzir os cetoesteroides em hidroxiesteroides (Miller and
Auchus 2011).

2.1. Locais de sintese de hormonas esteroides

As hormonas esteroides sao produzidas em varios 6rgaos, incluindo as glandulas supra-renais,
testiculos, ovarios e placenta, sendo denominados por 6rgaos esteroidogénicos (Mellon and
Griffin 2002; Sanderson 2006; Ghayee and Auchus 2007).
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2.1.1.Glandula adrenal

A glandula adrenal é um dos tecidos esteroidogénicos mais importantes e é essencial para a
sobrevivéncia (Sanderson 2006). Toda a sintese de esteroides é efetuada no cortex adrenal
que é funcionalmente dividido em 3 regides, onde cada uma é responsavel por um conjunto
de hormonas esteroides: a zona glomerulosa produz os mineralocorticoides, que regulam o
equilibrio de Na® e de K" nos fluidos extracelulares; a zona fasciculada produz os
glucocorticoides, que sao importantes na homeostase da glucose no organismo e no controlo
do sistema imunitario; e a zona reticular produz androgénios fracos, tais como a
dehidroepiandrosterona (DHEA) ou androstenediona (Sanderson 2006; Ghayee and Auchus
2007). Apoés o primeiro passo da esteroidogénese, a pregnenolona €é convertida em
progesterona pela 3B-HSD (Figura 5) (Simard et al. 2005; Sanderson 2006). Posteriormente, a
enzima P450c21(Figura 5), € responsavel pela conversdo da progesterona e da 17a-
hidroxiprogesterona em 11-desoxicorticosterona (mineralocorticoide) ou em 11-desoxicortisol
(glucocorticoide) (Sanderson 2006). Estes precursores, por sua vez, sao convertidos nas
hormonas biologicamente ativas designadas por cortisol e aldosterona, através das enzimas
mitocondriais P450c11B e P450c11AS (Figura 5), respetivamente (Rainey 1999; Miller and
Auchus 2011). Os androgénios adrenais sao sintetizados a partir da enzima P450c17 que tem
dupla atividade, 17a-hidroxilase e 17,20-liase (Reincke et al. 1998; Miller and Auchus 2011).
Assim, esta enzima hidroxila a pregnenolona e a progesterona para formar o 17a-
hidroxiesteroides, ja a 17,20-liase da P450c17 converte os 17a-hidroxiesteroides em DHEA ou

androstenediona (Figura 5) (Sanderson 2006; Miller and Auchus 2011).

2.1.2. Testiculos

O papel dos testiculos nao € s6 a producdo de esperma fértil para a procriacdo mas também
sintetizar hormonas esteroides para a funcao sexual e reprodutiva (Sanderson 2006). A
producao de testosterona a partir do colesterol é estimulada através da ligacdo da hormona
luteinizante (LH) com o seu recetor na membrana das células de Leydig (Sanderson 2006). A
LH induz as enzimas esteroidogénica, incluindo a P450c17 com atividade 17,20-liase que
dirige a biossintese de esteroides para a producao de hormonas sexuais (Dharia et al. 2004). A
via da esteroidogénese até ao momento da producdo de androstenediona € semelhante ao
que acontece na glandula adrenal (Sanderson 2006). Posteriormente, este androgénio fraco é
convertido para testosterona pela enzima 173-HSD (Figura 5) (Mindnich et al. 2004; Miller and
Auchus 2011). Também, as células do testiculo, expressam niveis baixos de P450 aro que
converte a testosterona em estradiol (Figura 5), sendo este passo necessario para a iniciacao

da espermatogénese bem sucedida (Carreau et al. 2003; Miller and Auchus 2011). O mais
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potente dos androgénios, denominado por dihidrotestosterona (DHT) é formado a partir de
testosterona pela enzima 5a-redutase (Figura 5) (Sanderson 2006; Miller and Auchus 2011). No
entanto esta reacao ndao € predominante no testiculo adulto mas sim no epididimo e na

prostata, permitindo a manutencao da funcao sexual (Sanderson 2006).

2.1.3. Ovarios

Tal como o testiculo, o ovario tem a funcdo de produzir os 6vulos para a fertilizacdo e a
sintese de hormonas esteroides (Sanderson 2006). O o6vulo esta localizado no interior do
foliculo em desenvolvimento que estd rodeado pelas células da granulosa seguidas pelas
células da teca, locais predominantes da esteroidogénese. A teca interna produz grandes
quantidades de progesterona e androgénios, que atuam como precursores para a sintese de
estradiol pelas células da granulosa (Sanderson 2006). Assim, através da acao da P450 aro, a
androstenediona e a testosterona sao convertidas em estrona e estradiol (Figura 5),
respetivamente. A estrona sintetizada pode, posteriormente, ser convertida em estradiol,
através da acao 17p-HSD tipo 1 (Figura 5) (Mindnich et al. 2004). Na fase folicular de pré-
ovulacado, os estrogénios aumentam gradualmente devido a regulacao positiva da P450 aro
através das hormonas LH e FSH (hormona foliculo estimulante). O declinio de LH leva a uma
expressao diminuida da P450 aro e consequentemente uma producao reduzida de estradiol,
no entanto ha um aumento da expressao das enzimas P450scc e 3a-HSD que promovem a
sintese de progesterona iniciando-se assim a rutura do foliculo dando depois origem ao corpo
luteo (Sanderson 2006).
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Figura 5 - Esquema representativo da via da esteroidogénese. Adaptada de (Mellon and Griffin 2002)
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2.2.Neuroesteroidogénese

A primeira evidéncia de que o cérebro era um 6rgao esteroidogénico surgiu na década de 80,
quando Baulieu et al. observaram que os esteroides, tais como a pregnenolona e DHEA
estavam presentes em concentracoes mais elevadas no SN do que no plasma (Compagnone
and Mellon 2000; Baulieu et al. 2001; Mellon and Griffin 2002). Com estes resultados surgiram
dois termos novos, neuroesteroidogénese, como o nome indica, sintese de hormonas
esteroides no SN e neuroesteroides, hormonas esteroides que tém como local de sintese e
acao o SN (Baulieu et al. 2001). Estes esteroides participam em importantes funcoes
bioldgicas no cérebro, durante a embriogénese e a fase adulta, tais como a mielinizacao,

organogénese, memoria, neuroprotecao entre outras (Mellon and Griffin 2002).

No cérebro, também a sintese de esteroides tem como percursor inicial o colesterol, sendo
também necessario enzimas especificas dependendo do esteroide a sintetizar (Mellon et al.
2001). No entanto, também as hormonas esteroides circundantes, produzidas nos orgaos
esteroidogénicos classicos, podem servir como percursores para a sintese de neuroesteroides
(Basta-Kaim et al. 2006; Wojtal et al. 2006). Algumas hormonas esteroides, como a
progesterona, testosterona e desoxicorticosterona (DOC) podem servir de percursores para a
producao de esteroides neuroativos (Basta-Kaim et al. 2006). Esta sintese é efetuada a partir
da reducao de um esterdide percursor, realizada pela enzima 5a-redutase, seguida de uma
hidroxilagdo, realizada pela enzima 3a-HSD (Figura 5 e 6). Assim, através da atuacado
sequencial destas duas enzimas, a progesterona ¢é convertida em 3a-5a-
tetrahidroprogesterona (alopregnenolona), a testosterona € convertida em androstanediol e a
DOC é convertida em 3a-5a-tetrahidroDOC (THDOC) (Figura 6) (Basta-Kaim et al. 2006). O SN
contém ainda enzimas esteroidogénicas adicionais, incluindo as sulfotransferases, que
convertem a pregnenolona e a DHEA em pregnenolona sufaltada e DHEA sulfatada (DHEAS)
(Figura 5) (Wojtal et al. 2006). Estas enzimas sintetizam uma variedade de compostos
neuroativos a partir de hormonas esteroides classicas e estes sao considerados inativos
quando presentes na glandula adrenal, gonadas e placenta. Assim, com base nas
caracteristicas estruturais, os neuroesteroides podem ser classificados como neuroesteroides
derivados da pregnanolona, neuroesteroides derivados de androgénios e neuroesteroides
sulfatados (Mellon and Griffin 2002).

Os neuroesteroides atuam no SN por mecanismos autdcrinos ou paracrinos, podendo regular a
expressao génica pela ligacao a recetores nucleares e/ou afetar a neurotransmissao, através
de acdes mediadas por recetores de neurotransmissores e canais ionicos (Wojtal et al. 2006)
(Schumacher et al. 2000; Plassart-Schiess and Baulieu 2001).

Ao longo da vida de um individuo observam-se alteracbes na neuroesteroidogénese e
consequentemente nos niveis de neuroesteroides (Charalampopoulos et al. 2008). As

flutuacoes dos niveis de neuroesteroides no desenvolvimento fetal, podem controlar a
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sobrevivéncia neuronal, a apoptose, a autorrenovacdo das células estaminais neuronais e a
sua diferenciacdo em areas distintas do SN (Mellon and Griffin 2002; Charalampopoulos et al.
2008). Na idade adulta, concentracdes elevadas de neuroesteroides no SN permitem proteger
os neurdnios de agentes neurotoxicos e pro-apoptoticos e propagar células estaminais
neuronais adultas permitindo a neurogénese em areas do SN danificadas (Charalampopoulos
et al. 2008). Algumas situacdbes de stress podem resultar de distirbios na
neuroesteroidogénese, levando por sua vez a uma diminuicdo dos niveis de neuroesteroides e
ao aumento da neurodegeneracao (Mellon and Griffin 2002; Charalampopoulos et al. 2008).
No envelhecimento ha um declinio nos niveis de neuroesteroides, diminuindo a protecdo do
cérebro contra fatores neurotoxicos endégenos e ambientais (Charalampopoulos et al. 2008).
A reducéo desses esteroides esta intimamente relacionada com doencas neurodegenerativas.
Varios neuroesteroides tém propriedades neuroprotetoras, com particular interesse para o
tratamento de varias neuropatologias associadas a idade (Mellon and Griffin 2002; Wojtal et
al. 2006; Charalampopoulos et al. 2008).
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Figura 6 - Sintese de esteroides neuroativos a partir hormonas esteroides. A imagem a) representa a
metabolizacao de progesterona originando o neuroesteroide alopregnenolona; a imagem b) representa a
conversao da 11-deoxicorticosterona (DOC) em alotetrahidroDOC; a imagem c) representa a
metabolizacao de testosterona em androstanediol. Adaptada de (Mellon and Griffin 2002)
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Os neuroesteroides modulam a funcado de varios recetores, e também regulam o crescimento
de neurdnios, a mielinizacdo e a formacao de sinapses no SNC (Mellon and Griffin 2002). A
progesterona, por exemplo, desempenha um papel importante na formacao e reparacao de
bainhas de mielina dos axonios de neuronios, ao mediar o aumento da transcricao dos genes
que codificam proteinas envolvidas na mielinizacdo nas células de schwann e nos
oligodendrdcitos (Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002; Ibanez et al. 2003;
Wojtal et al. 2006; Charalampopoulos et al. 2008; Schumacher et al. 2008). As hormonas
DHEAS e DHEA modulam o crescimento das ramificacdes dos corpos celulares (dendrites,
axonios) em regides onde a enzima P450c17 é sintetizada. Em particular o DHEA promove o
crescimento axonal e aumenta os indices morfologicos de contactos sinapticos, enquanto o
DHEAS promove o crescimento dendritico (Compagnone and Mellon 1998; Wojtal et al. 2006;
Charalampopoulos et al. 2008). Também, a alopregnenolona permite orientar e aperfeicoar o
crescimento axonal e as conexdes sinapticas (Wojtal et al. 2006; Charalampopoulos et al.
2008). Os neuroesteroides para além de afetarem a mielinizacdo e o crescimento de dendrites
e axonios, tém efeitos anti-apoptoticos. De fato, a DHEA, DHEAS, alopregnenolona e
progesterona parecem estar envolvidas na protecao contra a apoptose neuronal no SNC
(Mellon and Griffin 2002; Basta-Kaim et al. 2006; Charalampopoulos et al. 2008)

O envelhecimento e doencas associadas podem ser resultado de uma neuroesteroidogenese
alterada, proporcionando baixos niveis de pregnenolona, pregnenolona sulfatada, DHEA e
DHEAS e altos niveis alopregnenolona no SN que levam a perda de memoria (Compagnone and
Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002). Assim, a reducdo dos niveis de DHEA e DHEAS durante
o envelhecimento, representam uma das principais causas para a disfuncao, vulnerabilidade e
degeneracao neuronal (Mellon and Griffin 2002; Basta-Kaim et al. 2006; Wojtal et al. 2006).
Este declinio leva a uma acumulagdo do péptido B-amildide (BA) nos neurdnios (Schumacher
et al. 2000; Wojtal et al. 2006). Este péptido tem um efeito neurotoxico que leva ao aumento
do calcio intracelular proporcionando a morte neuronal e o aparecimento de Doenca de
Alzheimer (Basta-Kaim et al. 2006; Wojtal et al. 2006). No entanto, a administracao de altos
niveis de neuroestoides no SN, permitiu a diminuicdo da neurotoxicidade do péptido BA
(Basta-Kaim et al. 2006). Também, a pregnenolona e a progesterona tém promovido a
reducao de danos do SN e a recuperacao neuroldgica (Mellon and Griffin 2002). Com estas
observacdes, os neuroesteroides sdo considerados neuroprotetores enddgenos contra a
neurotoxicidade. (Basta-Kaim et al. 2006; Wojtal et al. 2006).
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3. Enzimas envolvidas na neuroesteroidogénese e
a sua expressao no SN

A sintese de esteroides neuroativos no SN requer também a atuacdo de uma vasta gama de
enzimas esteroidogénicas especificas para cada passo da via. Similarmente, a via da
esteroidogénese classica, as enzimas intervenientes pertencem as enzimas CYPs, incluindo a
P450scc, P450c11, a P450c118, P450c17, P450c21, P450 aro, ou as enzimas HSDs, incluindo a
3a-HSD, 3B-HSD, 11B-HSD, 17B8-HSD e a 5a-redutase.

3.1. P450scc

A enzima P450scc esta presente na mitocondria de todas as células esteroidogénicas e como
ja foi referido catalisa o primeiro passo da esteroidogénese, conversao do colesterol em
pregnenolona (Figura 5) (Compagnone and Mellon 2000). Este processo envolve 3 reacdes
quimicas sucessivas: a 22-hidroxilacao do colesterol, a 20-hidroxilacao do 22-hidroxicolesterol
e a cisdo oxidativa da ligacdo do C20-C22, sendo os produtos, a pregnenolona e o acido
isocaproico (Mellon 1994; Mellon et al. 2001; Miller and Auchus 2011). Para exercer a sua
atividade a enzima recebe eletrdes do NADPH através da ferredoxina redutase e ferredoxina
(Compagnone and Mellon 2000). No genoma humano e de rato existe apenas um gene que
codifica a P450scc, denominado CPY11A1. Este tem cerca de 20 KpB de comprimento, contém
9 exdes e localiza-se no cromossoma 15 humano (Morohashi et al. 1987; Mellon et al. 2001;
Miller and Auchus 2011). O gene CYP11A1 por sua vez codifica uma proteina de 521
aminoacidos que é clivada durante a sua entrada na mitocondria (Miller and Auchus 2011). A
atividade desta enzima e a biossintese de pregnenolona tém sido demonstradas no cérebro de

rato e humano (Compagnone and Mellon 2000; Miller and Auchus 2011).

A enzima P450scc ja foi identificada em diferentes regides do SN (Compagnone and Mellon
2000). O nivel de expressao relativa desta enzima foi detetada pela analise de mRNA (RT-PCR
e PCR em tempo real), pela analise de proteina (Western Blot e imunocitoquimica) e/ou pela
atividade da proteina. Os locais onde se observou maior expressao da P450scc foram o cortex,
ganglio basal e o SNP (Mellon and Deschepper 1993; Compagnone et al. 1995; Compagnone
and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002). Também no hipocampo, bulbo olfativo,
hipotalamo, talamo, tegumento, cerebelo, pituitaria e medula espinhal ja se detetou a
enzima mas com niveis de expressao mais reduzidos (Mellon and Deschepper 1993;

Compagnone et al. 1995; Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002).
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3.2. P450c17

A pregnenolona e a progesterona podem ser submetidas a 17a-hidroxilacao sendo convertidas
em 17a-hidroxipregnenolona e 17a-hidroxiprogesterona, respetivamente (Compagnone and
Mellon 2000; Miller and Auchus 2011). Posteriormente, estes podem ser submetidos a uma
cisao entre o C17-C20 formando o DHEA e androstenediona (Figura 5) (Compagnone and
Mellon 2000; Miller and Auchus 2011). Estas reacoes sao mediadas pela enzima P450c17 que
tem dupla atividade, 17a-hidroxilase e 17,20-liase (Nakajin et al. 1981; Miller and Auchus
2011). Esta enzima recebe eletroes do NADPH através do co-factor P450-redutase para
exercer a sua atividade oxidativa (Compagnone and Mellon 2000). A proteina P450c17 com
tamanho de 57 KDa é codificada por um Unico gene denominado CYP17A1, que se localiza no
cromossoma 10 e contém 8 exdes no genoma humano (Matteson et al. 1986; Fan et al. 1992;
Miller and Auchus 2011).

A enzima P450c17 também ja foi detetada em diferentes regides do SN, nomeadamente no
cortex, hipocampo, protuberancia, medula espinhal e SNP com uma expressao mais elevada
do que no ganglio basal, talamo, tegumento e cerebelo (Compagnone et al. 1995;
Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002). No ganglio basal, tegumento e
cerebelo a enzima é expressa nas fibras e nao nos corpos celulares (Compagnone et al. 1995;
Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002).

3.3. P450c11

Os passos finais da sintese de glucocorticoides e mieralocorticoides sdo mediados por duas
enzimas mitocondriais da familia do P450c11, a enzima P450c11p e P45011AS (White et al.
1994; Miller and Auchus 2011), que sao codificadas por dois genes diferentes, designados por
CYP11B1 e CYP11B2, respetivamente, e sao localizados no cromossoma 8 do genoma humano
(Mornet et al. 1989; Zhang and Miller 1996). A enzima P450c11p é responsavel pela conversao
do 11-desoxicorticosterona e do 11-deoxicortisol em corticosterona e cortisol,
respetivamente. A enzima P450c11AS, tem 3 atividades distintas, 11p-hidroxilase, 18-
hidroxilase e 18-metil-oxidase permitindo converter a 11-desoxicorticosterona em aldosterona
(Figura 5) (White et al. 1994; Compagnone and Mellon 2000; Miller and Auchus 2011). As duas
isoenzimas necessitam também da ferredoxinase redutase e ferredoxina para receberem
eletroes, mediando assim a sua catalise (Miller and Auchus 2011). No rato, existe um terceiro
gene, denominado por P450c11B3 que codifica uma enzima da familia P450c11 (Zhang and

Miller 1996; Compagnone and Mellon 2000). Esta enzima tem atividade 11pB-hidroxilase e 18-
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hidroxilase, portanto, pode catalisar a producao de corticosterona e 18-OH-corticosterona a
partir da DOC e da 18- hidrodeoxicorticosterona (Compagnone and Mellon 2000).

A enzima P450c11p ja foi detetada em diferentes regides do SNC. Em varios estudos
observou-se que a expressao relativa desta enzima é elevada no cortex, hipocampo, ganglio
basal e no cerebelo. Esta enzima apresenta uma expressao moderada no hipotalamo e talamo
(Gomez-Sanchez et al. 1997; Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002). A
enzima P450c11AS também foi identificada apenas em algumas regides do SNC, sendo mais
expressa no hipotalamo e no cortex do que no hipocampo e cerebelo (Gomez-Sanchez et al.
1997; Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002).

3.4. 17B-HSD

Multiplas reacdes sdo catalisadas por um grupo de enzimas conhecidas por 17B-HSD, por vezes
também denominados por 17-oxidoredutases ou 17-cetoesteroide redutase (Labrie et al.
1997; Peltoketo et al. 1999; Compagnone and Mellon 2000). Esta reacodes incluem as
conversoes do DHEA em androstenediol, da androstenediona em testosterona e da estrona em
estradiol ou vice-versa (Figura 5) (Labrie et al. 1997; Moghrabi and Andersson 1998; Peltoketo
et al. 1999; Mellon et al. 2001; Miller and Auchus 2011). Nos humanos, na familia 17p-HSD
existem pelo menos 14 isoformas, que variam em tamanho, estrutura, especificidade ao
substrato e na utilizacdo de um cofator na funcao fisiolégica (Compagnone and Mellon 2000;
Mellon et al. 2001; Miller and Auchus 2011). A isoforma 178-HDS tipo |, € uma enzima
redutora citosdlica, que catalisa, principalmente, a conversdao da estrona em estradiol, no
entanto, também tem a capacidade de converter o DHEA em androstenediol e a
androstenediona em testosterona. O gene que converte esta isoforma é o HSD17B1 localizado
no cromossoma 17 (Tremblay et al. 1989; Luu-The et al. 1995). A isoforma 17B-HDS tipo II, é
uma enzima oxidase microssomal, que inativa a producdo de androgénios e estrogénios
através da oxidacdo destes esteroides sexuais (Tremblay et al. 1989; Luu-The et al. 1995).
Esta isoforma tem a capacidade de converter o estradiol em estrona, o androstenediol em
DHEA e a testosterona em androstenediona (Miller and Auchus 2011). A isoforma 173-HDS tipo
lll, € uma enzima microssomal, que converte, especialmente, a androstenediona em
testosterona (Luu-The et al. 1995; Andersson et al. 1996). A isoforma 17B-HDS tipo IV € uma
enzima oxidase semelhante a 17B-HDS tipo Il, pois também tem a capacidade de converter o
estradiol em estrona (Adamski et al. 1995). A 17B-HDS tipo V catalisa a reducdo da

androstenediona em testosterona (Compagnone and Mellon 2000).

A 17B-HSD foi apenas detetada em regides do SNC. Esta enzima foi identificada no cortex,
hipocampo, ganglio basal, hipotalamo, talamo e cerebelo numa expressao relativamente
reduzida (Pelletier et al. 1995; Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002).
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3.5. P450 aro

A aromatizacdo de esteroides estrogénicos com 18 carbonos a partir de esteroides
androgénicos com 19 carbonos ¢ mediada pela enzima P450 aro, que se localiza no reticulo
endoplasmatico (Compagnone and Mellon 2000; Simpson et al. 2002; Miller and Auchus 2011).
A P450 aro é uma glicoproteina, que converte os androgénios, em especial, a androstenediona
e testosterona em estradiol através de duas hidroxilacdes no metil-C19 e uma terceira
hidroxilacao no C2 (Figura 5) (Simpson et al. 1994; Mellon et al. 2001; Miller and Auchus
2011). Esta enzima é codificada por um Unico gene designado por CYP19A1 presente no

cromossoma 15 (Compagnone and Mellon 2000; Mellon et al. 2001).

A P450 aro foi identificada com uma expressao reduzida em algumas regides do SNC, tais
como o cortex, hipocampo, ganglio basal, hipotalamo e talamo (Lephart et al. 1992;
Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002).

3.6. 5a-redutase

A enzima 5a-redutase permite a conversao da testosterona num androgénio mais forte,
nomeadamente a DHT (Figura 5) (Miller and Auchus 2011). No cérebro esta enzima metaboliza
rapidamente a progesterona em 5a-dihidroprogesterona e esta é reduzida num potente
neuroesteroide, denominado de 3a-5a-tetrahidroprogesterona pela enzima 3a-HSD (Figura 6)
(Compagnone and Mellon 2000; Mellon et al. 2001). A 5a-redutase possui duas formas
distintas, que diferem em relacao ao local onde sdo distribuidas e as suas caracteristicas
bioquimicas (Mellon et al. 2001; Miller and Auchus 2011). A 5a-redutase tipo |, codificada
pelo gene SDR5A1 localizado no cromossoma 5, localiza-se principalmente em tecidos
periféricos como a pele e a 5a-redutase tipo Il, codificada pelo gene SDR5A2 localizado no
cromossoma 2, localiza-se em especial nos tecidos reprodutivos de machos (Thigpen et al.
1993; Compagnone and Mellon 2000).

A 5a-redutase foi identificada tanto em regides do SNC (cortex, hipocampo, ganglio basal,
hipotalamo, talamo, cerebelo, pituitaria e medula espinhal) como do SNP (Celotti et al. 1992;
Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002).

Muitas outras enzimas, tais como 7a-hidroxilase, 20a- hidroxilase e 26a-hidroxilase,

intervenientes no metabolismo dos esteroides tém sido identificadas no cérebro(Ray et al.
1997; Rose et al. 1997).
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4.0bjetivo

As enzimas citocromo P450, familia 11, subfamilia a, polipéptido 1 (CYP11A1), citocromo
P450, familia 11, subfamilia b, polipéptido 3 (CYP11B3), citocromo P450, familia 17,
subfamilia a, polipéptido 1 (CYP17A1), 17p-hidroxiesteroide desidrogenase (17p-HSD), 5a-
redutase (ST5ared) e citocromo P450, familia 19, subfamilia a, polipéptido 1 (CYP19A1) foram
identificadas no CP de rato num estudo de microarrays de cDNA, sugerindo que este tecido
poderia ser um local de sintese de hormonas esteroides. Portanto, o objetivo do presente
trabalho foi confirmar e analisar a expressao destas enzimas em CP de Rattus norvegius e Sus

domesticus, e demonstrar a bioatividade destas enzimas no tecido em estudo.
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ll. Materiais e Métodos



1. Animais

Para a realizacdo do presente trabalho foram usados varios modelos animais: ratos (Rattus
Norvegicus) da estirpe wistar com 2 meses + 2 semanas, ratos recém-nascidos (3 a 5 dias de

idade) e porcos adultos (Sus domesticus).

Ratos de 2 meses + 2 semanas de idade foram manipulados e divididos em 4 grupos, fémeas
controlo (Sham - cirurgicamente abertos sem remocao das gonadas), fémeas ovariectomizadas
(OVX), machos Sham e machos orquidectomizados (OOX). Estes animais foram mantidos sob
fotoperiodo natural, com fornecimento de agua e alimentos ad libitum. Duas semanas apos as
cirurgias, os animais foram anestesiados via peritoneal com uma mistura injetavel de
cetamina e xilazina, numa proporcdo de 2:1 e sacrificados por decapitacdo. Os hemisférios
cerebrais foram separados e os CPs de ventriculos laterais recolhidos. Os tecidos destinados a
extracao de RNA e proteina foram congelados em azoto liquido e armazenados a -80°C, ja as
amostras de CP para imunohistoquimica (IHC) foram fixadas em paraformaldeido (PFA) 4%
para posterior processamento histologico. Também, alguns CPs de ratos foram destinados
para testes funcionais das enzimas esteroidogénicas. Os ratos recém-nascidos foram utilizados
para a obtencdo de culturas primarias de células epiteliais do CP (CPEC), estas foram
destinadas para a realizagdo de imunocitoquimica (ICC) e ensaios funcionais das enzimas
esteroidogénicas. Os porcos adultos de ambos os sexos foram sacrificados pelos profissionais
da empresa Oviger - Producdo, Transformacdo e Comércio de Carnes e Derivados SA e
posteriormente procedeu-se a recolha dos CPs. Estes foram fixados em PFA 4% para a

realizacao de IHC.

Ratos wistar

Ratos wistar Ratos wistar Porcos (2meses + 2 semanas)
(2meses + 2 semanas) (recém nascidos) (adultos) OOX vs Sham
OVX vs Sham

Cultura primaria de
células epiteliais de Expressao de
Plexo coroide; Imunohistoquimica. " geanImE;S
Imunocitoquimica; esteroidogénicas por
PCR em tempo real
Testes funcionais.

Extracao de RNA e
proteina;

Imunohistoquimica;
Testes funcionais.

Figura 7 - Esquema representativo dos modelos animais utilizados no presente trabalho.

25



2. Extracao de RNA Total

A obtencao de sequéncias de RNA puras e integras torna-se extremamente dificil devido
especialmente a sua degradacdo por acao enzimatica das ribonucleases (RNases), que sao
extremamente resistentes. Para minimizar os danos no RNA e obter resultados favoraveis, é
necessario a utilizacdo de fortes agentes desnaturantes, tais como fendis e sais de guanidina
que efetuam a lise celular e a inativacio de RNases, usando agua tratada com
dietilpirocarbonato (adgua DEPC), que é também um potente inibidor de RNases. Todo o

procedimento deve ser realizado em gelo devido a sensibilidade térmica do RNA.

A extracdo do RNA Total (RNAt) foi efetuada utilizando o TRIzol® Reagent de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Assim, para extrair RNAt do CP de rato adicionou-se 300 pL de
reagente TRIzol (1ml TRIzol / 100mg de tecido), que consiste numa solucdo monofasica de
fenol e guanidina isotiocianato, a cada microtubo de 1.5 mL que contém um par de CPs
previamente congelados a -80°C e homogeneizou-se manualmente com um pilao, permitindo
assim o rompimento das células e a dissolucdo de varios componentes celulares. Apés uma
incubacao durante 5 minutos a temperatura ambiente, que permitiu a completa dissociacdo
de complexos de nucleoproteinas, adicionou-se 60 pL de cloroférmio (200 L de cloroformio/
1 mL de TRIzol) e homogeneizou-se a amostra por inversao, esta foi incubada 10 minutos a
temperatura ambiente e posteriormente foi centrifugada a 4°C durante 15 minutos a 12000 x
g. Apos a centrifugacao, a solucao separou-se em trés fases: no fundo de cada tubo obtivemos
a fase organica (rosa) que contém as proteinas e residuos de fenol e cloroformio, a interfase
onde esta presente o DNA e por fim a fase aquosa (transparente), onde esta contido o RNA.
Deste modo, a fase de interesse foi transferida para um novo microtubo ao qual se adicionou
150 pL de isopropanol (500 pL de isopropanol / 1mL de TRIzol) e misturou-se por inversao,
permitindo a recuperacdao do RNA por precipitacdo. Apds a solucao ter sido incubada 10
minutos a temperatura ambiente e centrifugada a 4°C durante 10 minutos a 12000 x g,
rejeitou-se o sobrenadante. O RNA, sob forma de um precipitado branco (pellet), que
posteriormente foi lavado duas vezes, onde em cada lavagem se adicionou 500 yL de etanol
75% em agua DEPC a - 20°C, centrifugou-se a 4°C durante 5 minutos a 7500 x g. Por Gltimo, o
precipitado de RNA Total foi re-hidratado em 10 pL de agua tratada com DEPC e armazenado

a -80°C para uso posterior.

2.1. Determinac¢ao da integridade do RNA Total

A integridade do RNAt foi analisada pela visualizacao, com luz Ultra Violeta, do padrao de

eletroforese do RNA ribossomal (rRNA), em gel de agarose a 1% corado com Brometo de
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Etidio, reagente altamente mutagénico e cancerigeno. A qualidade do RNA é confirmada pela
presenca de 2 bandas de rRNA, 18S e 28S, onde a Ultima banda deve apresentar o dobro da
intensidade da primeira. Se o RNA estiver degradado esta proporcao de 2:1 nao se verifica e
podera haver arrastamento. O primeiro passo deste procedimento foi preparar o gel de
agarose a 1%, para tal pesou-se 0,4g de agarose, adicionou-se 40mL de Tampao TAE 1x diluido
em agua tratada com DEPC, e no final 40 pL de Brometo de Etidio, agente que se intercala
com acidos nucleicos. As solucdes de deposicao (2L de amostra, 8 UL de H,0 estéril e 2 pL de
loading buffer 10x) foram preparadas e depositadas no gel e para finalizar visualizou-se o gel

no transiluminador, depois da eletroforese do gel ter corrido a 100V durante 30 minutos.

2.2. Quantificacdao do RNA Total

A quantificacao do RNAt foi realizada por espectrofotometria, utilizando o
nanoespectrofotometro (Nanophotometer™, Implen, Germany). Este aparelho fornece
diretamente a concentracao de RNAt (ug/pL) e o racio entre a A/ Azg, que indica o grau de
pureza do RNAt com base na absorvéncia a 260 nm, comprimento de onda ao qual os acidos
nucleicos tém pico de absorcdo, e a 280 nm, comprimento de onda ao qual as proteinas tém
pico de absorcdo. Para determinar uma boa qualidade e pureza de RNAt, o racio em causa

devera estar no intervalo de 1,8 a 2,1.

3. Sintese de DNA complementar

O cDNA é um DNA sintetizado a partir da transcricdao reversa do mRNA, por acdo da enzima
transcriptase reversa, obtendo como produto final, uma copia exata do gene sem intrdes.
Para atuacado desta enzima, € necessario a presenca de iniciadores de sintese cuja sequéncia
vai condicionar a especificidade do fragmento amplificado. No presente trabalho a
transcricao reversa do mRNA foi feita usando o Kit SMART™ MMLV Reverse Transcriptase

(CLONTECH) seguindo o protocolo do fabricante.

Resumidamente, para cada reacdo de sintese de cDNA de volume final 20 pL adicionou-se o
volume adequado para 300 ng de RNAt, 1 pL de Random primers (0.5 pg /uL) e perfez-se o
volume de 11.5 pL com agua estéril livre de nucleases (Fermentas). Esta mistura foi incubada
a 70°C durante 3 minutos, e imediatamente a seguir foi arrefecida em gelo. De seguida,
adicionaram-se os seguintes reagentes: 4 yL de 5x Buffer, 2 pL de DTT (100 mM), 2 pL de
dNTP’s (10 mM) e 0.5 pL de MMLV RT. Seguiu-se uma incubacao a 42°C durante 60 minutos.
Por fim, as amostras foram incubadas a 70°C durante 15 minutos e guardou-se o cDNA a
-20°C.
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4. PCR convencional

A expressdo das enzimas da esteroidogénese, nomeadamente a ST5ared, 17B-HSD, CYP11B3 e
CYP11A1, no CP de rato, foi analisada através da técnica de PCR convencional (RT-PCR). Para
amplificar as sequéncias correspondentes aos mRNAs das enzimas em causa utilizou-se a Taq
DNA Polimerase (Invitrogen) e seguiu-se o recomendado no protocolo do fabricante. Por cada
reacao adicionou-se 2.5 pL de 10x Buffer, 1.5 pL de MgCl, (50 mM), 1 pL de dNTP’s (10 mM),
0.2 pL de Taq DNA polimerase, 0.3 pL de primer Fw (25 pmol) e de primer Rv (25 pmol)
respetivo a cada enzima e por fim perfez-se com agua estéril (Fermentas) até um volume
total de 24 pL. A escolha dos oligonucledtidos iniciadores (primers) (Tabela 1) foi efetuada
através do programa Primer-BLAST-NCBI-NIH. A cada reacao foi-lhe adicionado 1 pL de cDNA,
a excecado do negativo, ao qual se adicionou agua. A amplificacdo dos genes ocorreu num
termociclador TProfessional Basic Gradient (Biometra). Primeiro, as amostras foram colocadas
a 95°C durante 5minutos, de seguida estas foram expostas a 40 ciclos onde estiveram a 95°C
durante 30 segundos para a molécula de DNA desnaturar, depois a temperatura 6tima de
emparelhamento de cada primer durante 45 segundos para cada primer se poder ligar a
molécula de DNA e a 72°C durante 30 segundos, para ocorrer a fase da amplificacado
propriamente dita, e por fim as amostras foram colocadas a 72°C durante 5 minutos. Os
produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% na presenca
de Brometo de Etidio. Apds observacdo no transiluminador, os produtos de PCR foram
enviados para a empresa Stab Vida para sequenciacao confirmando, posteriormente, a

identidade das amplificagoes.

Tabela 1 - Primers das enzimas da esteroidogénese.

Genes Sequéncia de primers Fragmento Temperatura N° Gene
(5’-3’) (pB) (°C) Bank

Steroid-5-a-reductase, Fw - ATTTGTGTGGCAGAGAGAGG

a polypeptide 2 192 » NM_022711.4
(ST5ared) Rv - TTGATTGACTGCCTGGATGG -

Hydroxysteroid (17-8) Fw - TTTTTCGCCCGCCATCTGTCG

dehydrogenase 8 167 59 NM_212529.1
(178-HSD) Rv - ACGACCGCCACTGGACACCA
Cytochrome P450, Fw - TGGCCTTCGGCTTTGGGGTG
family 11, subfamily b, 184 59
polypeptide 3 ) NM_181824.1
(CYP11B3) Rv - ACAGGCCGGATAGTGAGGACGA
Cytochrome P450, Fw - CAAAACACCACGCACTTCC
family 11, subfamily a, 125 54
polypeptide 1 ) NM_017286.2
(CYP11A1) Rv - TCAATTCTGAAGTTTTCCAGCA

28



5. PCR em tempo real

A quantificacdo da expressao dos genes das enzimas da esteroidogénese, nomeadamente da
178-HSD8 e da CYP11A1, foi efetuada por PCR em tempo real, utilizando o kit iQ™
SYBR®Green Supermix (Bio-Rad), nos 4 grupos em estudo (fémeas controlo e OVX e machos
controlo e OOX). Para cada gene, uma série de diluicdes consistindo em 4 diluicdes seriadas
foi usada durante a otimizacao do procedimento. A ciclofilina A foi utilizada como controlo
endogeno para normalizar os niveis de expressdo das enzimas esteroidogénicas. Todas as
experiéncias de PCR em tempo real foram efetuadas em duplicado, com 3 a 4 amostras de

cada grupo de animais e foi realizado utilizando o termociclador iCycler Ig ™ (Bio-Rad).

As reacoes de amplificacdo dos genes das enzimas da esteroidogénese e da ciclofilina A foram
preparadas para um volume final de 20 pL, para tal adicionou-se 10 pl de Syber green (BIO-
RAD), 0.8 pl de Primer Fw e de Primer Rv com uma diluicao de 1:20, 1 pl de cDNA (1:3) e por
fim perfez-se o volume final com agua estéril (Fermentas). As amostras foram expostas as
seguintes condicoes de amplificacao: 95°C durante 3 min, 40 ciclos de 95°C durante 15
segundos, 56°C durante 30 segundos e 72°C durante 30 segundos. A formacdo de dimeros de
primers e a pureza do produto amplificado foram avaliadas através da analise das curvas
melting do PCR em tempo real. Os niveis relativos de expressdo das enzimas em estudo nos

diferentes grupos foram calculados pelo método AACt.

6. Imunohistoquimica

A técnica de IHC baseia-se no uso de anticorpos especificos para uma dada proteina em
seccoes de tecido. Assim, para detetar a presenca da CYP17A, da 178- HSD8, da ST5ared e da
CYP19A1, utilizaram-se cortes efetuados em tecido de CP de ratos de 2 meses + 2 semanas de
idade e de porco, embebidos em parafina. Os cortes foram desparafinados em xileno 2 vezes
5 minutos e re-hidratados em etanol absoluto 2 vezes durante 3 minutos, etanol a 95%
durante 3 minutos, etanol a 80% durante 3 minutos e por fim foram lavados em agua.
Posteriormente, as laminas foram colocadas numa solucdo de citrato de 10 mM durante 20
minutos a uma temperatura constante de 90°C promovendo a recuperacao antigénica. Apds o
arrefecimento das laminas a temperatura ambiente, cada seccdo de tecido foi incubada com
peroxido de oxigénio (H,0,), durante 15 minutos a temperatura ambiente, permitindo a
inibicao das peroxidases endogenas. De seguida, efetuaram-se 2 lavagens de 5 minutos com
tampao de fosfato salina - tween (PBST) 0,1% com agitacdo suave. Com o objetivo de
bloquear as reacoes inespecificas, os cortes foram incubados com albumina de soro bovino
(BSA) 1% em PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente e depois foram novamente
lavadas com PBST 0,1% com agitacao suave. Posteriormente, as seccoées do CP foram

incubadas com o respetivo anticorpo primario, anti-CYP17A (Santa Cruz Biothecnology), anti-
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178-HSD8 (Santa Cruz Biothecnology), anti-ST5ared (Santa Cruz Biothecnology) e anti-
CYP19A1 (ab18995, Abcam® discover more) (diluicao 1:100 em PBS com BSA 1%) overnight a
4°C em camara humida. Findo o tempo de incubacao, efetuou-se a lavagem das laminas com
PBST 0,1% seguida da incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado anti-rabbit 1gG (Sigma
Life Science) diluido de 1:20 em PBS com BSA 1%, durante 1hora a temperatura ambiente em
camara himida. Posteriormente incubaram-se os cortes com o complexo estreptavina-biotina-
peroxidase recorrendo a HRP streptavidin (0.5 mg/ml, Sigma Life Science) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Depois de serem lavadas com PBST 1%, cada seccao de CP foi
incubada com a solucdo de diaminobenzidina (DAB 50X Dako REAL, Dako) até se verificar
marcacao. Apds as laminas estarem marcadas, estas foram colocadas em agua para a reacao
ser interrompida. As laminas foram coradas com hematoxilina durante 10 segundos e lavadas
em agua corrente. Seguiu-se a desidratacdo dos cortes por passagens sucessivas durante um
minuto em etanol a 70% 2 vezes, etanol a 95%, etanol absoluto e em xileno. Por ultimo as
laminas foram montadas com o meio de montagem (Entelan), observadas ao microscopio e
fotografadas. Os controlos negativos foram todos efetuados por omissao de anticorpo
primario. Considera-se marcacdo positiva quando as zonas alvo das células surgem bem
coradas de castanho-escuro, devido a acao da peroxidase sobre o revelador, DAB, o qual

forma polimeros quando oxidado na presenca do substrato, o peroxido de hidrogénio.

7. Cultura primaria de células epiteliais coroides

Os ratos recém-nascidos (3 a 5 dias) foram utilizados para a obtencdo de CPEC. O primeiro
passo deste procedimento foi recolher os CPs dos ventriculos laterais dos ratos, e
posteriormente procedeu-se a digestdao destes em PBS com 0.2 % de pronase durante 5
minutos a 37°C. Apos a centrifugacdo das amostras a 12000 xg durante 2 minutos, extraiu-se
o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
que possui 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina e estreptomicina (P/S). Depois
das células dissociadas e lavadas com DMEM, estas foram ressuspendidas em DMEM
suplementado com fator de crescimento epidérmico (EGF), insulina e citosina arabinosine C.
Posteriormente semeou-se as células em placas de 6 pocos com cerca de 1.5 mL de DMEM

suplementado em cada poco, com finalidade de serem posteriormente manuseadas.

8. Imunocitoquimica por fluorescéncia

Para a marcacdo por ICC das proteinas em causa, as CPEC foram lavadas com PBS.
Posteriormente, as células foram incubadas com PFA 4% durante 10 minutos a temperatura

ambiente. De seguida, procedeu-se a permeabilizacdo das células, incubando as CPEC com
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uma solucdo de 1% Triton X-100 em PBS durante 5 minutos. Apds as lavagens com PBS, as
células permeabilizadas foram incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente com uma
solucao de bloqueio, constituida por PBST 0.1% e 20% de FBS. As células foram lavadas com
PBST 0.1% e de seguida incubadas com o anticorpo primario respetivo anti-CYP17A, anti-17p-
HSD8, anti-ST5ared e anti-CYP19A1 (diluicdo de 1:50 em PBST com 1% de FBS), 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, realizou-se 6 lavagens com PBST a 0.1% e incubou-se
as células com anticorpo secundario Alexa fluor 488 goat anti-rabbit (H+L, Molecular Probes)
diluido de 1:1000 em PBST com 1% de FBS durante 1 hora a temperatura ambiente, no escuro.
Apos 3 lavagens com PBS, as células foram incubadas com o Hoescht 33342 dye do kit Image-
iT™ Plasma Membrane and Nuclear Labeling kit (134406) numa diluicao de 1:1000 durante 10
minutos a temperatura ambiente. Depois das lavagens, procedeu-se a montagem das lamelas
utilizando o meio de montagem Dako fluorescente mounting médium (Sigma). As imagens de
fluorescéncia foram obtidas com um microscopio confocal e as imagens foram processadas no

programa Zen 2011 (Zeiss).

9. Ensaios com androstenediona em culturas ex
vivo de Plexo coroideu de rato

Para testar a bioatividade das hormonas esteroidogénicas realizaram-se ensaios com
androstenediona tritiada tanto em CPEC como explantes de CP de rato. No ensaio funcional
realizado em CPEC de rato, apos a cultura foi adicionado 0.5 mL de DMEM com 10% de FBS e
1% de P/S, previamente aquecido a 37°C, e 1 uL de androstenediona tritiada, como indicado
na figura 8. Para o teste funcional em explantes de CP e ovario de rato de 2 meses + 2
semanas, estes tecidos foram lavados em PBS e posteriormente distribuidos numa caixa de
cultura com 6 wells como indicado na figura 9. Em cada well foi adicionado 1mL de DMEM
com 10% de FBS e 1% de P/S, previamente aquecido a 37°C, 2 CPs ou ovario (fragmento de
1mm?®) e 1 pL de androstenediona tritiada. Posteriormente, em ambos os teste funcionais, as
amostras foram incubadas durante 2 ou 6 horas a 37°C com uma atmosfera de 5%C02/95%Ar
numa incubadora (NUAIRETM DHD AutoFlow CO2 Air-Jacketed Incubator, Labocontrolo,
Lisboa). Apds o respetivo tempo de incubacao procedeu-se a remocao do meio de cultura para

um tubo de 1.5 mL, para posterior extracdo de hormonas esteroides e analise cromatografica.

As hormonas esteroides presentes nos meios de culturas foram extraidas usando colunas
SEPACK C18 (WATERS) e eluidos em etanol. As amostras em etanol foram evaporadas
overnight a 37°C e posteriormente sujeitas a cromatografia de camada fina (TLC). Para tal,
colocaram-se as amostras na respetiva lane da TLC, com 40 pL de diclorometano. Adicionou-
se mais 30 pL de diclorometano em cada amostra. Depois, adicionou-se 10 pyL de uma solucao

de 0.5 mg/mL de padrdes da testosterona e adiona. Posteriormente, colocou-se a placa numa
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tina de cromatografia, previamente preparada numa proporcao de  49:1
(cloroformio:metanol). Procedeu-se a corrida em cromatografia de camada fina e
posteriormente as hormonas sintetizadas foram reveladas através de luz UV. A placa de

cromatografia foi revelada no scanner Bioscan (System 200 Imaging Scanner).

Figura 8 - Exemplo ilustrativo dos ensaios funcionais em culturas primarias de células epiteliais de
rato com 2h e 6h de tempo de incubagéao.

Figura 9 - Exemplo ilustrativo dos ensaios funcionais em explantes de CP e ovario de ratos de 3
meses com 2h e 6h de tempo de incubacao.
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lll. Resultados



1. Niveis de expressao do mRNA das enzimas
esteroidogénicas no Plexo Coroideu de rato

1.1.RT-PCR

As enzimas 17p-HSD8, CYP11A1, ST5ared e CYP11B3 pertencem a via da esteroidogénese. A
expressao do mRNA destas enzimas no CP de rato, foi detetada através da técnica de RT-PCR,
que permitiu a amplificacdo especifica das sequéncias de nucleodtidos correspondentes aos
genes em causa. Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% na presenca de Brometo de Etidio e observou-se que cada fragmento obtido
tinha o tamanho esperado: fragmento da figura 10.a), que tem um tamanho de 167 pB, diz
respeito ao gene da 17B8-HSD8; a banda presente na figura 10.b) tem um peso molecular de
125 pB e corresponde ao gene da CYP11A1; na figura 10.c), a banda possui 192 pB e equivale
ao gene da enzima STbared; e a banda da figura 10.d) diz respeito ao gene da enzima
CYP11B3 e apresenta um peso molecular de 184 pB. Assim, demonstrou-se a presenca de
mRNA destas enzimas esteroidogénicas no CP. Nao se observou amplificacdo nos controlos

negativos o que indica a auséncia de contaminacao.

200 25 =i
100 05 o 125 pB
200 28 =P

184 pB

100p8 =p

c) d)

Figura 10 - Expressao de mRNA das enzimas da esteroidogénese. Em cada imagem esta representado,
da esquerda para a direita, o marcador, o negativo (C-) e o fragmento relativo a cada gene: na imagem
10.a) esta ilustrado o fragmento do gene da 17B-HSD8, que tem um peso molecular de 167 pB; a banda
da figura 10.b) tem um peso molecular de 125 pB correspondendo ao gene da CYP11A1; o fragmento
presente na imagem 10.c) possui 192 pB e pertence ao gene da ST5ared; e a banda da figura 10.d) diz
respeito ao gene da enzima CYP11B3 e tem peso molecular de 184 pB.
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Os produtos amplificados foram sequenciados, e posteriormente analisados no programa NCBI-

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) confirmando, assim, a identidade das sequéncias

correspondentes aos genes das enzimas em estudo. Mostrou-se por alinhamento das
sequéncias clonadas com as sequéncias da base de dados que, a primeira sequéncia tem 100%
de identidade com a sequéncia de nucleotidos da 178-HSD8 (NM_212529.1) (Figura 11.a)); a
segunda sequéncia tem 99% de homologia com o gene da CYP11A1 (NM_017286.2) (Figura
11.b)); a terceira sequéncia tem 97% de identidade com a sequéncia de nucledtidos da
ST5ared (NM_022711.4) (Figura 11.c)); e por fim a dultima sequéncia tem 100% de
correspondéncia com o gene da CYP1B3 (NM_181824.1) de Rattus norvergicus (Figura 11.d)).

17B-HSD8

Score = 220 bits (119), Expect = 3e-62
Identities = 119/119 (100%), Gaps = 0/119 (0%)

Query 336 ATGAGTTIICTGCTCCACATGICAGARGARGACTGGGACAGAGTCATAGCTGIGARCCTICA 395
ERLEE LR EREESR VR D ERB L R VR RN SRR R R R L VR LR R0
Sbjet 1 ATGAGTTITCTGCTCCACATGTCAGARGARGACTGGGACAGAGTCATAGCTGTIGARCCTCA 60

Query 396 AGGGCACCTTCCTAGICACTCAGGCTGCCGCCCAGGCATTGGTIGTCCAGTGGCGGTCGT 454
SULERERVE RS U e VLRl B DS R AL b VD EE NN
Sbjct 61 AGGGCACCTTCCTAGTCACTCAGGCTGCCGCCCAGGCATTGGTGTCCAGTGGCGGTCGT 119

a)

CYP11Al1

Score = 126 bits (68), Expect = T7e-34
Identities = 70/71 (99%), Gaps = 0/71 (0%)

Query 1379 TGGGCCGGCGGRTTGCAGAGCTGGARATGACCATCTICCTCATCRAACGTGCTGGRARACT 1438
Freerereer eeeeeereerrrerererrrrr e rrrr e e eerr e e rrrrrrrend
Sbjet 1 TGGGCCGGCGRAAT TGCAGAGCTGGARATGACCATCTICCTCATCAACGTGCTGGARARCT €0

Query 1439 TCAGARTTGAR 1449
ARERRRERRY
Sbjct 61 TCAGAATTGRR 71

b)
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

CYP11B3

Score = 215 bits (116), Expect = 2e-60
Identities = 116/116 (100%), Gaps = 0/116é (0%)

Query 1309 GCCTTCGGCTTIGGGGTGCGCCAGTGCCTGGGGCGGCGCCTGGCAGAGGTGGAGGTGTTIG 1368
BAEE R RN Rt RN Rt e R RN R DR R
Sbjct 116 GCCTTCGGCTTTGGGGTGCGCCAGTGCCTGGGGCGGCGCCTGGCAGAGGTGGAGGTIGTIG 57

Query 1369 CTICCTGCTTCACCATATGCTGARAATCTTCCAAGTICGAGACACTGAGGCARGAGGA 1424

0l SR L A LA LRI AU A
Sbjct 56 CTCCTGCTTCACCATATGCTGARARRTCTTCCAAGTCGAGACACTGAGGCRAGAGGA 1

STS5ared
Score = 237 bits (128), Expect = 9e-67
Identities = 140/145 (97%), Gaps = 4/145 (3%)

Query 1452 AGGGGAGCATCAGGAGAAATGTAGGAGAGAAGGGGAGGAGGATTGGCRARARATARAGCAT 1511
ERLLEYE L RUERR R BRUEsRhvhbyh v Y GRLERRIACRRN)Y N
Sbjct 9 AGGGGA-CATCAGGAG-AATGTAGGAGAG-AGGGGAGGAGGA-TGGCRARARATARAGCAT 64

Query 1512 GIATGARRATGICCATAATGARACCAATTACTTTATATGITGGTTTTAARARRACAACCAG 1571
PRERRNLERRR R DR VN R R RN
Sbjct &5 GTATGARRARTGTCCATARTGARRCCAATTACTTTGTATGTITGGTTITTARRRRRCRRACCAG 124

Query 1572 CCAGCCAGTCAATARACCATCCATC 1596
feereerr e rrrrrreeretl
Sbject 125 CCAGCCAGTCRATARACCATCCATC 149

d)

Figura 11 - Sequéncias dos fragmentos amplificados por PCR. Alinhamento dos resultados da
sequenciacao dos produtos de PCR através do programa NCBI-BLAST, onde a primeira sequéncia tem
100% de homologia com o 17B-HSD8 (NM_212529.1); a segunda sequéncia possui 99% de identidade com
o CYP11A1 (NM_017286.2); a terceira sequéncia tem 97% de homologia com ST5ared (NM_022711.4); e a
quarta sequéncia possui 100% de identidade com o CYP11B3 (NM_181824.1) de Rattus norvergicus.

1.2. PCR em Tempo Real

A analise das diferencas dos niveis de expressao do mRNA das enzimas 173-HSD8 e CYP11A1
nos 4 grupos de ratos em estudo (fémeas controlo, fémeas OVX, machos controlo e machos
00X) foram realizadas através da técnica de PCR em tempo real. A ciclofilina A foi utilizada
como controlo endogeno para normalizar os niveis de expressao das enzimas
esteroidogénicas. Cada barra do grafico representa o racio entre a expressao da enzima em
causa e a ciclofilina A para cada grupo. Verificou-se que, nas fémeas, o nivel de mRNA da

enzima 17B-HSD8 diminuiu 1.47 vezes no grupo OVX relativamente ao grupo controlo, sendo
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esta diminuicdo nao significativa a nivel estatistico (Figura 12); no entanto, nos machos,
verificou-se um aumento de 1.83 da expressao desta enzima no grupo tratado relativamente

ao grupo controlo, sendo este resultado significativo estatisticamente (p<0.05) (Figura 12).
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Figura 12 - Alteracées dos niveis de expressao do mRNA da 17B-HSD8. Em relacdo as fémeas, a
expressao da enzima 17B-HSD8 decresce 1.47 vezes no grupo OVX relativamente ao grupo controlo,
sendo esta diminuicdo ndo significativa a nivel estatistico; no entanto, nos machos, verificou-se um
acréscimo de 1.83 da expressao desta enzima no grupo tratado relativamente ao grupo controlo, sendo
esta diferenca significativa (p<0.05).

Em relacao aos niveis de CYP11A1 a tendéncia mantém-se. Nas fémeas, a expressiao do mRNA
desta enzima também decresce 1.5 vezes no grupo tratado comparativamente ao grupo
controlo, ja nos machos, o grupo tratado tem uma expressao de mRNA de CYP11A1 1.47 vezes
superior relativamente ao controlo, nao existindo diferencas de expressao significativas
(Figura 13). O significado estatistico das diferencas de expressao das enzimas
esteroidogénicas entre os grupos experimentais foi avaliada pelo teste T-Student, sendo o
resultado considerado significativo para p<0.05.
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Figura 13 - Alteracdes dos niveis de expressdo do mRNA da CYP11A1. Em relacdo as fémeas, a
expressao da enzima CYP11A1 decresce 1.5 vezes no grupo OVX relativamente ao grupo controlo. No
entanto, nos machos, o grupo tratado tem uma expressao de mRNA de CYP11A1 1.47 vezes superior
relativamente ao controlo, nao sendo esta diferenca significativa.

2. Localizacdo das enzimas esteroidogénica no
Plexo Coroideu de rato e porco

2.1. Imunohistoquimica

A técnica de IHC permitiu identificar a presenca das proteinas CYP17A, da 178- HSDS8, da
ST5ared e da CYP19A1 no CP de rato e porco. As seccoes incubadas com os respetivos
anticorpos primarios apresentam uma coloracdo castanha proveniente do substrato DAB,

indicando a localizacao destas proteinas nas células epiteliais do CP.

As enzimas esteroidogénicas, CYP17A1 (figura 14.a) e 14.b)), ST5ared (figura 14.c) e
14.d)), 178-HSD (figura 14.e) e 14.f)) e CYP19A1 (figura 14.g) e 14.h)) foram identificadas no
citoplasma e em alguns nlcleos das células epiteliais de CP de rato. Na seccao onde se omitiu
o anticorpo primario, controlo negativo (figura 14.i) e 14.j)), nao se verificou qualquer

marcacao.

38



39



Figura 14 - Localizacdo das enzimas esteroidogénicas no Plexo Coroideu de rato por
imunohistoquimica. As imagens representam IHC de seccoes de CP de rato incubadas com os respetivos
anticorpos primarios, a excecao do controlo negativo onde se omitiu essa incubacdo, e posteriormente
coloradas com diaminobenzidina (DAB). As figuras 14.a) e .b) dizem respeito a presenca da enzima
CYP17A1 nas células epiteliais do CP através da marcagdo com anticorpo primario anti-CYP17A1; Nas
figuras 14.c) e .d ) foi detetada a presenca da proteina da ST5ared por incubagdo com o anticorpo
primario anti-ST5ared; Nas figuras 14.e) e .f) foi observada a presenca da proteina da CYP19A1 através
da marcacao com o anticorpo primario anti-CYP19A1; Nas figuras 14.g) e .h) a proteina da 173- HSD8 foi
identificada por marcacdo com anticorpo primario anti-178- HSD8. Nas figuras 14.i) e .j) foi observada a
auséncia de marcacao. As figuras14 .a), .c), .e), .g) e .i) foram obtidas numa ampliacao original de 10x,
ja as figuras 14.b), .d), .f), .h) e .j) foram obtidas numa ampliacao original de 40x.

Confirmou-se, também, a presenca das enzimas da esteroidogénese no CP de porco adulto. As
enzimas esteroidogénicas CYP17A1 (figura 15.a) e 15.b)), ST5ared (figura 15.c) e 15.d)),
178-HSD8 (figura 15.e) e 15.f)) e CYP19A1 (figura 15.g) e 15.h)) foram detetadas através da
marcacao acastanhada no citoplasma e em alguns nicleos das células epiteliais de CP de
porco. No controlo negativo ndo se verificou qualquer marcacao, visto que se omitiu a

incubacao do tecido com anticorpo primario.
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Figura 15 - Localizacdo das enzimas esteroidogénicas no Plexo coroideu de porco por
imunohistoquimica. As imagens representam IHC de seccoes de CP de porco incubadas com os
respetivos anticorpos primarios, a excecao do controlo negativo onde se omitiu essa incubacdo, e
posteriormente coloradas com diaminobenzidina (DAB). As figuras 15.a) e .b) dizem respeito a presenca
da enzima CYP17A1 nas células epiteliais do CP de porco através da marcacdo com anticorpo primario
anti-CYP17A1; Nas figuras 15.c) e .d) foi detetada a presenca da proteina da ST5ared por incubagao com
0 anticorpo primario anti-ST5ared; Nas figuras 15.e) e .f) foi observada a presenca da proteina da
CYP19A1 através da marcacdo com o anticorpo primario anti-CYP19A1; Nas figuras 15.g) e .h) a proteina
da 17B- HSD8 foi identificada por marcacdo com anticorpo primario anti-173- HSD8. Nas figuras 15.i) e
.j) foi observada a auséncia de marcacdo. As figuras15 .a), .c), .e), .g) e .i) foram obtidas numa
ampliacao original de 10x, ja as figuras 15.b), .d), .f), .h) e .j) foram obtidas numa ampliacado original
de 40x.

2.1. Imunocitoquimica por fluorescéncia

A técnica de ICC por fluorescéncia permitiu a detecao das enzimas esteroidogénicas em CPEC
de rato. Nas figuras 16.a) a 16.d) verificou-se a marcacao de nlcleos (cor azul) e a marcacao

da enzima esteroidogénica em causa (cor verde). As células incubadas com os respetivos
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anticorpos primarios apresentam marcacao, indicando a localizacdo destas proteinas nas
CPEC. As enzimas CYP17A1 (figura 16.a)), ST5ared (figura 16.b)), 17B-HSD8 (figura 16.c)) e
CYP19A1 (figura 16.d)) foram detetadas no citoplasma, de forma evidente, e em alguns
nucleos das CPEC. A figura 16.e) representa o controlo negativo, onde se omitiu a incubacao
com o anticorpo primario e com o anticorpo secundario, ja a figura 16.f) representa um
segundo controlo negativo onde apenas se omitiu a incubacdo com o anticorpo primario. Em

ambas as imagens nao se verificou qualquer marcacao.
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Figura 16 - Localizacdo das enzimas esteroidogénicas na CPEC de rato por imunocitoquimica. As
imagens representam células epiteliais de CP de rato incubadas com os respetivos anticorpos primarios,
a excecao dos controlos negativos onde se omitiu essa incubacdo. A figura 16.a) diz respeito a presenca
da enzima CYP17A1 nas células epiteliais do CP através da marcacdo com anticorpo primario anti-
CYP17A1; Na figura 16.b) foi detetada a presenca da proteina da ST5ared por incubacdo com o
anticorpo primario anti-ST5ared; Na figura 16.c) foi observada a presenca da proteina da CYP19A1
através da marcagao com o anticorpo primario anti-CYP19A1; Ja na figura 16.d) a proteina da 17p- HSD8
foi identificada por marcacao com anticorpo primario anti-173- HSD8. A figura 16.e) é o controlo, onde
se omitiu a incubacdo com qualquer anticorpo, tanto primario como secundario. A figura 16.f) também é
um controlo negativo apenas com omissao do anticorpo primario. Os controlos negativos ndao apresentam
qualquer marcacao.

3. Avaliacdo da atividade funcional das enzimas
esteroidogénicas

A realizacao de ensaios ex vivo em CPEC e explantes de CPs de rato com androstenediona
tritiada permitiu analisar a atividade funcional das enzimas esteroidogénicas. A detecdo e
monitorizacao da conversao do precursor em causa em hormonas esteroides foi detetada por
TLC.

Nos ensaios funcionais em CPEC, verificou-se que, nas células incubadas com
androstenediona durante 2 horas, o cromotograma apresentou um pico muito pouco evidente
aos 94.8 mm (Figura 17). As CPEC sujeitas a um tempo de incubacao de 6 horas apresentaram

um pico um pouco mais saliente aos 91.6 mm (Figura 18). Em relacao ao ensaio funcional em
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explantes de CP de ratos a tendéncia mantém-se. Os CPs que foram incubados com o
precursor em estudo durante 2 horas exibiram um pico pouco expressivo por volta dos 90 mm
(Figura 19), no entanto nos CPs que tiveram sujeitos a um tempo de incubacao de 6 horas
verificou-se que o cromatograma apresentara um pico bastante mais evidente aos 92.7 mm
(Figura 20). Estes resultados estao concordantes com a amostra utilizada como controlo
positivo. A amostra de ovario incubada com a androstenediona durante 2 horas apresenta um
pico aos 89.5 mm (Figura 21). O pico da amostra de ovario, observado no cromatograma, com
tempo de incubacdao de 6 horas surgiu aos 93.7 mm (Figura 22), sendo notoriamente mais

elevado do que o pico as 2 horas de incubacao.
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Figura 17 - Cromatograma correspondente a incubacdo das CPEC durante 2 horas com
androstenediona tritiada. Observou-se um pico aos 94.8 mm, entre a gama do padrao da testosterona

(92-97 mm).
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Figura 18 - Cromatograma correspondente a incubacdo das CPEC durante 6 horas com
androstenediona tritiada. Observou-se um pico aos 91.6 mm, entre a gama do padrao da testosterona

(89-95 mm).
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Figura 19 - Cromatograma correspondente a incubacdo dos CPs durante 2 horas com
androstenediona tritiada. Observou-se um pico bastante reduzido perto dos 90 mm, localizado na
gama do padrao da testosterona 88-93 mm).
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Figura 20 - Cromatograma correspondente a incubacdo dos CPs durante 6 horas com

androstenediona tritiada. Observou-se um pico aos 92.7 mm, localizado na gama do padrdao da
testosterona (88-93 mm).

46



Cnts

80.000

60.000 | ‘ i
i

| B

i
40.000 {

|
‘ l
i
l L)
zo‘oooi |
i |

i
i
! 1 \ ;
i . 17 i T s~ M\ o =
= - s Moo N s R = - - S
0.00 L— e ——— = A : == —e el N
} —— — — — — T e T—
0 50 100 150 200 mm

Figura 21 - Cromatograma correspondente a incubacdo de uma por¢do de ovario durante 2 horas
com androstenediona tritiada. Observou-se um pico aos 89.5mm, entre a gama do padrao da
testosterona (89-94 mm).
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Figura 22 - Cromatograma correspondente a incubacdo de uma por¢do de ovario durante 6 horas
com androstenediona tritiada. Observou-se um pico aos 93.7 mm, entre a gama do padrao da
testosterona (89-94 mm)

47



IV. Discussao



Um estudo de microarrays de cDNA de CP de rato, efetuado no nosso grupo de investigacao,
mostrou a presenca de enzimas esteroidogénicas, entre as quais a CYP11A1, CYP11B3, 17p-
HSD, ST5ared, CYP17A1 e CYP19A1 neste tecido. Face a este resultado, formulou-se a
hipétese de que o CP seria um local de sintese de hormonas esteroides. Muitos estudos tém
demonstrado a expressao das varias enzimas esteroidogénicas assim como a sua atividade na
producao de esteroides numa variedade de tecidos, tais como a glandula adrenal, gonadas e
mais recentemente no musculo, pele e SN (Thiboutot et al. 2003; Sanderson 2006; Aizawa et
al. 2007; Ghayee and Auchus 2007; Miller and Auchus 2011). A expressao de mRNA e/ou
proteina das enzimas em estudo ja foi, também, identificada em algumas regides do SN,
sobretudo no cortex, hipocampo, cerebelo, hipotalamo, talamo e ganglio basal. Portanto, de
modo a confirmar se o CP é ou ndao uma fonte extragonadal de hormonas esteroides
analisaram-se os niveis de expressao de mRNA das enzimas ja referidas no CP de rato
(Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002).

Esta analise confirmou a expressao do mRNA de enzimas da esteroidogénese, nomeadamente
o CYP11A1, CYP11B3, 17B-HSD e ST5ared, em CP de rato por RT-PCR e PCR em tempo real.
Para além disso, as proteinas correspondentes aos transcritos da 178-HSD, ST5ared, CYP17A1
e CYP19A1 foram também detetadas por IHC e ICC. Os resultados de ambas as técnicas
demonstraram a presenca destas proteinas no citoplasma e em alguns nlcleos das células

epiteliais de CP de rato e porco.

Cada uma destas enzimas tem um papel essencial na via da esteroidogénese. As enzimas
correspondentes aos genes CYP11A1, CYP11B3, CYP17A1 e CYP19A1 pertencem a familia das
enzimas do citocromo P450, sendo todas elas enzimas oxidativas que possuem um grupo
heme. O gene CYP11A1 codifica a enzima P450scc que catalisa o primeiro passo da
esteroidogénese, conversao do colesterol em pregnenolona. O gene CYP11B3 codifica uma
enzima da subfamilia P450c11. Esta pode catalisar a producdo de corticosterona e 18-OH-
corticosterona a partir da DOC e da 18-hidroxideoxicorticosterona, respetivamente, pois
apresenta atividade 11B-hidroxilase e 18-hidroxilase. Enzimas pertencentes a esta familia sao
bastante importantes na sintese de glucocorticoides e mineralocorticoides. O gene CYP17A1
codifica a enzima P45017, que tem dupla atividade, 17a-hidroxilase e 17, 20-liase. Assim,
esta enzima catalisa a 17a-hidroxilacdo da pregnenolona e da progesterona dando origem a
17a-hidroxipregnenolona e a 17a-hidroxiprogesterona, que sao submetidas a cisdao entre o
C17- C20, formando a DHEA e a androstenediona, respetivamente. O gene CYP19A1 codifica a
P450 aro, esta permite a aromatizacdo de esteroides estrogénicos a partir de esteroides
androgénicos. Portanto, esta enzima pode converter a testosterona em estradiol e a
androstenediona em estrona. A ST5ared e 17B-HSD pertencem a familia das HSDs, que nao
possuem grupo heme. A subfamilia 178-HSD tem varias isoformas, permitindo catalisar varias
reacoes reversiveis, tais como a conversdao da DHEA em androstenediol, da androstenediona

em testosterona e da estrona em estradiol. O gene ST5ared codifica a 5a-redutase, esta
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permite a conversao de testosterona em DHT. Se esta enzima estiver no SN pode também

catalisar a conversao da progesterona em 5a-dihidroprogesterona e da DOC em DihidroDOC.

As enzimas envolvidas na esteroidogénese podem, também, agrupar-se quanto a sua
localizacao, uma vez que se podem encontrar em alguns organelos citoplasmaticos, tais como
a mitocondria e reticulo endoplasmatico (Mellon and Griffin 2002). As enzimas provenientes
dos genes CYP11A1, CYP11B3 e 17B-HSD estao localizadas na mitocondria. Enquanto que, as
enzimas P450c17, P450 aro e 5a-redutase estdao presentes no reticulo endoplasmatico
(Compagnone and Mellon 2000; Mellon and Griffin 2002). Portanto, uma vez que neste
trabalho se verificou que as enzimas 17B3-HSD, P450c17, P450 aro e 5a-redutase estao
presentes no citoplasma, podemos afirmar que estes resultados vao de encontro ao descrito
anteriormente. A localizacdo destas enzimas em alguns nucleos, leva-nos a pensar que de
algum modo as enzimas esteroidogénicas produzidas no citoplasma atravessam a membrana

nuclear atingindo assim o nucleo.

Depois de detetar a presenca e a localizacao das enzimas em causa, tornou-se importante
verificar se estas estao ativas e desempenham a sua funcao. Para tal, realizaram-se testes ex
vivo em CPEC e explantes de CP de rato com androstenediona tritiada, seguida de uma
monitorizacdo da conversao deste precursor por TLC. Os resultados desta experiéncia
evidenciam que uma pequena quantidade de androstenediona é convertida noutra hormona
esteroide. Nos ensaios em CPEC verificou-se um pico relativamente mais reduzido em
comparacao com o obtido nos ensaios em CP de rato. Uma hipotese que suporta estes
resultados é o facto de nos explantes de CP existir uma maior quantidade de células em
relacdo as CPEC. Para além disso, verificou-se que as amostras sujeitas a um maior tempo de
incubacao (6 horas), apresentaram um pico mais acentuado. Isto indica que quanto maior o
tempo de incubacao com androstenediona, maior a taxa de conversao deste precursor. Com
base nos cromatogramas obtidos por TLC, observou-se que todos apresentam um pico na
gama correspondente ao padrao da testosterona. Logo podemos supor que parte do precursor
foi convertido em testosterona durante o tempo de incubacao. Isto, leva-nos a pressupor que,
no CP, a enzima 17p-HSD, que catalisa a reacao em causa, esta metabolicamente ativa. Os
resultados obtidos ao longo deste trabalho revelaram-se bastante importantes e inovadores na
medida em que fornecem evidéncias de que o CP possa ser um local de sintese de

neuroesteroides.

As hormonas esteroides produzidas na glandula adrenal e gonadas sao essenciais para muitas
vias metabdlicas e inclusivamente para a homeostasia do SNC (Miller and Auchus 2011). Os
esteroides desempenham um papel importante em varias funcdes biolégicas do SN, desde a
embriogénese até a fase adulta. Ao longo deste periodo observam-se alteracdes na
neuroesteroidogénese e consequentemente nos niveis de neuroesteroides (Mellon and Griffin
2002). Estes esteroides permitem a protecao dos neurdnios a agentes toxicos e pro-

apoptoticos, possibilitando por sua vez a sobrevivéncia neuronal e autorenovacdo de células
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danificadas. Alteracdes dos niveis normais de neuroesteroides pode estar associada a etiologia
de muitas doencas neuroldgicas (Compagnone and Mellon 2000; Charalampopoulos et al.
2008). Também, o envelhecimento e situacdes de stress tém vindo a ser relacionados com
uma reducao evidente dos niveis de hormonas esteroides em todas as regides do SN,
provocando a degeneracao neuronal (Mellon and Griffin 2002; Wojtal et al. 2006). As
hormonas esteroides pela sua hidrofobicidade conseguem passar do sangue para o LCR,
levando a que a concentracdo destas hormonas reflita a composicao plasmatica. Assim, a
presenca de uma via esteroidogénica ativa no CP podera servir para compensar a diminuicao
dos niveis de hormonas plasmaticas que de outro modo se poderiam refletir na composicao
hormonal do LCR com efeitos negativos na homeostase do SNC. A nossa hipotese baseia-se no
facto desta falha poder estimular o CP a aumentar a producao de esteroides, e estes poderem

restituir os niveis normais no LCR.
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V. Conclusao e Perspetivas Futuras



Com a realizacdo deste trabalho pudemos provar a existéncia de mRNA do CYP11A1, CYP11B3,
178-HSD e ST5ared em CP de rato, assim como a localizacao das enzimas codificadas pelos
genes 17B8-HSD, ST5ared, CYP17A1 e CYP19A1 no citoplasma e em alguns nucleos das células
epiteliais do CP de rato e porco. Também, demonstramos que, nas CPEC e nos explantes de
CPs de rato, parte da androstenediona tritiada foi convertida noutra hormona esteroide,
permitindo sugerir que a enzima que catalisa esta reacdo estda metabolicamente ativa.

Portanto, este estudo sugere que, o CP possa ser uma fonte de esteroides.

Posteriormente, deverdao ser efetuados estudos de ICC com co-marcacdo do reticulo
endoplasmatico e da mitocondria para uma localizacdo mais precisa das enzimas
esteroidogénicas nas células epiteliais do CP. Também, para obter uma maior conversao de
precursor, ensaios ex vivo em CP de rato deveriam ser realizados, aumentando o nimero de
CPs e o tempo de incubacao com o precursor. Depois, podem, ainda, realizarem-se ensaios
para determinar qual ou quais os esteroides convertidos, para se poder concluir quais as
enzimas que estdo metabolicamente ativas. A longo prazo, poder-se-a identificar quais os

fatores que regulam a expressao destas enzimas.
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