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RESUMO

A aromatase ¢ a enzima responsavel pela conversdo de androgénios em estrogénios. Nos
peixes teledsteos, ao contrario de na maioria dos restantes vertebrados, sdo produzidas
duas isoformas de aromatase codificadas por genes diferentes, sendo uma maioritariamente
localizada nas gonadas (codificada pelo gene Cypl9A4) e a outra no cérebro (gene Cyp19B).
Este trabalho teve como um dos principais objectivos a clonagem e andlise da expressao
dos transcritos das duas isoformas de aromatase em tildpia mocambicana, Oreochromis
mossambicus, tendo-se iniciado pela analise detalhada do ciclo sexual desta espécie em
cativeiro. Determinou-se a duracdo do ciclo sexual e a variagdo de hormonas esterdides
ao longo do mesmo. O Intervalo entre duas posturas consecutivas apresentou uma classe
modal centrada nos 17 dias e a distribui¢ao do estradiol-17p e da 17,20B-P seguiram os
padroes descritos para espécies proximas, com o estradiol-17p a exibir um pico na fase
de vitelogénese activa e a 17,20B-P com uma subida junto a fase final do ciclo. Estudou-
se a expressdo de ambas as formas da aromatase ao longo do ciclo sexual feminino e do
desenvolvimento embrionario, assim como no cérebro de ambos os sexos. As duas formas da
aromatase parecem expressar-se muito cedo no desenvolvimento embrionario (1dpf), bem
como numa vasta gama de tecidos. Por hibridagao in situ localizaram-se os transcritos para os
dois genes da aromatase em nucleos cerebrais importantes na mediagdo de comportamentos
sexuais e de cuidados parentais em ambos 0s sexos, embora nem sempre com distribui¢ao
coincidente. Esta evidéncia sugere que a produgao de estrogénios no sistema nervoso central

parece mediar de alguma forma a regulacdo do comportamento reprodutor na tilapia.
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THESYS TITLE: Reproductive hormonal cycle, cloning and expression of P450
Aromatase enzyme in Tilapia, Oreochromis mossambicus

(Teleostei: Cichlidae)

ABSTRACT

Aromatase is the key enzyme responsible for the conversion of androgens to estrogens.
In teleosts, unlike in the majority of vertebrates, two aromatase isoforms are present
encoded by different genes, of which one is mainly produced in the gonads (encoded
by the Cyp19A4 gene), and the other in the brain (encoded by the Cypl9B gene). One of
the main objectives of this study was the cloning and expression analysis of transcripts
from both aromatase isoforms in the Mozambican tilapia, Oreochromis mossambicus. A
detailed analysis of the sexual cycle of this species in captivity determined the duration and
the variation of some hormones during the cycle. The interval between two consecutive
spawning events showed a modal class centered on 17 days, and the distributions of
estradiol-17f and 17,2083-P followed the patterns described for related species. Whereas
estradiol shows a peak during the active vitelogenesis phase, 17,20B-P was elevated close
to the final phase of the cycle. The expression of both forms of aromatase was studied
during the female sexual cycle, during embryonic development, and in the brain of males
and females. Both isoforms are expressed very early during development (1dpf), and
in a wide variety of tissues. As determined by in situ hybridization, the transcripts of
both aromatase genes are located in cerebral nuclei important for the mediation of sexual
behaviors and parental care in both sexes, though not always with similar distributions.
This evidence seems to indicate that the production of estrogens in the central nervous

system mediates the regulation of the reproductive behavior in tilapia.
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Introdugdo Geral

1.1 VISAO GERAL

Nos vertebrados a regulagdo dos processos de reproducao encontra-se dependente da acgao
de hormonas sexuais (esterdides) que t€ém a sua principal origem nas gonadas em ambos
os sexos. Estas hormonas controlam nao sé os processos fisiologicos ligados a produgao e
manuten¢ao dos gametas, mas também muitos dos comportamentos sexuais € agonisticos
que determinam a escolha do parceiro sexual e a passagem dos genes de uma geragao
para a outra. Embora os padrdes comportamentais tipicos associados a cada género sexual
resultem ultimamente das sequéncias de genes inscritos nos cromossomas, por vezes ¢
necessario um ambiente hormonal adequado numa fase inicial do desenvolvimento para
que esse padrio seja activado. E o que se passa nalguns vertebrados superiores (aves e
mamiferos) em que o desempenho comportamental sexual masculino estd dependente da
ac¢ao de mecanismos neuroenddcrinos estabelecidos durante as fases iniciais do ciclo de
vida. Neste processo, a presenca de estrogénios convertidos localmente em areas especificas
do sistema nervoso central, ¢ determinante para a activacdo destes comportamentos nos
adultos através de uma combina¢do de mecanismos de ac¢dao gendmicos € nao gendmicos
(Balthazart et al., 2004; Balthazart ef al., 2003). O passo metabolico essencial pelo qual
os androgénios aromatizaveis sdo convertidos em estrogénios ¢ desempenhado pela
enzima aromatase, sendo esta enzima, um regulador cerebral do comportamento sexual

nos vertebrados superiores.

No caso dos peixes, o processo neuroenddcrino da mediagdo do comportamento ndo esta
ainda completamente clarificado. No entanto, este grupo de vertebrados apresenta niveis de
expressao da aromatase no cérebro bastante mais elevados do que os restantes vertebrados,
0 que podera indicar que também nestes vertebrados o processo de aromatizacao podera

ter um significado importante no comportamento.

Embora os estrogénios sejam na generalidade libertados para o plasma sanguineo onde
sdo transportados para actuar em células alvo, muitas das funcdes que lhes sdo atribuidas
podem ser explicadas através da sua producao local. Assim, torna-se possivel que um vasto

universo de fungdes possa ser regulado de forma mais especifica, existindo diferentes
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mecanismos reguladores para diferentes locais de expressao.

Os processos que regulam a expressdo da aromatase nos mamiferos superiores sdo
bastante complexos e envolvem, de forma geral, apenas uma copia do gene Cypl9, que
codifica para a enzima aromatase. Nos peixes teleosteos, existem duas copias do gene
que codificam proteinas funcionais, o que potencialmente aumenta a complexidade da
regulagdo da producdo local da aromatase, adicionalmente aos efeitos endocrinos e de

producdo de transcritos alternativos por promotores especificos.

A riqueza de comportamentos sexuais e agonisticos nos peixes teleosteos, aliada a
escassez de estudos sobre o processo de regulacdo neuroendocrina do comportamento
nestes animais, em especial sobre o papel da aromatase, motivaram esta tese. O objectivo
da tese foi iniciar estudos de base sobre a enzima aromatase, com especial énfase na

clonagem e andlise da sua distribui¢do em tecidos.

Como modelo foi utilizado um ciclideo africano, a tildpia mocambicana, Oreochromis
mossambicus. A espécie apresenta comportamentos sexuais € agonisticos conspicuos e
pode emitir varias posturas ao longo do ano se se encontrarem em situagdes climaticas
favoraveis. Em conjunto, estes factores tornam esta espécie num excelente modelo
bioldgico, capaz de ajudar na compreensdo de mecanismos que regulam e medeiam os

comportamentos sexuais, € toda a actividade reprodutora no geral.

1.2 ENDOCRINOLOGIA DA REPRODUCAO DOS PEIXES TELEOSTEOS

O principal eixo enddcrino que controla areproducdo nos peixes €, tal como noutros vertebrados,
o eixo hipotalamo-pituitaria-gonada (Figura 1). A pituitaria (ou hipofise) produz dois tipos de
gonadotrofinas denominadas foliculina (FSH) e luteina (LH), por analogia aos vertebrados
superiores. Estas hormonas sdo distribuidas pela corrente sanguinea, fundamentalmente,
para estimular directamente as gonadas a produzirem esterdides. A sintese e libertagdo de
gonadotrofinas esta dependente de sinais estimuladores e inibidores provenientes das gonadas

(Levavi-Sivan et al., 2006), do hipotdlamo e, em primeira instancia, de estimulos exteriores
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Figura 1 — Esquema geral do eixo
hipotalamo-hipdfise-gonadas que esta na
origem do controlo dos mecanismos de
regulagdo dos comportamentos sexuais por
Goénadas accao das hormonas esteroides.

(temperatura, fotoperiodo e ambiente social) (Francis et al., 1993).

No hipotalamo, um conjunto especifico de neurdnios sintetizam a hormona libertadora de
gonadotrofinas (GnRH), um decapéptido que, na auséncia de um sistema capilar portal nos
peixes ¢ libertado por inervagao directa das células gonadotréficas (e.g. Stefano et al., 1999).
Até hoje foram detectadas 3 formas de GnRH na maior parte dos teledsteos estudados. Uma
destas formas, denominada galinha-II, ¢ comum a todos eles pela sua localizagao e poténcia
na libertagcdo de gonadotrofinas tanto in vitro como in vivo (Degani et al., 1997; Schulz et
al., 1994; Zohar et al., 1995). A fun¢do da FSH nio ¢ bem conhecida, embora lhe sejam
atribuidas fungdes nas primeiras fases de desenvolvimento das gonadas, nomeadamente na
vitelogénese nas fémeas e na espermatogénese nos machos (Schulz et al., 2001; Tyler et al.,

1997). A fungdo da LH esté relacionada com os estadios finais de maturacao das gonadas,
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ovulagdo e espermia¢do (Planas et al., 2000; Schulz et al., 2001).

Os esterdides produzidos pelas goénadas masculinas e femininas, nomeadamente
testosterona (T) e estradiol-17B (E,), exercem fungdes de retroacgdo positiva e negativa
sobre as gonadotrofinas na pituitaria dependendo do estddio de desenvolvimento. Por
exemplo, a T tem retroacg¢do positiva sobre as gonadotrofinas, possivelmente sobre a LH,
em juvenis (Crim & Evans, 1983; Huang et al., 1997; Magri et al., 1985), enquanto que
o E, exerce retroac¢do negativa sobre a LH durante a vitelogénese (Larsen & Swanson,
1997; Saligaut et al., 1998; Scott et al., 1983). E da remocao desta inibi¢do que resulta
o chamado surgimento de LH que leva ao aumento de ester6éides maturantes no plasma
sanguineo e a matura¢do dos ovocitos em peixes (Scott & Canario, 1987; Nagahama et
al., 1995). A retroaccao positiva da T em machos maduros de esgana-gata (Gasterosteus
aculeatus) foi também descrita para ambas as gonadotrofinas (Borg et al., 1986). Os
trabalhos que pretendem determinar quais as hormonas esterdides envolvidas no ciclo
reprodutor tém seguido essencialmente duas abordagens. Uma delas visa compreender a
variagdo dos diferentes esteroides ao longo de um ciclo reprodutor natural ou quando o
ambiente (fisico, social e enddcrino) dos individuos ¢ manipulado, utilizando para isso
o doseamento de hormonas presentes no sangue. A outra abordagem utiliza ensaios in
vitro de modo a isolar os possiveis mediadores dos processos fisiologicos, através do
doseamento hormonal em fluidos ou tecidos. Ambas as abordagens apresentam algumas

limitacdes e muitos estudos utilizam-nas de forma conjunta (Lokman & Young, 1995).

1.2.1 CicLO ENDOCRINO FEMININO

A reproducdo ¢ um fendémeno complexo ndo sé nos vertebrados superiores, mas também
na classe dos peixes. Dentro desta classe, a diversidade de processos reprodutivos entre
as diferentes espécies ¢ notavel. Ambos os sexos apresentam em cada caso particular uma

sincronia quer a nivel do enquadramento fisiologico, quer dos processos comportamentais.

A reprodugdo ¢ regulada de forma ciclica por mecanismos enddcrinos e a secreg¢do de

hormonas responsaveis por estes processos esta inclusivamente relacionada com factores
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externos, como a temperatura (Clark et al., 2005; Shimizu, 2003; Shimizu et al., 1994), o
fotoperiodo (exemplos em Biswas et al., 2005; Frantzen et al., 2004; Lamba et al., 1983;
Migaud et al., 2004) e o enquadramento social (exemplo em Black et al., 2005), que
consequentemente afectam a reprodu¢do, obedecendo assim a um padrdo repetitivo que
pode apresentar diferentes periodicidades. Este padrdo pode ser circanual nas espécies
que se reproduzem apenas uma vez por ano ¢ de menor periodo nas outras, podendo
haver até ciclos diérios, ainda que restritos a uma determinada fase do ano (Fukada et al.,
1994; Matsuyama et al., 2002). Nao obstante a variacdo derivada do ciclo reprodutor, a
concentragdo de diferentes hormonas esterdides em circulagdo no plasma pode também
variar ao longo do dia, como acontece com o salmonideo Salvelinus leucomaenis, em
individuos de ambos 0s sexos que estejam em ovulagdo ou espermiagdo activas (Yamada
et al., 2002). Este facto sugere que estas hormonas podem estar implicadas no controlo
de outras fungdes ciclicas, em periodos muito mais restritos do que os referentes ao
ciclo reprodutor como por exemplo, na mediagdo dos processos comportamentais ou nas

diferentes actividades diarias dos individuos.

Em algumas espécies de vertebrados, o carécter ciclico da reproducdo ¢ determinado
essencialmente pelo sexo feminino, umavezque os machos apresentamumadisponibilidade
permanente ou quase permanente para a emissao de gametas. Em O. mossambicus por
exemplo, desde que as condigdes abiodticas, nomeadamente no que se refere a temperatura
da dgua, sejam Optimas e permitam simular uma situacdo natural tropical, as fémeas
ovulam ciclicamente em periodos curtos varidveis entre 30 a 40 dias (Vass & Hofstede,
1952 in Trewavas, 1983; Smith & Haley, 1987) e os machos apresentam disponibilidade

para acasalar assim que exista uma fémea sexualmente disponivel.

O ciclo sexual feminino nos peixes ¢, a semelhanga dos mamiferos, regulado por diferentes
tipos de hormonas, entre as quais as gonadotrofinas e as hormonas esterdides. Destas
Gltimas serdo destacadas duas: o E,, responsavel pela fase inicial do ciclo promovendo
a vitelogénese, e a 17,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,208-P), responsavel pelo

processo de maturac¢do final dos ovocitos (Kime, 1993).

O E, sofre uma subida rapida de concentragdo no plasma dos teledsteos na fase de
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vitelogénese (e.g. Singh & Singh, 1987), ligando-se aos receptores de estrogénios
hepaticos e estimulando a produ¢do de vitelogenina. Na truta marinha (Cynoscion
nebulosus) existe uma correlagdo positiva entre os niveis de E, e de vitelogenina com os
receptores de estrogénios hepaticos na fase inicial do ciclo, desaparecendo esta correlagao
nas fases seguintes, como resultado da emissao de posturas multiplas (Smith & Thomas,
1991). Também na dourada (Sparus aurata), existe uma relagdo entre os niveis de E, e a
expressao dos receptores de estrogénios e a vitelogenina, sendo estes mais elevados no

periodo de pré-postura e diminuindo apds a emissdo dos gametas (Mosconi ef al., 2002).

A duragdo dos ciclos sexuais ¢ muito variavel em teledsteos. No entanto, existe uma
grande similaridade geral nos processos fisioldgicos, incluindo a vitelogénese, na qual
o E, tem um papel fundamental, e a maturagdo sexual dos ovdcitos. Os salmonideos
tém sido utilizados como um dos principais objectos de estudo para a compreensdo das
variagdes hormonais dos ciclos de reproduc¢ao, por serem espécies importantes do ponto
de vista comercial (Kime, 1993). Na truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), por exemplo,
foi determinado que a 17,20B-P (C,)) € o principal responsavel pela maturagéo final dos
ovocitos (Scott et al., 1983). Nesta espécie, aproximadamente 16 dias antes da ovulagdo,
os valores de gonadotrofinas em circulagdo no plasma comecam a aumentar, atingindo um
valor maximo 20 dias ap6s a ovulagdo (Scott et al., 1983). Esta subida ¢ acompanhada pela
descida dos valores de E, e de T, embora a tltima seja ligeiramente mais tardia do que a
verificada para o E,. Por outro lado, os valores de 17,203-P aumentam significativamente
4 dias antes da ovulacdo, decaindo logo em seguida. O mesmo padrio verifica-se para
diferentes linhas de individuos da mesma espécie, que apresentem épocas de reproducao
com diferentes desfasamentos temporais (Scott & Sumpter, 1983). Se por um lado a
produgdo de gonadotrofinas parece estar neste caso a ser estimulada pela diminui¢ao
dos valores do E,, esta subida estimula também a rapida subida dos valores da 17,208-
P, indicando este esterdide como o mediador da maturagao final dos ovdcitos (Scott et
al., 1983). Ja anteriormente a 17,20B-P, juntamente com a 17-hidroxiprogesterona (seu
precursor), tinham sido identificados como dois dos mais potentes indutores da ovulacao

nesta (Campbell et al., 1980), e noutras espécies de salmonideos (Nagahama & Adachi,
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1985). Por outro lado, resultados de bioensaios realizados in vitro em O. mykiss utilizando
17,20B-P como esteroide de referéncia, revelaram que outros 4 progestogénios 20[3-
hidroxilados apresentavam também uma poténcia equivalente na indu¢do da maturagdo
final dos ovocitos (Canario & Scott, 1988). Entre estes esterdides a 17,203,2 1-trihidroxi-
4-pregnen-3-ona (17,208,21-P) foi identificada como esterdide indutor da maturagao final
na rabeta brasileira (Micropogonias undulatus) (Trant et al., 1986). Ainda na truta arco-
iris, Canario e colaboradores (1989) detectaram também um destes esterdides em fémeas

ovuladas, embora em concentra¢des muito inferiores as de 17,203-P.

Noutras espécies de peixes, a variagdo dos niveis de progestagénios podera nao ter um
padrdo que os associe necessariamente a sua potencial fungdo. Por exemplo, na solha
(Pleuronectes platessa), a 17,20B-P foi indicada como o esterdide indutor da maturagdo
(Scott & Canario, 1987; Canario & Scott, 1990a), mas os seus valores em circulagao
no plasma ndo variam muito ao longo do ciclo. Contudo, foram detectadas diferencgas
significativas na concentra¢do de 17,20B-P e dos seus conjugados entre os estadios IV e
V/VI do desenvolvimento dos ovarios das fémeas (Scott ef al., 1998). P. platessa produz
também outros tipos de esteroides C, nas gonadas das fémeas, dos quais se destacam o
11-desoxicortisol (17,21-P) e a 17a,21-dihidroxi-5B-pregnane-3,20-diona (3a,17,21-P-
5a), surgindo uma grande proporcao destes esterdides sob a forma de conjugados com
sulfatos e com glucordnidos (Canario & Scott, 1989a; Canario & Scott, 1990b). Noutro
pleuronectiforme (solha do Mar do Norte), o esterdide presente em maior quantidade ¢ a
17,200-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,200-P), enquanto que 17,20B-P apresenta valores
baixos e essencialmente sob a forma de um conjugado (Canario & Scott, 1989b). No
robalo, Dicentrarchus labrax,ndo s6 ndo foram detectadas variagdes sazonais significativas
nos niveis de 17,20B-P, como os valores de E, ¢ de T parecem manter-se relativamente
elevados (Prat et al., 1990). No entanto, esta espécie produz niveis elevados de 17,203,21-
P, o que pode sugerir que, neste caso, seja este o esterdide indutor da maturagao (Scott
et al., 1990). Também na garoupa vermelha (Epinephelus morio), que emite posturas em
série, os valores de E, mantém-se elevados durante os meses da reprodugdo, embora com

um pico no inicio desta (Johnson et al., 1998). Adicionalmente, fémeas capturadas que



Ciclo Hormonal Reprodutor, Clonagem e Expressdo da Aromatase na Tilapia

10

se encontravam no estadio de maturacao final dos ovdcitos apresentam niveis médios de
E, bastante elevados, ndo existindo quaisquer diferengas significativas nos valores de
17,20B-P em relagdo as fases de maturagdo anteriores (Johnson et al., 1998). Este padrdo
foi também referido noutras espécies de peixes, como a enguia (4Anguilla dieffenbachii)
(Lokman & Young, 1995). Neste caso, em que ndo ha maturacio espontanea, € necessario
induzir a maturag¢do dos foliculos ovéricos injectando gonadotrofina coriénica humana

(HCG) (Epler & Bieniarz, 1978; Lopez & Fontaine, 1990).

Contrariamente ao descrito para o robalo, em Morone saxatilis, uma espécie relativamente
proxima, a variacdo dos perfis de esterodides na fase de maturacao final dos ovoécitos
parece seguir o padrdo normal, com os estrogénios e androgénios a serem substituidos

por 17,20B-P; 17,208, 21-P durante a matura¢ao final (King ef al., 1994).

Tabela 1 — Ester6ides mais abundantes no plasma sanguineo (Principais C21) e esterdides indutores de
maturagdo final dos ovécitos (MIS) nalgumas espécies de teledsteos pertencentes a diferentes familias.

As esterdides indicados com (*) significa putativos MIS.

Familia Nome comum  Nome cientifico Principais C,, MIS Referéncia
Oncorhynchus (il
Salmonidae Truta arco-iris . 4 17,20B3-P 17,20B3-P 1983) Canario,
mykiss
1988
. N Oncorhynchus (Nagahama &
Salmonidae Salmao vhodurus 17,20B-P 17,20B-P Adachi, 1985)
. ... Micropogonias . (Trant et al.,
Sciaenidae Rabeta brasileira undulates 17,20B-P; 17,20B3,21-P  17,2083,21-P 1986),
. Pleuronectes 11-desoxicortisol; " (Scott &
Pleuronectidac  Solha platessa 30,17,21-P-58 17,208-P Canario, 1987)
. Solha do mar do . . 17,20a-P; 33,178,200~ « (Canario &
Pleuronectidae . Limanda limanda P-5a 17,20B-P Scott, 1989b)
(King, 1995* in
Moronidae Striped Bass Morone saxatilis 17,20B8-P; 17,20B8,21-P  17,20B3,21-P* Mylonas et al.,
1998)
. . (Matsuyama et
Scombridae Cavala Scomber Japonicus 17,203-P 17,20B3-P al.. 2005)
. Halichoeres . 17,20B-P; (Matsuyama et
Labrida poecilopterus 17,208-P; 17,20B,21-P 17,20B,21-P  al., 2002)

. o Fundulus (Petrino et al.,
Fundulidae Killifish heteroclitus 17,20B3-P 1993)
Adrianichthyidae Medaka Oryzias latipes 17,20B3-P (llgl;lj;da etal,

. Seriola (Rahman et al.,
Carangidac quinqueradiata 17,20p-P 2002)

. Acanthopagrus (Yueh et al.,
Sparidae schiegeli 17,208,21-P 2005)
Percidae Gymnocephalus 5 546 p. 17208 21-p 1720821  Oorensenetal,

cernuus

2004)
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Esta discussao tem sido centrada na reconhecida fungao na maturagao final dos ovocitos e
do papel do esterdide de maturagdo 17,208-P (e 17,208,21-P). Em alguns teleosteos, (e.g.
Oncorhynchus mykiss) o padrao temporal de libertagdo de alguns esterdides presentes
na urina corresponde a variagdes idénticas das respectivas hormonas no plasma (Scott
& Liley, 1994), estando mesmo documentado para O. mossambicus que os metabolitos
desta hormona detectados na urina apresentam valores mais elevados em relagdo aos
detectados no plasma (Rocha & Reis-Henriques, 1996). Também a partir da urina € possivel
obter informagdo a este respeito, com a vantagem adicional de esta ser muito mais facil
de recolher do que o plasma sanguineo. Inclusivamente, a concentracdo de diferentes
esterdides na urina parece, pelo menos em alguns casos, aumentar significativamente em
relacdo aos mesmos esterdides presentes no plasma, podendo por vezes atingir valores
muito superiores aos encontrados no sangue (Canario & Scott, 1989a). Por exemplo,
os niveis de conjugados de 17,20B-P no plasma da solha sdo bastante baixos (inferiores
a 2,7ng/ml) (Scott & Canario, 1990), enquanto que na urina estes conjugados atingem
valores consideraveis, especialmente para os conjugados com sulfatos (aproximadamente
1500ng/ml) (Scott & Canario, 1992), e semelhantes aos detectados para os conjugados
de outros esterdides como os de 11-desoxicortisol (aproximadamente 1300ng/ml) e de

30,17,21-P-5B (aproximadamente 1700ng/ml) (Canario & Scott, 1989a).

Foi também demonstrado que a 17,20B-P e a 17,20B-P-sulfato tém fortes propriedades
odorantes no peixe vermelho (Carassius auratus) (Sorensen et al., 1991) e em salmdo
(Salmo salar) (Moore & Scott, 1992). Por outro lado, a urina foi identificada como um
dos canais de excre¢do de 17,20B-P-sulfato na truta arco-iris (Vermeirssen & Scott,
1996). E possivel que estas hormonas e os seus metabolitos tenham func¢des feromonais
noutras espécies embora existam muitas espécies que ndo conseguem cheirar pelo menos

os esteroides mais comuns (Murphy ef al., 2001).

11
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1.3 CICLIiDEOS: BIOLOGIA E COMPORTAMENTO

As tildpias sdo um vasto grupo de espécies de peixes teledsteos pertencentes a familia
Cichlidae. Embora apresentem uma distribui¢do mundial, tiveram origem nos grandes
lagos em Africa, onde, por competicio, foram forgadas a encontrar diferentes estratégias
de sobrevivéncia, no que se refere a habitos de alimentagdo, a ocupacdo de diferentes
habitats e as estratégias de reprodugdo (Trewavas, 1983). Nalguns lagos Africanos
sobrepovoados, ocorre ainda um processo de especiacdo intensa, 0 que conjuntamente
com a exibicao de comportamento sociais complexos, elevadas taxas reprodutoras e valor

alimentar, tornou este grupo de peixes um dos mais intensamente estudados.

A designacdo tilapia aplica-se essencialmente aos géneros Tilapia, Serotherodon e
Oreochromis que apresentam comportamentos reprodutores distintos. 7ilapia ¢ formado
exclusivamente por incubadores de substrato; Serotherodon ¢ composto por incubadores
bocais, sendo o macho ou ambos os sexos, a incubar a descendéncia (com apenas algumas
excepgoes em que sdo exclusivamente fémeas a desempenhar este papel); Oreochromis
¢ também constituido por incubadores bucais, sendo exclusivamente a fémea a realizar
os cuidados parentais (Trewavas, 1982; Trewavas, 1983), tendo os incubadores bocais

evoluido a partir dos incubadores de substrato (Nagl ez al., 2001).

Estes diferentes tipos de cuidados parentais ndo sdo, contudo, exclusivos destes trés
géneros de ciclideos (Kuwamura, 1986; Kuwamura et al., 1989). Nos grandes lagos
Africanos, estas diferentes estratégias sao de tal modo importantes que determinam em boa
parte (juntamente com habitos os alimentares) a distribuicao vertical das varias espécies
deste grupo. De uma forma geral, os incubadores bucais encontram-se em aguas menos
profundas (entre 0 e 5m), com substratos essencialmente arenosos, € os incubadores de
substrato ocupam uma maior diversidade de substratos, distribuindo-se também por uma

maior amplitude de profundidades (Kuwamura, 1987).

Estas estratégias encontram-se amplamente difundidas por toda a familia Cichlidae,
verificando-se neste grupo um dos conjuntos de sistemas de cuidados parentais mais

elaborados entre os peixes. Estratégias de cuidados biparentais, em que ambos os
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progenitores se encontram envolvidos em simultdneo, ocorrem em vdrias espécies
desta familia. Nestes casos, a presenca de ambos os progenitores, podendo um deles
desempenhar um papel de maior relevancia (Keenleyside, 1985), parece em alguns casos
ser indispensavel para a proteccao dos juvenis que sdo rapidamente predados se pelo menos
um dos progenitores for removido (Nagoshi, 1987). Noutras situacdes, esta dependéncia
pode diminuir com a idade dos alevins (Keenleyside & Mackereth, 1992), que apenas
7 dias apds a eclosdo conseguem ja sobreviver na auséncia de um dos progenitores. A
remocao (artificial ou ndo) de um dos progenitores nao afecta apenas o desenvolvimento
da descendéncia mas também o comportamento do progenitor sobrevivente em relagao
a sua descendéncia (Yanagisawa, 1985; Lavery & Reebs, 1994). Noutras espécies,
embora ambos 0s progenitores parecam ter um papel activo nos cuidados parentais antes
da eclosdo das posturas, as competéncias dos dois intervenientes alteram-se quando os
alevins passam a ser natatoriamente activos. Nesta fase, a fémea € a principal responsavel
pela manuten¢do da descendéncia, enquanto que o macho se dedica essencialmente a

defesa do territorio (Coeckelberghs, 1975).

1.4 TiLAPiA MOCAMBICANA: BIOLOGIA, COMPORTAMENTO E ENDOCRINOLOGIA

REPRODUTIVA

A espécie Oreochromis mossambicus (Peters, 1852) ¢ originaria de Mogambique, tendo
um conjunto de caracteristicas bioldgicas que a elegeram como uma das principais
espécies utilizadas em laboratorio. Estas caracteristicas incluem a tolerancia a condigdes
de cativeiro e a grandes amplitudes de temperatura e osmolaridade, elevadas taxas de
reproducdo e comportamentos reprodutores elaborados. Uma sintese da sua biologia,
ecologia e comportamento foi feita por Oliveira (1995), pelo que se sumariam apenas
alguns aspectos mais relevantes para este trabalho, nomeadamente no que se refere ao

ciclo reprodutivo e as alteragdes comportamentais associadas.

13
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1.4.1 REPRODUCAO E COMPORTAMENTO SEXUAL

Dependendo das condi¢des do meio onde vivem, as populacdes desta espécie podem
reproduzir-se todo o ano (De Silva & Chandrasoma, 1980) ou concentrar a época de
reproducdo apenas no periodo mais quente, como acontece com a populacdo do lago
Sibaya na Africa do Sul (Bruton & Boltt, 1975). O racio entre os sexos (sex-ratio)
parece ser variavel. Embora com valores proximos de 1:1, tém sido propostas diferentes
propor¢cdes de machos e de fémeas por diferentes autores e para diferentes populagdes (De
Silva & Chandrasoma, 1980; De Silva, 1986; Bluhdorn & Arthingthon, 1990). A idade
da primeira maturagcdo sexual parece também variar com o sexo, em cada populacao,
flutuando entre os 2-3 meses e os 2 anos de vida, o que implica uma enorme gama de

dimensdes (revisao em Trewavas, 1983; De Silva & Chandrasoma, 1980).

Como € caracteristico do género Oreochromis, atilapiamogambicana apresenta dimorfismo
sexual acentuado por um dicromatismo marcado, que se torna bastante evidente na altura
da reproducao. Os machos reprodutores apresentam uma coloragdo negra intensa ao longo
de todo o corpo, apenas com a regido sub mandibular branca, e os bordos das barbatanas
caudal anal e dorsal com um tom vermelho (Trewavas, 1983). Esta coloracao opde-se ao

cinzento exibido pelos machos nao reprodutores e pelas fémeas.

O policromatismo ¢ bastante comum entre os ciclideos, fornecendo em muitas
circunstancias a indicac¢ao de quais os individuos dominantes e/ou sexualmente maturos.
Existem inclusivamente espécies em que os machos podem exibir diferentes coloragdes
nupciais quando se encontram sexualmente maturos, produzindo dois tipos de coloracao
distintos em diferentes individuos sem fenotipos intermédios (Heiligenberg, 1965).
Nalgumas espécies, como no ciclideo arco-iris (Herotilapia multispinosa), diferentes
coloragdes surgem associadas a determinadas actividades comportamentais (Baylis,
1974), o que reflecte uma fungdo social e um processo de comunicagao intra-especifica
extremamente elaborado. Assim, embora este grupo possa estabelecer vias de comunicagao
quimica (exemplos em: Crapon de Caprona, 1974; Giaquinto & Volpato, 1997) ou sonora

(Marshall, 1971; Marshall, 1972; Lanzing, 1974; Nelissen, 1978; Rowland, 1978), ndo ¢
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surpreendente que a comunicagdo visual seja preponderante (Fernald, 1984).

As diferengas morfologicas entre machos e fémeas em O. mossambicus ndo sao restritas a
variagdes na cor. Os machos apresentam a regido mandibular bastante mais desenvolvida

do que as fémeas e as suas barbatanas anal e dorsal sdo também mais afiladas.

A tilapia mogambicana reproduz-se continuamente em latitudes tropicais e sazonalmente
nas zonas subtropicais e temperadas, dependendo a frequéncia de emissdo das posturas da
temperatura. Este potencial reprodutor, que numa situacao ideal permite que uma fémea possa
emitir posturas sucessivas com apenas 40 dias de intervalo, torna esta espécie (assim como outros

elementos da mesma familia) num 6ptimo modelo bioldgico para estudos de reprodugao.

No inicio da época de reprodugdo, os machos reprodutores juntam-se e deslocam-se para
zonas menos profundas, formando arenas reprodutoras onde constroem e defendem o seu
ninho. Nesta espécie, os territorios defendidos pelos machos sdo compostos na zona central
por ninhos que estes escavam com a boca, onde tém lugar as ceriménias de acasalamento.
A dimensdo dos ninhos varia com a dimensdo dos individuos que os constroem e com
o espaco disponivel. Os substratos ideais a constru¢do dos ninhos sdo arenosos, com
vegetacdo dispersa, € com zonas acessorias menos profundas com vegetagdo mais densa
(Trewavas, 1983). Os territorios sdo apenas defendidos durante o dia, uma vez que durante
o periodo nocturno, os machos de O. mossambicus abandonam as zonas litorais onde

construiram os seus ninhos e deslocam-se para dguas mais profundas para proteccao.

Na tildpia mocambicana, os pares reprodutores sdo formados pouco antes da reprodugao.
Apos a fecundacdo da postura fémeas e machos afastam-se de novo. Noutras espécies de
ciclideos, os pares sdo formados alguns dias antes da reproducao (Yanagisawa & Nishida,
1991; Mackereth & Keenleyside, 1993) e a tarefa de defesa do territorio onde ocorre a postura
pode ser desempenhada pelos dois elementos de cada par, como acontece com Cichlasoma
nigrofasciatum (Mackereth & Keenleyside, 1993). Nesta espécie, e ao contrario do que é
referido para O. mossambicus, assim que os territorios sao definidos, sio mantidos até final
da época de reprodu¢do. Durante este processo, a fémea que se encontra a guardar o ninho,

consegue reconhecer o seu companheiro, mesmo que seja durante a noite, na total auséncia

15



Ciclo Hormonal Reprodutor, Clonagem e Expressdo da Aromatase na Tilapia

16

de estimulo visual (Reebs, 1994). Em contraste, no boca-de-fogo (Cichlasoma meeki) a

defesa ser feita pelo par ou apenas pelo macho parental (Neil, 1984).

Em situacdes naturais, em Oreochromis mossambicus, existem algumas diferencas na
distribui¢do espacial entre sexos, em que as fémeas habitam em 4guas sub litorais e
apenas visitam as arenas dos machos quando estdo maduras e sexualmente receptivas.
Estas sdo atraidas para os ninhos através de uma sequéncia comportamental de corte
desenvolvida pelos machos. O comportamento reprodutor ¢ caracterizado por uma
formag¢ao em T desempenhada pelos dois intervenientes, em que o macho ocupa a posi¢cdo
horizontal (Trewavas, 1983). A fémea deposita os ovos no centro do ninho e recolhe-
os imediatamente com a boca, armazenando-os numa bolsa mandibular. Como a fémea
recolhe os ovos antes do macho ter oportunidade de os fecundar, os incubadores bucais

tém que ultrapassar a dificuldade adicional que se prende com a fertilizagcdo dos ovos.

Nesta espécie, assim como noutras espécies de incubadores bucais, a fecundagido ¢ em
geral feita dentro da boca da fémea, ocorrendo por vezes a estimulagao da papila genital
masculina por parte desta, o que facilita a libertagdo do esperma (exemplo em Wickler,
1965). Apos fecundados os ovos (o que ¢ facilitado por movimentos mastigatorios
da fémea), as fémeas afastam-se em conjunto para aguas mais profundas, formando
cardumes de fémeas reprodutoras. Os ovos eclodem entre o 3° e 0 5° dias, e permanecem
na boca da mae até adquirirem natagao activa (10-14 dias apds a fecundagdo). Adquirida a
mobilidade natatoria, os juvenis continuam a alojar-se na boca da mae sempre que surgem
situagdes de perigo até ao final do primeiro més de vida, nadando junto a progenitora no
resto do tempo. Quando uma fémea se encontra a incubar, a sua agressividade aumenta
a medida que o desenvolvimento da postura progride, pelo menos na fase final de
desenvolvimento da prole, quando os juvenis adquiriram ja capacidade natatoria e se

alimentam exogenamente (Oliveira & Almada, 1998b).

Em geral, as fémeas de tildpia mocambicana e as de outras espécies com idénticas
estratégias de reproducdo, parecem ndo se alimentar durante o periodo em que se encontram
a incubar ou a fornecer cuidados parentais. A motivagdo para incubar a postura, que

reduz a necessidade de alimento para cerca de metade do normal, desaparece em pouco
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tempo apOs a postura ter sido retirada, o que acontece também com Pseudocrenilabrus
multicolor (Mrowka, 1986). No entanto, existem alguns relatos de ciclideos incubadores
bucais maternos em que as fémeas se alimentam durante este periodo. Em Cyphotilapia
frontosa, ndo so6 as fémeas que se encontram a incubar uma postura apresentam alimento
no tubo digestivo na propor¢ao de um quarto em relagdo a fémeas nao reprodutoras, como
os proprios juvenis, ainda dentro da boca da mae e com saco vitelino associado, parecem

ingerir algum do alimento materno (Yanagisawa & Ochi, 1991).

Na tilapia mocambicana a formagdo de pares ndo dura mais do que o necessario para
que os ovos sejam fecundados (Oliveira, 1995). Embora os incubadores bucais maternos
sejam geralmente classificados como poliginicos (Hert, 1989; Kuwamura et al., 1989), O.
mossambicus ¢ caracterizada como uma espécie promiscua, uma vez que 0s pares sexuais
ndo sdo duradouros e podem procriar mais do que uma vez com diferentes parceiros. Numa
situacdo de cativeiro, a constitui¢ao dos grupos em O. mossambicus parece ser mais estavel
se obedecer aum regime poliginico, evitando confrontos violentos entre machos territoriais.
Nao existe, no entanto, a obrigatoriedade de utilizacdo dos mesmos machos em épocas de
reproducao sucessivas por parte das fémeas reprodutoras numa situagdo natural. De facto,
nalguns ciclideos, as fémeas podem visitar um ou mais machos nos seus territrios na
mesma época de reprodugdo, transportando depois os ovos fertilizados na boca para longe
do territério destes machos (Yanagisawa, 1993). No caso da tildpia mogambicana, a fémea
tende a ser mais selectiva que o macho, uma vez que ¢ quem mais investe na reproducao
(Oliveira, 1995). No entanto, existem espécies proximas cujas fémeas incubam posturas
com descendentes de diferentes paternidades (exemplo em Hulata et al., 1981). Por outro
lado, o processo de selectividade na escolha do parceiro pode ser parcialmente invertido
em espécies em que ambos os sexos investem em cuidados parentais. Nalguns ciclideos
biparentais, por exemplo, também o macho apresenta alguma selectividade na escolha
das suas parceiras. Em C. nigrofasciatum, o macho parece basear a sua escolha da fémea,
em primeiro lugar pelo seu estado de maturagdo e em segundo lugar pela sua dimensao
(Nuttall & Keenleyside, 1993), optando por fémeas maiores em detrimento de fémeas

mais pequenas que se encontrem em estadios de ovulagdo avangados.

17
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1.4.2 CicLO ENDOCRINO REPRODUTIVO

Embora j& nos anos sessenta se fizessem algumas quantificagdes de hormonas esteroides a
partir do plasma sanguineo de peixes teledsteos, s6 em meados dos anos setenta foi referida
uma relacao entre a variacao de algumas hormonas (fundamentalmente androgénios) e a
reproducao de um teleosteo (Katz & Eckstein, 1974). As alteracdes no perfil de hormonas
sexuais podem ser detectadas em algumas espécies de tilapias (exemplo para O. niloticus)
desde o inicio do seu ciclo de vida, mesmo quando as gonadas estao ainda indiferenciadas,
provavelmente associadas a diferenciacdo sexual (Hines et al., 1999). Tem também sido
sugerido que a elevada concentragdo de T e E, presente nos ovos na primeira semana
de desenvolvimento tem origem materna resultante da acumulagdo destas substancias
no ovario antes e durante o crescimento vitelogénico (Rothbard et al., 1987), com um
aumento da producao endogena a partir da sexta semana de vida (Rothbard et al., 1987).
Deste modo, no inicio do ciclo de vida na tildpia, a variagdo da T e do E, decaem numa
fase inicial, que corresponde a uma fase de consumo de substancias acumuladas no ovo,

para mais tarde voltarem a subir.

O ciclo sexual feminino em tildpia € relativamente complexo e a sua duragcdo depende da
interrupgao ou nao da incubagao da postura. Esta interrup¢ao pode ser natural, uma vez que
a fémea pode ndo entrar em ovulagdo ou os seus ovocitos nao serem fecundados, ou pode
ser simulado artificialmente através da remogdo da postura assim que esta ¢ emitida pela
fémea. Esta situacdo vai implicar na fémea a supressao do comportamento de protecgdo a
descendéncia e o consequente inicio de um novo ciclo de desenvolvimento das gonadas. Os
niveis das hormonas esterdides em fémeas nao reprodutoras sao diferentes dos das fémeas
reprodutoras, como acontece com 7Zilapia aurea em que os niveis de E, sdo cerca de 10 vezes

inferiores aos verificados para as f€émeas reprodutoras (Terkatin-Shimony & Yaron, 1978).

Smith e Haley (1988) acompanharam o perfil hormonal de 4 esteroides (T, E,, progesterona
e 17-hidroxiprogesterona) ao longo de um ciclo sexual de O. mossambicus, quer para fémeas
a incubar uma postura, quer para f€émeas nao reprodutoras. Além da diferencga de dimensoes

do ciclo, as fémeas reprodutoras cessaram o crescimento vitelogénico dos ovocitos para
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desta forma pouparem energia, enquanto forneciam cuidados parentais a descendéncia.
Vinte e cinco dias apds a emissdo da postura (altura da sua libertagdo), os niveis de Te de E,
subiam, atingindo um maximo, e o crescimento dos ovocitos era retomado (Smith & Haley,
1988). Um padrio de variagdo relativamente parecido foi descrito em O. niloticus para os

perfis de E, e T (Tacon et al., 2000), embora com algumas diferengas.

Em fémeas ndo incubadoras, foi registado para ambas as espécies um aumento dos niveis
de E, apds a remogao das posturas, correspondente ao crescimento vitelogénico. Os niveis
de T correlacionam-se também com a vitelogénese e podem ser justificados por este
esterdide ser precursor do E, (Smith & Haley, 1988; Tacon et al., 2000). Em espécies em
que a incubagdo bocal € assegurada pelos machos, o perfil das hormonas sexuais (T € E,)
¢ também afectado pela incubagdo da descendéncia, iniciando-se num nivel baixo quando
os ovos sdo recolhidos e aumentando gradualmente apos o sexto dia até a libertacdo da

descendéncia (Kishida & Specker, 2000).

1.4.3 ENDOCRINOLOGIA DO COMPORTAMENTO

As hormonas sexuais influenciam o comportamento sexual de varios grupos de vertebrados
(Balthazart et al., 1996b; Panzica et al., 1996) incluindo os peixes, onde podem funcionar
como modeladores sociais (Borges ef al., 1998). A influéncia dos esteroides sexuais pode
ser exercida ndo so a nivel comportamental de forma directa, como também afectando as
estruturas envolvidas na reproducdo como acontece com a morfologia da papila genital
de algumas espécies (Oliveira & Almada, 1998a; Carlisle et al., 2000). Mais ainda, os
polimorfismos por vezes apresentados por diferentes machos da mesma espécie (como
acontece com Parablennius sanguinolentus parvicornis) reflectem diferentes estratégias
de reproducdo e estdo directamente correlacionados com os niveis de 11-cetotestosterona
(11-KT), em que os machos que mais activamente competem pelo acasalamento sdo
também os que apresentam maiores niveis deste androgénio (Oliveira et al.,2001b). A 11-
KT ¢ o androgénio predominante e mais potente nos machos da maioria dos teledsteos,

actuando sobre a espermatogénese e o comportamento sexual e social (Borg, 1994;
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Oliveira & Almada, 1998a; Oliveira et al., 2001a).

Em teleodsteos, incluindo O. mossambicus, a interaccdo entre os androgénios € o
comportamento parece funcionar nos dois sentidos. Por um lado, o comportamento social
modela os niveis de androgénios produzidos pelos individuos de acordo com o estatuto
social atingido por cada um na hierarquia de um grupo (Oliveira et al., 1996). Assim,
individuos com maior nivel de androgénios, além de ocuparem posi¢des hierarquicas
superiores, revelam também maior sucesso na defesa dos territorios, constroem ninhos
maiores, exibem caracteres sexuais secundarios mais exuberantes ¢ uma maior taxa de
comportamentos de corte quando na presenca de fémeas em ovulacao (Oliveiraetal., 1996).
Esta situacdo parece suportar a “hipdtese do desafio” (Wingfield, 1984), que defende que
as flutuacdes a curto prazo na concentragdo dos androgénios em machos de vertebrados
podem ser moduladas por interac¢des sociais. Por outro lado, o nivel de androgénios
em circulacdo no plasma determina o aparecimento de caracteres sexuais secundarios
e afecta também os padrdes de comportamento sexual envolvidos na reproducao de O.
mossambicus (Oliveira & Almada, 1998a). Oliveira e Almada (1998a) apoiam ainda um
modelo causal para o papel dos androgénios como mediadores da modelagdo social dos
caracteres sexuais secundarios e, consequentemente, da reproducdo da espécie. Deste
modo, individuos dominantes, com niveis de androgénios mais elevados, apresentardo
maiores probabilidades de se reproduzirem do que individuos com posi¢des hierdrquicas
inferiores, ja que estes ndo exibem este tipo de caracteristicas de forma tdo acentuada,
nem tém as suas gonadas em idénticos estadios de desenvolvimento. Por outro lado,
noutra tilapia (7ilapia zillii), o indice goénado-somatico parece estar positivamente
correlacionado com a vitoria em confrontos com conspecificos (Neat et al., 1998), mas
ndo foi encontrada qualquer relagdo entre os niveis de androgénios (T e de 11-KT) e a
vitoria em confrontos agonisticos, o que pode ser devido ao regime social (monogamia)

(Neat & Mayer, 1999), diferente do de O. mossambicus.

Nao s6 as interac¢des de um determinado individuo determinam o seu comportamento,
modulando a producao de androgénios, mas também o sistema endocrino dos individuos

espectadores responde a interacgdes sociais em que nao participam (Oliveira et al.,
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2001c). Por outro lado, a experiéncia anterior facilita o ajustamento a situagdes sociais
subsequentes, desempenhando os androgénios um papel de modelador dos mecanismos

cognitivos de comunicagdo (Oliveira et al., 2001c¢).

No entanto, ndo sdo apenas os androgénios a sofrerem alteragdes de concentragdo, como
resultado de interac¢des sociais. Por exemplo, na truta arco-iris, os niveis de 17,20B3-P em
machos reprodutores aumenta quando na presenga de fémeas em ovulagdo (Liley et al.,
1986), enquanto que em O. mossambicus as concentracdes de 17,20a-P e de 17,20B-P
revelam elevadas correlacdes com os comportamentos sexuais € agonisticos dos machos
(Oliveira et al., 1996). Estas relacdes podem estar relacionadas com a acelera¢dao do
desenvolvimento das gonadas em machos dominantes e a importancia destas hormonas

no processo reprodutor masculino (Oliveira ef al., 1996).

Os esterdides sexuais ndo sdo o0s Unicos intervenientes hormonais a mediarem
comportamentos de corte. Por exemplo, o neuropéptido hipotalamico arginina-vasotossina
(AVT), que desempenha também em vertebrados superiores um papel importante na
fisiologia reprodutiva, influencia, nos machos parasitas (sneakers) de blénios (Salaria
pavo) a coloracdo nupcial e a duragdo dos rituais de corte femininos dirigidos a machos
parentais (Carneiro et al., 2003). A actuagdo da AVT parece ainda estar relacionada com
as estratégias de reproducdo em que machos com diferentes morfotipos desenvolvem
numa espécie (Miranda et al., 2003). O sistema AVT ¢, pelo menos em parte, controlado
por estimulos sociais especificos em teledsteos, independentemente do funcionamento
das génadas (Semsar & Godwin, 2003), embora este sistema seja directamente controlado

por ac¢do das hormonas esterdides.

Como acontece nos mamiferos, a diferencia¢ao sexual dos individuos depende da actuagao
das hormonas esteroides. A produc¢do de T a partir dos testiculos em diferenciagdo
actua no sistema nervoso central, produzindo uma alteragdo da estrutura do cérebro e
condicionando a sua capacidade de reconhecer estimulos especificos na fase adulto. Em
muitas situacgdes, a masculinizagdo dos nucleos cerebrais depende da aromatizacao local
de T a E,, como acontece na area pré-optica do hipotalamo. O tratamento por androgénios

em O. mossambicus, bem como em espécies proximas ¢ preponderante no processo de
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diferenciagdo sexual, podendo mesmo reverter o sexo dos individuos quando administrados
em periodos sensiveis especificos do desenvolvimento embrionario (Clemens & Inslee,
1968; Hunter & Donaldson, 1983). Embora a T seja crucial no processo de diferenciagdo
sexual e na activagdo dos comportamentos sexuais em adultos, a sua completa expressao
pode passar pela conversao em estrogénios, actuando estes mediados por receptores
especificos. Esta conversdao ¢ desempenhada pelo citocromo P450-aromatase, enzima

codificada pelo gene Cyp19.

1.5 A SupPER — FamiLiAa po Citocromo P450

O termo citocromo P450 ¢ utilizado para referir uma vasta familia de heme-proteinas que
podem ser encontradas numa grande diversidade de organismos vivos. A sua presenga
estende-se desde os procariotas ancestrais, que inicialmente existiam numa atmosfera com
caracteristicas redutoras (Nebert & Feyereisen, 1993), plantas onde alguns membros da
familia desempenham fung¢des importantes a nivel de metabolismo de produtos fisioldgicos
e de pesticidas (Durst et al., 1993), e encontra-se também largamente difundido em todo o
reino animal. A presenca de enzimas pertencentes ao citocromo P450 pode ocorrer dentro

das células em duas zonas distintas: na frac¢do microssomal e na mitocondrial.

As proteinas pertencentes ao citocromo P450 sdo codificadas por uma super familia de
genes cujo numero atinge algumas centenas. A importancia deste grupo de proteinas
pode ser ilustrada tendo em conta as reac¢des catalisadas pelo citocromo P450 na sintese
de hormonas esteroides a partir do colesterol, no cortex supra-renal e nas gonadas. Sao
necessarias diferentes enzimas pertencentes ao citocromo P450 para converter colesterol
em aldosterona ou em cortisol no cortex supra-renal e também para produzir T € E, nos

orgdos sexuais e nalguns outros tecidos periféricos.
A reaccao geral catalisada pelo citocromo P450 pode ser escrita da seguinte forma:

NADPH + H* +0, + SH - NADP" + H,0 + SOH

Nesta reac¢do, o substrato S pode ser representado por um esterdide ou por qualquer outra
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substancia quimica que apresente na sua constituicdo um alcano, um alceno, um anel
aromatico ou um anel heterociclico que possa servir como substrato para oxigenagao.
Todas as proteinas pertencentes a este citocromo sdo proteinas conjugadas cujo grupo

prostético € um grupo heme. A Figura 2 mostra detalhadamente a conversdo da T em E.,.

OH OH OH
OH
HO HO
0, O,
—_— —_—
NADPH NADPH :
(0] o} (¢] H,0
OH
0.
N

H HCOOH

o HO

-OH

Figura 2 — Esquema representativo da conversao de testosterona em 17f-estradiol (adaptado de Lephart,
1996)

1.5.1 CitocrRoMO P450-AROMATASE

Os estrogénios sdo uma familia de esterdides sexuais que pode ser sintetizada numa
grande variedade de tecidos, sendo o ovario, o principal local da sua sintese. O padrao
de produgdo dos estrogénios a partir dos ovarios ocorre de uma forma ciclica (Bulun
et al., 2000). O principal estrogeénio com origem no ovario € o E,, sintetizado a partir
de androgénios nas cé€lulas da teca, difundindo-se estes, para as células da granulosa
onde se expressa a aromatase. A FSH liga-se ao seu receptor nas células da granulosa
aumentando a producao de monofosfato de adenosina ciclica (cAMP) intracelular, o que
induz a ligacao de dois factores de transcricdo ao promotor proximal II do gene Cyp19.
Este processo activa a transcricao da enzima P450-aromatase, a sintese da proteina e a

consequente conversao de androgénios em estrogénios (Bulun ez al., 2000).
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Da actividade da enzima aromatase resulta E, se o substrato utilizado fora T ou estrona (E,)
se for a androstenediona (A). No ovario, o percursor principal € a testosterona (Nishihara
et al., 2000), enquanto a A ¢ o principal substrato nos tecidos periféricos, como o tecido
adiposo € a pele, produzindo E,, que pode ainda ser convertida em E, (Bulun et al., 2000).
Ap6s a transformacao dos androgénios nos seus estrogénios correspondentes, estes podem
ainda ser metabolizados em regides neurais especificas (como o hipotalamo e a pituitéria)
e tém como produtos os catecol-estrogénios, que podem desta forma actuar quer como
catecolaminas quer como estrogénios, ligando-se a ambos os receptores especificos para
cadatipo de moléculas (Lephart, 1996). Deste modo, os catecol-estrogénios podem modelar
aregulacdo da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH), através da interaccdo com
o sistema das catecolaminas, podendo por outro lado ligar-se aos receptores de estrogénios
(embora com menor actividade) e regular a LH e, consequentemente, o comportamento
sexual (Lephart, 1996). Desta forma, tanto a sua area de actuag¢do no sistema nervoso
central, bem como as func¢des que desempenham a nivel dos mecanismos fisiologicos sdo
ampliadas. Na codorniz japonesa (Coturnix japonica), a enzima estrogénio-2-hidroxilase,
que medeia a produgdo de catecol-estrogénios, colocaliza-se no cérebro com a aromatase,
o que parece indicar uma via alternativa de actuagdo dos estrogénios no sistema nervoso
central (Balthazart et al., 1994a). Por outro lado, parece haver uma inter relacao entre a
formacao de catecol-estrogénios e o estabelecimento da gravidez no porco (Chakraborty et
al., 1989), em que os catecol-estrogénios parecem mediar algumas das ac¢des relacionadas

com o inicio da gestagdo (Mondschein ef al., 1985).

Enquanto que o papel das gonadotrofinas na regulagdo da P450 aromatase nas gonadas
estéd estabelecido, a regulagdo da aromatase nos tecidos periféricos envolve um processo
menos claro e mais complexo. Existem varios factores responséaveis pela transcri¢ao e

regulagdo deste gene nos diferentes tecidos, como sera debatido nas proximas seccdes.
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1.5.1.1 Regulacio do gene Cypl9

Os processos que envolvem a activacao de um determinado gene sao em geral complexos,
com um grande conjunto de intervenientes que introduzem multiplas possibilidades de
regulacdo. A regulagdo pode ser efectuada ao nivel da transcri¢do ou num processo pos-
transcripcional, onde podem estar implicados mecanismos de retroac¢do positiva ou
negativa por um ou varios intervenientes. Na aromatase, a transcri¢do pode ser regulada
por diferentes factores que actuam, no caso dos humanos, em promotores especificos
associados a um primeiro exao nao traduzido cuja expressao varia de tecido para tecido

(Harada et al., 1993; Balthazart et al., 1994b).

1.5.1.1.1 REecuLACAO DO GENE Cyrl9

POR ACCAO DE PROMOTORES TECIDULARES ESPECIFICOS

O gene da aromatase humana ¢ composto por dez exdes (Figura 3) (Harada et al., 1990),
incluindo o primeiro exao que nao ¢ traduzido, e que € excisado por splicing alternativo. A
proteina funcional ¢ codificada pelos restantes exdes (exdes 2 a 10), embora o tltimo exao
ndo seja traduzido a totalidade. A estrutura genomica completa do Cyp/9 em humanos
tem cerca de 130kb, com a regido ndo traduzida a estender-se por aproximadamente 97kb

(Kamat et al., 2002).

O gene Cypl9 expressa-se nos ovarios (Kirilovas et al., 1999; Simpson et al., 1997,
Saldanha & Schlinger, 1997), testiculos (Saldanha & Schlinger, 1997; Carreau et al.,
2001), placenta (Mahendroo et al., 1991; Lobo & Bellino, 1989), tecido adiposo (Zhao et
al.,1995a; Agarwal et al., 1997), pele (Leshin et al., 1981; Leshin et al., 1983; Longcope et
al., 1983; Schlinger et al., 1989; Harada, 1992), osso (Vanderschueren et al., 1997; Shozu
et al., 1998; Carreau, 2000), cérebro (Sanghera et al., 1991; Balthazart et al., 1990a) e
em diferentes tecidos embrionarios e fetais (Toda et al., 1994; Andrews et al., 1997;
Simpson et al., 1997). No Homem, cada um destes transcritos ¢ iniciado por um exao
especifico que pode, no entanto, repetir-se em mais do que um tecido, e a sua regulagdo

nos diferentes tecidos depende de diferentes factores de controlo.
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Figura 3 — Estrutura do gene da aromatase no homem (Kamat et al., 2002). A azul claro encontram-se
representados os exdes nao traduzidos (Exoes I.1; 1.3, 1.4, L.f, [1a e ex@o0 X). A escuro, a regido traduzida

que é composta pelos exdes 11 a IX.

A montante do primeiro exdo do gene da aromatase existem um conjunto de sequéncias
de consenso a que se ligam factores de controlo que regulam a transcricdo da aromatase
de uma forma particular em cada tecido (Evrard et al., 2000), o que faz com que o Cypl9
seja o primeiro membro da super familia de genes citocromo P450, ¢ um dos poucos
genes eucariotas, regulados por diferentes promotores especificos consoante o seu local
de expressdo (Kamat & Mendelson, 2001). Deste modo, a activagdo ou inactivacdo da

transcri¢cdo do Cyp19 ¢é controlada por diferentes factores consoante o seu local de sintese.

Este primeiro exao repete-se ao longo da regido nao traduzida do gene e cada forma deste
exdo encontra-se posicionada a diferentes distancias do local de inicio da transcri¢do no
exao II. Consoante o tecido em que o gene Cyp/9 tem de ser transcrito, um determinado
factor de transcrigdo ligar-se-4 a uma sequéncia de consenso a montante de uma forma
especifica deste primeiro exao e que varia de tecido para tecido. Na placenta, a expressao
da aromatase depende da utilizacdo de um de dois possiveis exdes nao traduzidos (exdes
I.1 e 1.2), cujos locais de inicio da transcri¢do ficam situados a sensivelmente 100.000pb
acima do local de inicio da tradu¢do no exao II (Mahendroo et al., 1991). Os transcritos
da aromatase associados ao tecido adiposo sdo promovidos pelos exdes 1.3 e 1.4 que se
apresentam muito distanciados entre si (250pb e 70.000pb antes do local de tradugdo no
exao II, respectivamente), no cérebro pelo exdo If (a 40000pb do inicio da tradugdo) e nas

gbénadas o exdo responsavel ¢ também outro (exdo Ila) e encontra-se apenas a 39pb do
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inicio do exao II (revisao em Kamat et al., 2002).

A grande dimensdo do gene implica uma grande diferenga entre o posicionamento de
alguns exdes ao longo de toda a sua extensdo. O transcrito da placenta que contém o exao
I.1, encontra-se muito mais afastado do exao II do que por exemplo o exdo Ila, localizado
imediatamente antes do local de inicio de tradugdo e que € especifico para o ovario. Esta
distancia, que difere entre os dois promotores, sugere que o primeiro podera ter sido
recrutado numa fase mais tardia do seu percurso evolutivo, o que terd acontecido com
a evolucdo dos primatas (Kamat & Mendelson, 2001). Comparando diferentes grupos
animais, parece haver uma fraca homologia na sequéncia do primeiro exao, existindo no
entanto conservagao funcional, o que parece indicar um processo de evolugdo convergente

do gene Cyp19 nas diferentes classes de vertebrados (Kamat et al., 2002).

A regido que define o local de inicio da transcricdo do Cypl9 situa-se a montante de
cada exao I e na placenta corresponde a aproximadamente 500pb. O mesmo foi também
verificado para a regido promotora do exao Il.a, em que uma sequéncia com apenas 278pb
que flanqueia a regido 5’ deste exdo medeia a expressdo especifica do ovario, enquanto
que 348pb da regido 5’ que flanqueia o exdo 1.4 dirige a expressao no tecido adiposo e na

pele em murganhos transgénicos (Hinshelwood & Mendelson, 2001).

Embora o cérebro dos vertebrados superiores e inferiores apresente uma expressao elevada
de Cyp19 em diferentes nucleos, da amplificagdo das extremidades 5° dos transcritos de
mRNA presentes no hipotalamo e na amigdala apenas foi detectado o transcrito resultante
da utilizacdo do exdo If (Kamat et al., 2002). H4 um elevado grau de conservacdo em
diferentes espécies animais das regides do DNA gendémico que flanqueiam os primeiros
exoes If e Ila, sugerindo a importancia fundamental que a aromatase desempenha no

hipotdlamo e na amigdala (Kamat et al., 2002).

A regulacdo do Cypl9 ndo se deve apenas a promotores especificos para cada tecido. A
expressao de aromatase em diferentes tecidos periféricos estd também dependente de factores
especificos reguladores da transcricdo nesses tecidos. Entre estes factores incluem-se as

hormonas esteroides e outras hormonas hipofisarias (Boerboom et al., 1999). Por exemplo,
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durante o periodo de gestacdo nos ratos, os niveis de mRNA e da proteina sdo mantidos
baixos na primeira metade da gravidez por ac¢do da prolactina, podendo ser modulados
a meio da gestacdo pela LH, atingindo niveis elevados na segunda metade da gestacao,

mediada por factores da placenta (lactogénios placentarios 1 e T) (Hickey et al., 1989).

A expressdo da aromatase no ovario utiliza um promotor proximal que ¢ regulado pelo
cAMP. No ovério esta expressdo ¢ regulada nas células da granulosa e nas células luteais
em diferentes estadios do ciclo ovérico. Inicialmente, estas células sdo reguladas pela
FSH e LH, respectivamente, que activam a adenilato ciclase e aumentam a produg¢ado
de cAMP nas células alvo (Steinkampf et al., 1987). Andlogos do cAMP e factores de
crescimento sdo também estimulados pela FSH, que induzem o aumento da actividade
da aromatase nas células da granulosa (Dorrington et al., 1987). Este processo regula a

actividade da enzima ao nivel da transcricao do mRNA.

A placenta, que utiliza um promotor mais afastado da origem da transcricao, ¢ regulada
de forma mais complexa por retindides (Simpson et al., 1997). Neste tecido, que ¢ a
principal fonte de produgdo de estrogénios durante a gravidez, a actividade da aromatase
parece ser influenciada pela produgdo de insulina e de factor de crescimento semelhante
a insulina (IGF-I), o que se reflecte num decréscimo de producdo de estrogénios neste
periodo em mulheres portadoras de diabetes (Nestler, 1987). Os anédlogos de cAMP
foram referidos como apresentando estimulagdo da aromatase nas células da placenta
(Lobo & Bellino, 1989). Os exdes 1.3 e Ila parecem ser regulados pelo cAMP, enquanto
que o exao L.4, responsavel pela expressdao no tecido adiposo (tal como o promotor 1.3),
depende da presenca de glucocorticoéides como estimuladores (Simpson et al., 1981) que
actuam concertadamente com citoquinas (Zhao et al., 1995b; Simpson et al., 2000). Nos
hepatocitos fetais, onde a aromatase ¢ também transcrita com o exdo 1.4, a enzima ¢

também regulada por glucocorticdides (Lanoux ef al., 1985).

A regulacdo do citocromo P450 aromatase no cérebro pode em parte ser modulada por
neurotransmissores como catecolaminas ou por neuropéptidos que actuam também por
activacdo de um sistema de mensageiros secundarios como o cAMP (Balthazart & Ball,

1998). Estudos realizados in vitro com homogenados da area pré-optica do hipotalamo de
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codornizjaponesacomointuito de compreender aactuacio das catecolaminasnaactividade da
aromatase, revelaram que a norepineferina parece nao interferir com a actividade enzimatica
da aromatase, mas que a dopamina diminuiu em mais de 40% a sua actividade, actuando de

forma inibitdria nesta area especifica do cérebro (Baillien & Balthazart, 1997).

1.5.1.1.2 REGULACAO HORMONAL DA AROMATASE

A regulacao da expressao do gene Cypl9 em vertebrados por ac¢ao dos androgénios esta
actualmente bem documentada (revisdao em Ball & Balthazart, 2004). A sua regulag¢do no
cérebro parece ser, no entanto, bastante complexa e dependente de diferentes factores. Por
um lado, parece claro que os androgénios aumentam a expressao do Cyp/9 no hipotalamo
dos peixes e das aves, enquanto que em mamiferos, ambos os efeitos estimulador e
inibitorio foram ja referidos (Lephart, 1996). Em roedores e aves, a T medeia a transcri¢ao
da aromatase em algumas regides do cérebro com importancia na regulacao de fungdes
neuroendodcrinas (Roselli & Resko, 2001; Schumacher & Balthazart, 1986; Balthazart et
al., 1990b). Um dos efeitos da T ¢ o aumento dos neurdnios hipotalamicos que expressam
aromatase, actuando a nivel pré-transcricional e ndo apenas influenciando a cinética da
reaccdo (Hutchison et al., 1995; Balthazart & Foidart, 1993). No cérebro do macaco
(Macaca fascicularis), todas as regides cerebrais que expressam aromatase (hipotalamo
e sistema limbico), expressam também receptores de androgénios (Roselli ez al., 2001), o

que suporta a implicagdo dos androgénios no mecanismo regulador da aromatase.

Em mamiferos, também os estrogénios regulam a actividade da aromatase a nivel pds-
transcripcional, (Abdelgadir et al., 1994). Na area pré-Optica do hipotdlamo da codorniz
japonesa, ndo s6 a T mas também o E, aumentam a actividade da aromatase na ordem de
300-500%, a concentra¢ao do seu mRNA, bem como o numero de células imunorreactivas
a enzima (Panzica ef al., 1996; Balthazart & Ball, 1998). Isto sugere que, pelo menos em
algumas regides do cérebro (sistema limbico), os androgénios nao sdo as Unicas hormonas
esteroides aregular a actividade da aromatase, mas sim uma ac¢ao concertada de androgénios

e estrogénios (Roselli et al., 1997; Balthazart & Ball, 1998). A T e a 5a-dihidrotestosterona
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(DHT) regulam também a expressao da aromatase noutros tecidos como nos fibroblastos da

pele, incluindo na regido genital (Chabab et al., 1986; Berkovitz et al., 1990).

Emcontraste,acastracdo e o tratamento de machos de codornizjaponesacom T (que também
aumenta o E, a nivel local), ndo parece afectar nem o nimero de c€lulas imunorreactivas
para aromatase na regido do corno dorsal da espinal-medula das aves, nem a actividade
da aromatase medida em diferentes posi¢des anatomicas (Evrard et al., 2000), sugerindo
que nesta regido do sistema nervoso central a regulacdo da enzima ndo parece ser feita
pela T e abrindo a hipdtese de esta ser controlada por estimulos neuronais (Blomqvist,
2000). Suspeita-se, por outro lado, que a produ¢do de estrogénios pela aromatase pode
influenciar o metabolismo de neurotransmissores (Balthazart & Ball, 1998), pelo que a
sua func¢do nestas células da corda dorsal pode ndo ter a ver apenas com a biossintese de
estrogénios (Blomqvist, 2000), mas também com a mediag¢ao dos estimulos neurais, ndo

sendo por isso influenciada pela concentragdo de androgénios circulantes.

A expressdo da aromatase foi ja confirmada nos axénios e nas dendrites dos neuronios
do sistema limbico e do hipotdlamo (Naftolin et al., 1996), assim como nos botdes pré-
sinapticos (Balthazart et al., 1992; Balthazart & Foidart, 1993; Foidart et al., 1994).
Os estrogénios produzidos nestas regides podem ser libertados e ligar-se a receptores
especificos de células vizinhas, ou actuar localmente nas proprias células nervosas. A
mesma situacao foi descrita, em caracter de excepcao, para a zona cortical da amigdala nos
ratos e para a regido telencefalica no mandarim, Taeniopygia guttata (passeriforme), em
que a T ndo produziu nenhum aumento na actividade da aromatase (Vockel et al., 1990a).
Este resultado parece confirmar que a regulacdo hormonal ¢ especifica de determinadas
regides cerebrais, que estdo directamente implicadas na activagdo e mediacdo de

comportamentos sexuais, ndo sendo feita de uma forma generalizada.

A regulacdo do gene Cypl9 depende ainda da fase do desenvolvimento em que a
expressao tem lugar (Tobet & Hanna, 1997). A exposicao a androgénios pode ser efectiva
no aumento da actividade da aromatase na fase adulta, mas pode ndo produzir o mesmo
efeito nas fases embriondrias ou juvenis (Weaver & Baum, 1991; revisdo em Hutchison et

al., 1995). Em ratos na fase neonatal, por exemplo, a produ¢do de estrogénios no cérebro
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restringe-se essencialmente aos asterdcitos e aos neuronios propriamente ditos, nao tendo
sido detectada a enzima nos oligodendrécitos (Zwain & Yen, 1999). Por outro lado, as
hormonas sexuais que sdo segregadas durante a puberdade podem melhorar a expressao da
actividade da enzima na idade adulta, contribuindo assim a T e os seus metabolitos para a
modelagdo do cérebro em desenvolvimento, determinando a capacidade de aromatizagao
de forma especifica em machos e fémeas (Roselli & Klosterman, 1998). Assim, nos
mamiferos, a capacidade de resposta das diferentes regides cerebrais a presenca de
androgénios, depende do ambiente enddcrino a que os individuos estiveram sujeitos no

inicio do seu desenvolvimento, determinado pelo seu género sexual.

1.5.1.2 Expressao do gene Cypl9 no cérebro dos vertebrados superiores

A distribui¢do da expressao dos transcritos do gene Cypl9 no cérebro dos vertebrados

verifica-se de forma heterogénea e especifica para diferentes regides cerebrais.

Na determinagdo dos locais de expressdo da P450-aromatase do cérebro tém sido
utilizadas vérias técnicas incluindo ensaios radiométricos com producdo de dgua tritiada
para localizacdo da sua actividade, hibridagdo in situ para determinacdo da expressdo do
mRNA e imunocitoquimica para localizagdo celular da proteina. Como resultado tem-
se verificado que a P450-aromatase esta associada essencialmente a diferentes nucleos
do sistema limbico, como ¢ o caso da regido hipotaldmica no cérebro dos mamiferos
(Foidart et al., 1995a; Roselli, 1995; Roselli et al., 2001; Roselli et al., 1998b), da area
pré-optica (Foidart et al., 1995a; Roselli, 1995; Roselli ef al., 2001; Roselli et al., 1998b;
Roselli et al., 1998a), da amigdala (Foidart et al., 1995a; Roselli, 1995; Roselli ef al.,
2001; Roselli ef al., 1998b; Roselli et al., 1998a; Roselli ef al., 1985), da regido septal
(Foidart et al., 1995a), e do nucleo intersticial da estria terminal (BnST) (BnST Foidart et
al., 1995a; Roselli et al., 2001; Roselli et al., 1998b; Roselli et al., 1998a; Roselli et al.,
1985). Mais precisamente, as células no cérebro que expressam transcritos de mRNA do
gene Cypl9 situam-se no nlcleo pré-optico médio do hipotalamo, nos nucleos da estria

terminal e na zona mediana da amigdala (Roselli et al., 1998b; Roselli et al., 1998a).
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No entanto, mesmo considerando apenas a regido do hipotdlamo uma das regides mais
importantes na mediacdo dos comportamentos sexuais, existem diferentes nlicleos que
podem expressar transcritos do gene com intensidades diferentes, como acontece com o
nucleo hipotalamico ventro-médio que apresenta expressao muito menos intensa do que
o nucleo médio (Roselli ef al., 1998a). Também nas aves estas regides parecem ser as que
expressam os niveis mais elevados de aromatase (Balthazart et al., 1991; Balthazart et al.,

1992; Balthazart & Foidart, 1993; Beyer et al., 1994b)

Alguns autores, utilizando vertebrados inferiores como modelo (exemplo para C. auratus),
revelaram que a sua distribui¢do ¢ muito mais alargada do que as regides do hipotalamo e
do sistema limbico inicialmente indicadas, e referem a presenca da aromatase em células

do sistema sensorial, incluindo a retina (Gelinas & Callard, 1993).

O cérebro dos vertebrados € uma estrutura sexualmente dimorfica que resulta do processo
ontogénico de desenvolvimento. Este dimorfismo sexual revela-se em mecanismos
genéticos (Arnold, 1997) e na actuacao de hormonas esterdides (como acontece com
0 E,) que regulam a distribuicdo da expressdo de diferentes genes no cérebro (Patchev
et al., 1995). A forma e dimensdo das células, bem como a sua organizagdo, varia com
0 sexo o que acaba também por ter uma consequéncia indirecta na sensibilidade que
diferentes regides apresentam a acc¢ao de certas hormonas (Brown et al., 1999). Este
dimorfismo sexual anatomico ¢ indicativo da ac¢do que as hormonas esteroides t€ém na
activacdo das diferentes regides do cérebro e traduz-se em dimorfismo sexual do ponto
de vista fisiologico e comportamental (Brown et al., 1999). Neste aspecto a distribui¢cdo
da expressdo do gene Cypl9 ¢ elucidativa, uma vez que ndo sé € especifica de algumas
regides em particular, como também ocorre de forma diferencial nestes nticleos do sistema
nervoso central (SNC) de machos e fémeas em relacao a estes nucleos (Balthazart et al.,
1996b; Hutchison et al., 1995). Tem sido argumentado que este dimorfismo pode ndo
ser originado com base em mecanismos enddcrinos, mas sim accionado por mecanismos
genéticos mais ou menos directos como acontece com a formagdo dos testiculos nos
mamiferos, o que esta dependente da expressdo do gene SRY (Sex determining Region

in the Y-chromosome) (Arnold, 1996). A teoria mais aceite refere, no entanto, que as
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diferengas sexuais na anatomia do cérebro e também na sua func¢do sdo accionadas com
base na accdo de esterdides produzidos nas gonadas durante o periodo embrionario e
neonatal. Nos mamiferos, os esterdides testiculares accionam padrdes masculinos de
desenvolvimento neural, enquanto que os padrdes de desenvolvimento neural femininos

ocorrem na auséncia destas secrec¢des testiculares (Arnold, 1996).

Os mecanismos responsaveis pela diferenciagdo sexual dos ntcleos cerebrais envolvidos
no controlo dos comportamentos reprodutores tém sido estudados especialmente nos
mamiferos (exemplos em Veney & Rissman, 2000; Veney & Rissman, 1998; Roselli et
al., 1998a; Roselli et al., 1985) e nas aves (exemplos em Vockel et al., 1990b; Arnold,
1997; Balthazart, 1997). Nos mamiferos, a T produzida pelos testiculos durante a fase
fetal condiciona a organizagdo do cérebro e a futura orientacdo dos comportamentos
sexuais. As diferencas na expressdo da aromatase entre sexos parecem resultar (pelo
menos em parte) da actuagdo da T (Hutchison et al., 1995) através da ligagdo a receptores
de androgénios (Beyer et al., 1994a), o que aumenta a actividade da aromatase nos
neurdnios hipotalamicos (Hutchison, 1997) e/ou dos seus metabolitos no cérebro em
desenvolvimento (Roselli & Klosterman, 1998). Este processo condiciona a distribui¢cdo

da aromatase na fase adulta e as respostas comportamentais dos individuos.

Em murganhos (Mus musculus) em desenvolvimento, durante o periodo perinatal, as
principais fontes de expressao da aromatase localizam-se na area pré-optica, em algumas
regides do hipotdlamo e no sistema limbico, essencialmente na regido da amigdala (Lauber
& Lichtensteiger, 1994; Tsuruo et al., 1994). A sua expressdo diminui de intensidade
a medida que os individuos se desenvolvem, com excepcdes na amigdala e no BnST
(BnST, Lauber & Lichtensteiger, 1994). Foi ainda demonstrada, mesmo na fase neonatal,
a ocorréncia de transcritos e de actividade enzimatica da aromatase no mesencéfalo
embrionario (Raab et al., 1995), para além do telencéfalo e do diencéfalo, onde tem uma

distribui¢do mais geral.

Durante a diferenciacdo do cérebro de murganhos, a expressdo do mRNA da aromatase
no hipotdlamo (Harada & Yamada, 1992) aumenta lentamente e atinge valores maximos

na altura do nascimento, apresentando os machos maior actividade enzimatica do que as
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fémeas (MacLusky ef al., 1987). No entanto, em ovelhas o periodo perinatal ndo parece
revelar diferengas sexuais na expressao da enzima, pelo menos de forma continua, embora
a expressdo detectada revele maior intensidade nos nucleos ja referidos (hipotalamo e
amigdala) (Roselli et al., 2003), o que pode estar relacionado com as diferentes formas de

expressao comportamental nos diferentes grupos.

As regides onde se denota um maior dimorfismo sexual no cérebro dos vertebrados, sao
exactamente as mesmas que estdo envolvidas na mediagdo dos comportamentos sexuais
e que incluem o nucleo pré-optico mediano e o BnST (Schumacher & Balthazart, 1986;
Beyer et al., 1994a; Roselli et al., 1998a), com o macho a expressar a enzima com maior
intensidade. A maior capacidade de aromatiza¢ao dos machos na area pré-Optica pode
ajudar também em parte a explicar a razdo pela qual estes sdo comportamentalmente mais
reactivos a T do que as fémeas (Roselli ez al., 1997). Por outro lado, as fémeas de roedores
parecem apresentar maior quantidade de neurdnios imunorreactivos aos receptores de
estrogénios na zona central da 4rea pré-Optica, sendo este padrdo invertido no BnST
(Veney & Rissman, 1998). Estas diferencas entre sexos sdo comuns a diferentes grupos de
vertebrados, embora nem sempre seguindo o mesmo padrao de desenvolvimento (Foidart
& Balthazart, 1995). Nas aves por exemplo, parece haver uma rela¢do entre a expressao
desta enzima e os nticleos cerebrais pertencentes ao sistema de controlo do canto (Vockel

et al., 1990Db).

Por vezes, as zonas em que a aromatase ¢ expressa no cérebro sao acompanhadas por uma
sobreposi¢do da expressao dos receptores de estrogénios (Tsuruo et al., 1995; Tsuruo et al.,
1996), embora esta sobreposi¢ao nao seja absoluta. No nicleo mediano da drea pré-optica do
hipotalamo da codorniz japonesa, apenas 20% das células que contém aromatase expressam
também receptores de estrogénios. No BnST este valor decresce para 4% (revisdo em Absil
et al.,2001a), embora a sobreposicao das duas moléculas seja mais alargada noutras regides
do cérebro, como no niicleo hipotalamico ventro-médio (Balthazart e al., 1991). Os ntcleos
que contém células com aromatase localizam-se, quer na codorniz quer no musaranho
(Suncus murinos), em posi¢oes adjacentes as areas que contém ERa, o que sugere uma ac¢ao

potencialmente paracrina dos estrogénios sintetizados no cérebro a partir de androgénios
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circulantes (Balthazart et al., 1991, Veney, 1998 #573). Verifica-se, no entanto, uma forte co-
localizacdo das areas imunorreactivas a aromatase com ERf, sugerindo que os estrogénios
podem por um lado actuar nestas mesmas células mediando os comportamentos sexuais
e/ou que a sua ligacdo a receptores pode estar implicada no controlo da expressdo da enzima

nestas regides (Absil et al., 2001a).

Experiéncias utilizando técnicas radiométricas permitiram nao sé clarificar quais as
principais zonas de actuacdo da T no cérebro mas também compreender o papel dos
androgénios na exibi¢ao dos comportamentos de copula na codorniz japonesa (Balthazart
et al., 1996a; Balthazart er al., 1996¢; Balthazart et al., 1990b; Foidart & Balthazart,
1995). Estes trabalhos, conjuntamente com experiéncias realizadas utilizando inibidores
da aromatase e anti-estrogénios (Alexandre & Balthazart, 1986; Foidart et al., 1994;
Foidart ef al., 1995b) permitiram confirmar que os metabolitos da T (e particularmente
a acumulacdo de E, em certas regides do cerebro) tém uma relagdo directa com o
desempenho de certos comportamentos sexuais, actuando androgénios e estrogénios em
regides diferentes do cérebro (Balthazart & Surlemont, 1990). Verificou-se também existir
uma correlagdo entre o E, produzido no cérebro € o desempenho de comportamentos
agonisticos e de constru¢do de ninhos nas aves (Vockel et al., 1990a), comportamentos
estes que estdo também directamente relacionados com a reproducdo. Outra questdo
interessante refere-se ao facto da aromatase no cérebro dos machos de algumas aves
cantoras apresentar uma distribui¢ao no diencéfalo que varia consoante a fase da época de
reproducdo. Uma explicacdo causal para este fendémeno seria a alteragdo da concentracao
de T circulante, por sua vez associada a alteracdo dos comportamentos por parte dos

machos (Foidart et al., 1998).

Nos peixes, algumas regides cerebrais apresentam também padrdes sexualmente
dimorficos, seguindo o mesmo padrdo que os vertebrados superiores, mas com expressao
de aromatase mais elevadas nos machos do que nas fémeas. Os elevados niveis de
aromatase nos tecidos neuroenddcrinos dos peixes teledsteos torna-os de grande interesse
para estudos que envolvem esta enzima, a sua regulagdo e o seu papel na modulacao

das respostas dependentes de androgénios nos tecidos neuroldgicos centrais (Pasmanik
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& Callard, 1985). Tal como noutros vertebrados, também nos peixes existe um periodo
sensivel a exposicdo a esterdides produzidos pelas gonadas embriondrias. No caso de
O. mossambicus, a sensibilidade a estrogénios ocorre nos 10 primeiros dias de vida e a
androgénios entre os dias 10 e 20 (Tsai ez al., 2000). Tratamentos feitos com E, revelaram
uma diminui¢do da expressdo da aromatase e do receptor de estrogénios o (ERa) no
cérebro quando aplicados até ao dia 10 pos-fertilizagao. O tratamento com um androgénio
(17a-metiltestosterona) entre os dias 10 e 20, pelo contrario, resultou num aumento da

expressao da enzima e dos receptores de estrogénios a e 3) (Tsai et al., 2001).

Este conjunto de evidéncias permite compreender que a mediagdo neurofisioldgica da T na
activacao de comportamentos sexuais depende, pelo menos em parte, da sua conversao em
estrogénios. Nos machos a concentragdo permanente de T em circulagdo no plasma ¢ em
regra elevada, o que sugere que este ndo ¢ o unico mecanismo capaz de mediar actividades
comportamentais especificas. Por outro lado, ajuda a compreender as diferencas sexuais na
expressao da aromatase nos nucleos cerebrais referidos anteriormente, uma vez que a sua
expressao ¢ em parte mediada pela ligagdo desta hormona aos seus receptores especificos.
Actualmente ¢ também evidente que androgénios e estrogénios sdo importantes na mediacao
dos comportamentos sexuais indispensaveis a reproducdo, como a copula por parte dos
machos nas aves (Balthazart & Surlemont, 1990) e os comportamentos de lordose por parte
das fémeas dos mamiferos (Bakker et al., 2003), havendo no entanto autores que referem
casos (por exemplo em hamsters) em que a produgdo de estrogénios nao ¢ necessaria para a

exibi¢do e concretizagdo dos comportamentos sexuais (Cooper ef al., 2000).

1.5.1.3 Expressao da aromatase nos diferentes tecidos

Nos ovarios de grande parte dos mamiferos a producdo da aromatase varia com a fase do
ciclo de vida. As células da granulosa de foliculos pré-ovulatorios expressam niveis mais
elevados de aromatase do que foliculos mais pequenos (Hickey et al., 1988) e em algumas
espécies como € o caso dos humanos e dos roedores, a aromatase pode também ser expressa

no corpus luteum, variando também a quantidade da expressdo com o desenvolvimento
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do foliculo (Hickey et al., 1988). A expressdo da enzima parece ser relativamente fraca
quando os foliculos antrais estdo ainda pouco desenvolvidos, aumentando bastante na

fase pré-ovulatoria.

Também nos testiculos dos ratos (Rattus norvegicus) ¢ detectada aromatase activa (Janulis
et al., 1998; Carpino et al., 2001; Carreau, 2001; Tsubota et al., 1993). Embora as células
de Leydig fossem inicialmente referidas como o tnico local de producdo de estrogénios
nos testiculos dos mamiferos, a expressao e localizagdo de aromatase nos testiculos parece
depender, pelo menos em parte, da idade. Transcritos e proteina de P450-aromatase
encontram-se associados as células de Serto/i em animais imaturos e as células de Leydig
nos adultos (Carreau et al., 1999; Carreau, 2001), onde parece ser regulada pelo menos em
parte por androgénios (Genissel & Carreau, 2001). Noutros mamiferos como o porco ou
mesmo em humanos, a sua expressdo esta essencialmente associada as células de Leydig
(Carreau & Levallet, 2000; Carreau, 2001). No murganho foi demonstrado que a capacidade
de aromatizacdo de androgénios a estrogénios pelas células de Leydig depende da idade,
com valores mais elevados nos individuos adultos do que nos juvenis (Kmicikiewicz et
al., 1997) e do fotoperiodo (Kmicikiewicz & Bilinska, 1997; Bilinska et al., 2001). Mais
recentemente, no cavalo, a presenga de células imunorreactivas de aromatase foi detectada
em cé¢lulas de Leydig, assim como no citoplasma das células que se encontram a envolver
as c¢lulas germinais, na juncdo com as células de Sertoli, confirmando a producao local
de estrogénios nestas ultimas e sugerindo uma regulagdo paracrina da espermatogénese
(Sipahutar et al., 2003). Esta fun¢do reguladora parece também ser confirmada pela
presenca complementar das duas formas de receptores de estrogénios. A forma ERa no
rato e no musaranho surge associada as células de Leydig (Bilinska et al., 2000; Bilinska
etal.,2001), enquanto que a forma 3 do receptor ¢ preferencialmente expressa nas células
germinais (Bilinska et al., 2001). Foram também detectadas isoformas ndo funcionais
da aromatase em espermatocitos produzidas por splicing alternativo, que revelaram a
auséncia do ultimo exao responsavel pela expressdo do dominio de ligagdo ao grupo heme,

indispensavel para o correcto funcionamento da enzima (Levallet et al., 1998b).

Em resumo, além da presen¢a confirmada e aceite da aromatase nos ovarios, a aromatase
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encontra-se também amplamente presente nas gonadas masculinas dos vertebrados,
onde pode ser encontrada no citoplasma das células de Leydig e de Sertoli, nos
espermatocitos (fase meiodtica do paquiteno), nos diferentes tipos de espermatideos e
também nos espermatozoides propriamente ditos (revisdo em O’Donnell et al., 2001),
tendo inclusivamente ja sido confirmada a capacidade de producdo de estrogénios
pelos espermatozoides humanos ap6s ejaculacio (Aquila et al., 2002). Esta localiza¢ao
generalizada da aromatase nos testiculos dos vertebrados associada a expressao local de
receptores de estrogénios documenta a importancia que estas hormonas tém também no
aparelho reprodutor masculino tendo a presenga do E, sido confirmada como essencial para
a fertilidade nos machos (revisao em Hess, 2003). Estudos feitos com murganhos knockout
para o gene Cypl9, revelaram um processo de hipertrofia das células de Leydig, indicando
que a producdo local de estrogénios ¢ fundamental para um correcto desenvolvimento
das células germinais masculinas e ndo s6 para os ovarios (Robertson et al., 1999). A
produgdo de estrogénios ¢ de tal forma importante nos machos que uma desregulacao
dessa producdo ou da sua deteccdo nas células alvo pode conduzir a infertilidade
masculina ou a desarranjos na espermatogénese (Sharpe, 1998). Os estrogénios, ou o
balancgo entre estrogénios e androgénios desempenham uma fung¢ao fisiolégica importante
na manuteng¢ao das fung¢des das gonadas masculinas (Carreau et al., 2001), mediados pela
expressao da aromatase nas células de Leydig, nas células de Sertoli e também nas células

germinais, sob o controlo do promotor Ila (Lanzino et al., 2001).

Os padroes de expressdo da aromatase na placenta variam muito durante a gestagdo
em diferentes espécies. Os transcritos do Cyp/9 neste tecido ocorrem na nossa espécie,
em primatas ndo humanos, em porcos, em bovinos, em cavalos e em coelhos, mas
curiosamente nao parece haver qualquer expressao associada a placenta dos ratos e dos
murganhos, que contudo contém os factores de transcricdo necessarios para expressar a

aromatase humana na placenta (Simpson et al., 1994).

Como a produgdo de E, se encontra normalmente associada as gonadas, os restantes tecidos
em que a aromatase ¢ expressa sdo referidos como tecidos periféricos. Destes tecidos,

o adiposo constitui uma das principais fontes de produgdo de estrogénios nos machos e
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nas fémeas dos vertebrados. E o tecido responsavel pela conversio de grande parte da A
circulante em E,, processo que tende a aumentar com o aumento da obesidade e com a
idade em ambos os sexos (Simpson et al., 1994). Este processo toma particular importancia
a medida que os ovarios vao cessando a produgdo de estrogénios. O tecido adiposo € tido
como importante na produgdo de estrogénios em mulheres na idade da menopausa e pos-

menopausa, € em homens de idade mais avangada (Simpson et al., 1997).

As células do osso exibem também uma grande actividade da aromatase, que desempenha
um papel relevante no metabolismo do célcio, o que associado ao facto destas constituirem
um local privilegiado para o desenvolvimento de metéstases do cancro da mama, tornou o
0sso um importante tecido alvo no estudo da expressao do Cyp!9 (Simpson et al., 2000).
O transcrito neste tecido revelou a presenca do exao 1.6 (Shozu et al., 1998), embora este

exao possa também ser encontrado noutros tecidos.

A aromatase foi ainda referida na pele dos humanos (Harada, 1992), onde parece utilizar
0 mesmo promotor que o tecido adiposo (exdo 1.4), que pode também estar envolvido
na expressdao do Cypl9 no osso (Nelson & Bulun, 2001). A expressdo da aromatase foi
também detectada nos fibroblastos da pele de outros mamiferos (Longcope et al., 1983) e

aves (Leshin et al., 1981; Schlinger et al., 1989).

Em resumo, os transcritos de aromatase sdo expresso no SNC e em tecidos periféricos

enfatizando as fungdes plurais dos estrogénios através da conversao local dos androgénios.

1.5.1.4 Expressio da aromatase em peixes teledsteos

A semelhanca do que se conhece para mamiferos e aves, a expressio da aromatase em
peixes ndo se restringe apenas as gonadas femininas. Em meados da década de oitenta,
Pasmanik e Callard (1985) investigaram a presenga de aromatase em diferentes tecidos
neuroenddcrinos (cérebro, pituitdria e espinal-medula) de duas espécies de peixes (o
peixe-vermelho — C. auratus, e o batracoidideo — Opsanus tau). Este trabalho permitiu

observar valores extremamente elevados de estrogénios produzidos localmente em ambos

39



Ciclo Hormonal Reprodutor, Clonagem e Expressdo da Aromatase na Tilapia

40

os sexos, comparados com os valores conhecidos para outros vertebrados (Pasmanik &
Callard, 1985). Estas diferencas na expressdo da aromatase no cérebro entre teledsteos
e os vertebrados superiores haviam ja sido referidas anteriormente (Callard et al., 1978;
Callard et al., 1981) e pareciam sugerir que a aromatase teria, também nos peixes, um
papel importante a nivel do sistema nervoso central, mais particularmente em diferentes
regides do cérebro anterior, com particular incidéncia na area pré-optica do hipotalamo, e

na pituitaria (Pasmanik & Callard, 1985).

No inicio da década de noventa, utilizando o peixe-vermelho como modelo, foram
detectadas células neuronais imunorreactivas a aromatase utilizando anticorpos dirigidos
a aromatase da placenta humana (Gelinas & Callard, 1993). Com estes anticorpos foi
detectada aromatase no cérebro de C. auratus, assim como nos neuronios, nas células
ganglionais dentro da retina, nalgumas fibras do nervo dptico e também no tracto optico,
levantando a hipotese de que os estrogénios produzidos localmente no cérebro pudessem
modular a integracao da informagao visual relevante para a reproducgdo da espécie (Gelinas

& Callard, 1993).

Os elevados valores de actividade da aromatase detectados no cérebro dos peixes, estiveram
na origem de alguns trabalhos que tornaram evidente a existéncia de um transcrito especifico
do cérebro no peixe-vermelho (Callard & Tchoudakova, 1997; Gelinas et al., 1998;
Tchoudakova & Callard, 1998), transcrito este ndo produzido por splicing alternativo, mas
sim originado por uma segunda cépia do gene Cypl9, denominado Cypl9B. A sequéncia
de nucledtidos deste transcrito cerebral e a sequéncia de aminoacidos da proteina traduzida
apresenta uma baixa homologia com sequéncias correspondentes do transcrito especifico
do ovario na mesma espécie (62%), e apresenta homologias com o gene Cypl94 de outras
espécies de teledsteos que oscilam entre 68 e 72% (Tchoudakova & Callard, 1998). No
entanto, a sua homologia nas zonas de dominios funcionais em relagdo a outros transcritos
parece manter-se conservada (Gelinas ef al., 1998), produzindo uma proteina funcional. A
expressao do transcrito do cérebro do peixe-vermelho apresenta alguma variagdo sazonal,
sendo a sua actividade mais expressiva no periodo de desenvolvimento das gonadas com

um pico no més de Fevereiro (Gelinas et al., 1998).
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Inicialmente considerava-se que a presenca de dois genes para a aromatase seria especifico
dos ciprinideos e que o transcrito expresso no cérebro teria surgido devido a um fenémeno
de tetraploidia ocorrido na sua historia evolutiva. A existéncia de dois genes codificando
copias funcionais do gene Cypl9 foi entretanto confirmada em vérias espécies: tilapias
(Cruz & Canario, 1999; Kwon et al., 2001), peixe-zebra (Kishida & Callard, 2001) truta
arco-iris (Dalla Valle et al., 2002b), solha (Kitano et al., 1999) e pargo (Gen et al., 2001).

Os peixes teledsteos possuem duas copias do gene Cypl/9, em que uma ¢ expressa
essencialmente nas gonadas (Cypl94) e a outra no cérebro (Cypl9B). Cada gene Cypl9
codifica uma proteina funcional com um promotor especifico e diferente regido 5’
a flanquear este promotor (Tchoudakova & Callard, 1998; Kishida & Callard, 2001).
Adicionalmente, os genes Cypl/9A e Cypl9B localizam-se em dois cromossomas
diferentes no peixe-zebra e na tilapia (Chiang et al., 2001b; Harvey et al., 2003) e em
nenhum dos casos nos cromossomas sexuais. Por esta razdo, foi sugerido que embora
possam influenciar o racio sexual, estes genes ndo devem apresentar um papel primordial

na determinacdo sexual na tilapia (Harvey et al., 2003).

Ao contrério do que ¢ referido para os mamiferos e para as aves, os resultados referidos para o
peixe-zebra parecem nao indicar a existéncia de diferengas entre machos e fémeas na expressao
da enzima no cérebro (Tong et al., 2001a). Também no cérebro dos peixes a distribuicao
dos transcritos ¢ relativamente vasta, sendo a regido do hipotdlamo uma das principais zonas
de expressdo e, consequentemente, a mais bem documentada. Nos peixes, a producdo de
estrogénios € significativa nas regides do cérebro médio e posterior, sendo menos evidente
em mamiferos e nas aves (Pasmanik & Callard, 1985). No peixe-zebra, ocorrem transcritos
de Cyp19B no bolbo olfactivo, na regido telencefélica e também no hipotdlamo, quer na fase
adulta quer em larvas (16 dias apds a fertilizacdo) (Tong et al., 2001a). Em conjunto, estas
observagdes parecem indicar que diferentes proteinas podem apresentar fungdes especificas
tanto na organizagdo cerebral das larvas em desenvolvimento, como na organizagao fisiologica
do cérebro dos peixes e na mediagdo dos seus comportamentos reprodutores, a semelhanga do

que foi referido anteriormente para os vertebrados superiores.
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1.5.2 INFLUENCIA DA AROMATASE

NA DETERMINACAO E NA DIFERENCIACAO SEXUAL EM VERTEBRADOS

A diferenciacdo sexual resulta de uma cascata de eventos genéticos e hormonais pré
determinados, que culmina na formagao de testiculos ou ovéarios, com todas as estruturas
inerentes, a partir das gonadas bipotenciais. Por determinagdo sexual designa-se o evento
que accionatodo este mecanismo (Lance, 1997). Nos vertebrados, ou pelo menos em grande
parte, a determinacdo sexual estd associada a expressdo genotipica de cada individuo,
através da existéncia de cromossomas sexuais. Apos a determinacdo do sexo genético,
este vai desencadear uma cascata de eventos que permitem as gonadas indiferenciadas
desenvolverem-se ou como testiculos no caso de se tratar de um macho, fazendo regredir
as estruturas que originariam génadas femininas, ou como ovarios no caso de se tratar
de uma fémea. O processo da diferenciacdo sexual, bem como da organizacao sexual do
individuo, depende do ambiente hormonal a que o individuo se encontra exposto (revisdo
em Becker et al., 2002). Nos mamiferos, os machos em desenvolvimento necessitam
de elevadas concentracdes de androgénios para se diferenciarem no sentido masculino,
num processo conhecido por virilizacdo. As fémeas desenvolvem-se na auséncia da
producdo de androgénios, desenvolvendo ovarios. Ainda nos mamiferos e mesmo nas
aves, a organizacdo sexual do cérebro ¢ condicionada pela existéncia de aromatase no
SNC que localmente ¢ responsavel pela conversdo de androgénios aromatizaveis em
estrogénios (Ball & Balthazart, 2004). A aromatase ¢ assim um mediador central na
diferenciacdo sexual em diferentes vertebrados e a sua importancia neste processo foi ja
aferida experimentalmente, através da utilizag¢do de inibidores especificos em diferentes

grupos de vertebrados e da subsequente aplicagdo de terapias de substitui¢do.

Em muitos teledsteos, incluindo as tilapias (por exemplo, Oreochromis niloticus e O.
mossambicus), a determinacdo sexual ¢ definida também por um mecanismo cromossémico
XX/XY (revisao em Trombka & Avtalion, 1993). Mesmo dentro do grupo das tilépias o
mecanismo genético de determinagao sexual ndo € idéntico para todo o grupo. Por exemplo,
em O. aureus o sexo heterogamético ¢ o feminino, e consequentemente, nesta espécie 0s

cromossomas sexuais ZZ/WZ sdo ZZ paramachos e WZ para as fémeas (Trombka & Avtalion,
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1993). O sexo genético de cada individuo determina o seu enquadramento hormonal, podendo
ser influenciado pelo ambiente fisico (temperatura) e social, e pela interac¢ao destes factores

com uma componente de determinagdo genética (Guiguen et al., 1999).

Embora as tildpias apresentem cromossomas sexuais, a temperatura tem também influéncia
na determinagdo do sexo dos individuos, condicionando a expressdo de determinados
genes. Em O. niloticus, a temperatura de incubacdo influencia o sex-ratio, alterando a
propor¢ao de machos funcionais em cerca de 30%, a partir de fémeas geneticamente
determinadas (Baroiller et al., 1995). Estes resultados foram obtidos submetendo as
larvas a uma temperatura de incubagdo de 36°C durante o periodo sensivel a actividade
hormonal, nas duas semanas seguintes a fertilizagao (Baroiller ef al., 1995). Nesta espécie,
quando a incubagdo ¢ feita a temperaturas mais elevadas que as naturais a expressao do
gene Cypl9 ¢ reprimida (D’Cotta et al., 2001a), inibindo a producdo de estrogénios e
masculinizando os individuos. Também em O. mossambicus as temperaturas elevadas
produzem descendéncias essencialmente masculinas, e o contrario ¢ referido para
temperaturas de incubagdo baixas (Wang & Tsai, 2000). As temperaturas elevadas podem,
no entanto, ser também responsaveis pela estimula¢ao de outros genes que possam estar
envolvidos na diferenciacdo sexual destes individuos (D’Cotta et al., 2001b). A sintese
de E, nas gonadas ¢ crucial para a formagdo dos ovarios, como resultado da expressdo
do gene Cypl9, enquanto que a producdo de androgénios ¢ mediada pela enzima 11f-

hidroxilase (Cyp11B) que promove a diferenciacdo de testiculos (Guiguen et al., 1999).

Ainfluéncia da temperatura na determinacao sexual dos peixes estende-se também a outras
espécies de teledsteos como ¢ referido para alguns aterinideos (Odontesthes argentinensis
Striissmann et al., 1996a; Odontesthes bonariensis Striissmann et al., 1996b), confirmando
que o efeito da temperatura, pelo menos nalgumas espécies deste grupo, parece capaz
de contrariar a componente genética da determinacdo sexual. As baixas temperaturas de
incubacao induzem o desenvolvimento dos ovarios, o que implica que grande parte das
espécies que apresentam a temperatura como factor ambiental de determinacdo sexual
produzirdo maior niimero de fémeas se a postura for incubada a uma temperatura baixa

(Baroiller & D’Cotta, 2001).
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Nos restantes grupos de vertebrados, nomeadamente nos répteis e nos anfibios, embora
existam espécies em que o sexo ¢ determinado desde a fertilizagdo por cromossomas
sexuais (revisdo em Pieau, 1996), os casos em que a determinac¢do sexual ¢ dependente
da temperatura sdo, de facto, extremamente frequentes (Pieau et al., 2001). Nestas
espécies, as temperaturas de incubacdo influenciam o ambiente enddcrino no embrido e
este processo vai activar uma de duas cascatas de determinacgdo sexual e inibir a restante,
influenciando a producdo predominante ou de machos ou de fémeas (Crews & Bergeron,
1994; Crews, 1996), implicando a aromatase, através da producao de estrogénios, neste

processo mediada pela temperatura (Chardard et al., 1995; Jeyasuria & Place, 1998).

Estudos com inibidores da aromatase tém sido desenvolvidos com diferentes grupos
(répteis anfibios e aves) para documentar a relevancia desta enzima na diferenciagdo
sexual (Lance & Bogart, 1992; Jeyasuria & Place, 1998; Burke & Henry, 1999; Gong
et al., 1999; Wennstrom & Crews, 1995; Chardard & Dournon, 1999). Embora o efeito
dos estrogénios seja bem aceite no que se refere a determinagdo sexual, o papel dos
androgénios permanece controverso. Em alguns anuros, a T administrada exogenamente
induz a masculinizagdo, mas paradoxalmente nos urudelos foi j& identificado o efeito
contrario, promovendo a feminiza¢ao de machos geneticamente determinados (Chardard et
al.,2003). Este resultado pode ser explicado pela aromatizagao dos androgénios exdgenos
em estrogénios, que actuardo no desenvolvimento dos ovarios, o que ¢ confirmado pela
administracdo de androgénios ndo aromatizaveis que ¢ suficiente para induzir inversdo

sexual em fémeas geneticamente determinadas (Chardard et al., 2003).

1.6 RECEPTORES DE ESTROGENIOS

Embora actualmente o papel desempenhado pelos estrogénios e pelas estruturas que
sdo indispensaveis a sua producdo e expressdo seja bem conhecido no que se refere a
diferenciagdo sexual do cérebro e a activagdo dos comportamentos reprodutores, na
ultima década as suas func¢des foram sendo alargadas ao normal desenvolvimento dos

adolescentes de ambos 0s sexos, ao desenvolvimento e mineralizagdo dos 0ssos e mesmo



Introdugdo Geral

a questdes relacionadas com o funcionamento do sistema circulatdrio (Sharpe, 1998). A
completa actuagdo dos estrogénios nos organismos vivos inicia-se na sua producao pelo
citocromo P450-aromatase, mas o seu funcionamento so6 fica completo quando actua nos
tecidos alvo, através de ligacdo a receptores especificos que sdo os mediadores chave do

efeito fisiologico dos estrogénios.

Os estrogénios podem actuar por mecanismos de accao gendmica, o que constitui 0 modo
de accdo classico. Neste processo, os estrogénios ligam-se nas células a receptores nucleares
especificos. Apos a ligag@o aos receptores, o complexo vai ligar-se a sequéncias particulares
de DNA (elementos de resposta a estrogénios — ERE), modulando desta forma a produ¢ao
de proteinas especificas. Por outro lado, os estrogénios podem actuar também de forma
ndo gendmica, exercendo a sua func¢do por ligagdo a regides membranares € que parecem
ser comuns a diferentes tipos de moléculas (Nadal ez al., 2000). Os mecanismos de ac¢do
ndo gendémicos podem ainda ser activados através da ligagdo dos estrogénios a receptores

especificos presentes na membrana plasmatica (Levin, 1999) e ndo no nucleo da célula.

Os receptores de estrogénios integram um vasto conjunto de moléculas conhecido como
super familia dos receptores nucleares. Esta super familia constitui a maior familia de
factores de transcri¢do conhecida. A ela pertencem diferentes tipos de receptores para
hormonas esteréides (T, progesterona e glucocorticéides) e que constituem a familia dos

receptores hormonais nucleares, ou receptores tipo I (Couse & Korach, 1999).

Na década de 80 foram clonados os primeiros receptores de estrogénios (receptor o). Foi
j& na segunda metade da década de 90, que foi isolada forma B do receptor codificada
por um gene especifico (Kuiper et al., 1996; Mosselman et al., 1996; Tremblay et al.,
1997). Nao s6 nos mamiferos, mas também noutros grupos de vertebrados foram clonadas
uma ou ambas as formas do receptor, como nas aves (Jacobs et al., 1996; Lakaye et al.,
1998; Bernard ef al., 1999) e nos anfibios (Weiler et al., 1987). Nos peixes, 0s primeiros
receptores de estrogénios foram clonados a partir de 1990 (Pakdel ef al., 1990; Chang et
al., 1999; Tchoudakova et al., 1999; Munoz-Cueto et al., 1999; Ma et al., 2000; Pakdel et
al., 2000; Socorro et al., 2000).
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Figura 4 — Estrutura da proteina dos receptores de estrogénios nos humanos. (Adaptado de Luconi et
al., 2002).

A sequéncia de aminodcidos para os receptores nucleares encontra-se dividida em seis
dominios diferentes, que foram designados de A a F (Figura 4), compreendendo cada um,
uma fun¢do especifica. Alguns destes dominios mantém-se mais ou menos conservados
entre individuos de espécies diferentes, de acordo com a fun¢@o que desempenham (Figura
4). O dominio que fica mais proximo do N-terminal é conhecido como dominio A/B e
apresenta um comprimento que pode ser varidvel e constitui ainda a regido com menor
taxa de homologia dentro de todos os membros da super familia dos receptores nucleares.
Este dominio compreende uma funcdo de activagdo importante para a actividade de
transcri¢do (Pettersson & Gustafsson, 2001). Os dominios que apresentam o maior grau
de conservacdo da sequéncia entre os diferentes vertebrados sdo os dominios C e o E

(Couse & Korach, 1999).

O Dominio C, ou dominio de ligacdo ao DNA ¢ o responsavel pela ligacdo especifica
ao DNA e também pelo processo de dimerizagdo do receptor. Este dominio codifica
uma estrutura composta por dois zinc-fingers, responsaveis pela ligacdo do receptor ao
DNA. Estas estruturas apresentam uma homologia muito elevada, ndo apenas dentro dos
diferentes grupos animais, como também entre as duas formas de receptores (Couse &
Korach, 1999). O dominio E, que se situa quase na regido C-terminal, ¢ também designado
por dominio de ligagdo ao ligando. Esta regido, embora apenas moderadamente conservada
(aproximadamente 60% entre os varios vertebrados), apresenta uma afinidade semelhante

para o E, quer no ERa quer no ERB.

O dominio C estabelece a sua ligagdo ao DNA em zonas especificas (ERE) e que sao por

sua vez responsaveis pela transcri¢do de proteinas especificas. Estes ERE apresentam
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sequéncias com estruturas palindromicas e que indicam que a ligacdo do dominio C
se realiza de forma simétrica. Este processo de ligacao implica a formagao de dimeros
de receptores, ligando-se aos ERE acoplados um ao outro, e ocupando cada um meio
local de liga¢do na sequéncia palindroma. Este processo de dimerizagdo dos receptores
¢ induzido pela liga¢do do E, ao receptor e que, consequentemente, inicia o processo de
transcricao especifica apos ligagdo aos ERE. A formagao de dimeros pode ser feita estando
presentes dois receptores de subtipos idénticos (ex.: ERa + ERa ou ERB + ER) ou ainda
utilizando subtipos diferentes (ERa + ER), formando respectivamente homodimeros ou

heterodimeros, ambos funcionais (Pettersson & Gustafsson, 2001).

No Homem, os genes responsaveis pelos receptores de estrogénios sdo compostos por 9

exdes, estando o local de inicio da transcri¢cdo localizado no segundo exao (Figura 5).

oA — [T 2 T3 5 Tel 7T 5T 5

Gene ER — — I U i i =

Figura 5 — Estrutura do gene dos receptores de estrogénios.

Presentemente, estdo ja disponiveis iniimeras sequéncias para ambas as formas dos
receptores e, como foi referido para a aromatase, sdo conhecidos numerosos processos
de splicing (revisdo em Pettersson & Gustafsson, 2001; Luconi et al., 2002), associados
sobretudo a regido C-terminal do receptor 3, em que foram j& descritas isoformas que
parecem expressar-se preferencialmente nos tecidos neuroenddcrinos, sugerindo uma
regulacdo tecidular especifica também para estas moléculas (como referida para a

aromatase) (Ma et al., 2000).

Recentemente, foi identificado um terceiro receptor de estrogénios em peixes. Este
receptor parece ter surgido por um processo de duplicagdo génica a partir do receptor 3

(Hawkins et al., 2000; Halm et al., 2004; Pinto et al., 2006)
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A distribuicdo nos diferentes tecidos dos dois principais tipos de receptores, embora com a
dominancia particular de uma das formas pode por vezes sobrepor-se como acontece nos
tecidos reprodutores femininos (Brandenberger et al., 1997; Couse ef al., 1997; Enmark
et al., 1997). A dominancia de cada um dos subtipos ¢ de alguma forma complementar
tendo em conta os diferentes tecidos. O ERa ¢ predominante no tUtero, glandulas
mamarias, testiculos, pituitdria, figado, rim, coragdo e musculo-esquelético. O ERp ¢

mais significativamente expresso no ovario e na prostata (Couse & Korach, 1999).

Contudo, estes dados da expressdo nem sempre sdo idénticos para espécies diferentes.
Por exemplo, nos ovarios dos mamiferos, a localizagdo dos receptores de estrogénios
ndo tem sempre sido referida de forma clara. Em roedores, mais particularmente no
rato, a expressao da forma ERP foi referida apenas nas células da granulosa, ¢ ERa foi
apenas detectado nas células da teca (Sar & Welsch, 1999; Pelletier et al., 2000). Esta
separacdo espacial parece confirmar-se também em bovinos e em ovinos (Rosenfeld et
al., 1999; Cardenas et al., 2001), onde a forma 3 do receptor foi identificada apenas nas
células da granulosa, o que parece indicar a existéncia de uma localizacdo complementar
e separada nestes tecidos, sugerindo uma actuacdo especifica de cada uma das formas.
Em humanos, esta separacao dos dois receptores em diferentes tipos celulares parece nao
existir (Jakimiuk et al., 2002), estando ambos presentes quer nas células da teca quer na

granulosa, embora este tema seja algo controverso para a nossa espécie.

Também no aparelho reprodutor masculino a presenga dos receptores € essencial para um
correcto funcionamento das fungdes reprodutoras dos machos. Embora ambas as formas
estejam presentes, a presenca de ERa € essencial para que se mantenha a fertilidade em
murganhos (Couse et al., 1997; Lindzey & Korach, 1997; Rosenfeld et al., 1998). Alias,
também nas fémeas, a manuten¢do da fertilidade depende da expressao conjunta dos dois
receptores, a e 3 (Couse et al., 1999), estando o receptor 3 implicado na normal ovulacgao,
embora a sua auséncia ndo impega por si s6 a diferenciacdo sexual ou a fertilidade em

ambos os sexos (Krege et al., 1998).

No cérebro os receptores de estrogénios apresentam uma distribuicao bastante alargada.

A sua presenca nao constitui uma novidade, uma vez que a importancia neuroendocrina
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dos estrogénios ¢ conhecida. Embora quer ERa, quer ERP tenham ja a sua expressao
confirmada no cérebro dos vertebrados, a expressdo do ERa parece ser mais marcada do

que a do ERp.

1.7 ORGANIZACAO GERAL DA TESE

Esta tese esta organizada em trés partes:

- Na primeira foi determinado o ritmo ovulatério da tilapia em laboratorio. Em paralelo,
foram monitorizados os ciclos de estrogénios e progestogénios com o objectivo de se
estimar o perfil hormonal em que se encontram as fémeas, a partir do momento em que €

registada uma ovulagao;

- A segunda parte foi dedicada a clonagem dos RNAm das duas formas da P450-aromatase.
Como a acc¢ao dos estrogénios ¢ mediada por receptores nucleares especificos, foi também
feita a clonagem de sondas especificas para dois subtipos de receptor de estrogénios (ERa
e ER). Com estas ferramentas foi determinada, por RT-PCR, a expressao dos RNAm para
as quatro moléculas durante o primeiro més de vida da tilapia. Foi ainda determinada, por

Northern blot, a distribuicao tecidular do RNAm para as formas da aromatase.

- Na terceira parte, foi feita uma andlise por hibridagdo in situ da localizacao celular das
duas formas de P450-aromatase, com o objectivo de determinar se o padrao de distribui¢cdo

era idéntico em ambos 0s Sexos.
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Ciclo ovulatério e hormonal na tilapia mogambicana

2.1 INTRODUCAO

Os peixes teledsteos apresentam uma grande diversidade de estratégias reprodutoras.
Estas estratégias sao reguladas por factores internos e externos, de forma a maximizar
as hipoteses de sobrevivéncia da descendéncia. Neste contexto podem distinguir-se as
espécies que se reproduzem uma vez por ano, podendo produzir uma ou varias posturas
(exemplos em Howell ef al., 2003; Li et al., 2006), das que se reproduzem continuamente

ao longo do ano (de Vlaming, 1983).

Mesmo nas espécies que se reproduzem continuamente, as variagdes de factores como a
temperatura e o fotoperiodo podem determinar a eficiéncia da reproducgado da espécie. Por
esta razao, os reprodutores continuos, dos quais a tildpia mogambicana ¢ um exemplo,
distribuem-se fundamentalmente em climas tropicais, uma vez que as condigdes abidticas
sdo nestas regides mais constantes. Se as condigdes forem Optimas para a reprodugdo, a
emissao das posturas pode ser feita de forma continuada, apenas com a limitacdo imposta
pelo ciclo de regeneragao das gonadas (ver revisao por Coward & Bromage, 2000). As
tilapias caracterizam-se ainda por fornecer cuidados parentais através da recolha dos
ovos com a boca por parte de um dos progenitores (descrigdo comportamental para O.
mossambicus em Oliveira, 1995). No caso da tilapia mogambicana, sdo as fémeas que
asseguram os cuidados com a postura apds a fecundagao. Se nesta situagao os ovos forem
retirados a progenitora, o ciclo sexual inicia-se de novo, passando a ter uma duracao

inferior (Smith & Haley, 1988; Coward & Bromage, 2000)

A duragdo do ciclo sexual foi descrita para algumas espécies de ciclideos. Por exemplo
a tilapia mogambicana tem um ciclo completo de cerca de 40 dias, incluindo incubagao,
ou 25 dias se nao incubar (Smith & Haley, 1988; Trewavas, 1983). Adicionalmente,
estes ciclideos tém capacidade para emitir as posturas, ainda que em isolamento social
(Aronson, 1949; Silverman, 1978a; Coward et al., 1998) pelo que, mesmo na auséncia de

machos, as fémeas completam o seu ciclo ovulatorio (Trewavas, 1983).

Tal como nos vertebrados superiores, também nos peixes as hormonas esteroides

(estrogénios, androgénios e progestagénios) desempenham um papel importante em
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todo o processo reprodutivo. Primeiro, na organizacdo sexual do cérebro durante o
desenvolvimento ontogénico, em que a conversdo central de androgénios em estrogénios
pelo citocromo P450-aromatase ¢ crucial na organizagdo do sistema nervoso central
(revisdo em Becker et al., 2002), mas também em todo o processo de desenvolvimento
que culmina na reprodugdo e que passa pela diferenciagcdo sexual, inicio da puberdade,
desenvolvimento das células sexuais, expressdo dos caracteres sexuais secundarios e

activacao dos comportamentos sexuais (Weltzien et al., 2004)

Durante o ciclo sexual feminino a ac¢do do estradiol faz-se sentir principalmente na
estimulacdo da producdo da vitelogenina no figado durante a vitelogénese (Smith &
Thomas, 1991; Bowman ef al., 2000; Berg et al., 2004) e pela retroac¢do negativa sobre
a libertacdo da gonadotrofina da pituitaria (Scott et al., 1983; Weil & Marcuzzi, 1990;
Montero et al., 1995). Por outro lado, os progestagénios sdo responsaveis por desencadear
a maturacao final dos ovocitos (Scott et al., 1998; Scott & Canario, 1990) estando
implicados na activacdo da meiose (Zhu et al., 2003; Miura et al., 2006; Milla et al.,
2006), que ocorre pouco tempo antes da emissao da postura. Os principais progestagénios
responsaveis por este processo sdo a 17,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one (17,20B-P) ou a
17,20B,21-trihidroxi-4-pregnen-3-one (17,20B-P) (Trant et al., 1986; Canario & Scott,
1989b; Nagahama, 1997; Pinter & Thomas, 1999). Ambos os esterdides estdo presentes
na tildpia mogambicana, mas s6 a 17,20B3-P aparece em niveis mais elevados na urina
(Rocha & Reis-Henriques, 1996). Esta hormona também esta presente em niveis elevados
na urina dos machos, quer na forma livre quer conjugada a glucorénidos ou sulfatos

(Oliveira et al., 1996; Rocha & Reis-Henriques, 1996).

O objectivo deste estudo foi actualizar e estender as observacdes de Smith (1988) sobre
a relagdo entre o ciclo de posturas e as hormonas sexuais, em especial o estradiol-17(
e a 17,20B-P, assumindo como hipdtese que os niveis destas hormonas podem ser bons
indicadores do estado de desenvolvimento do ovario. O conhecimento detalhado desta
relagdo poderd permitir uma andlise mais fina do papel da aromatase no ciclo sexual e

comportamento das fémeas.
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2.2  MATERIAIS E METODOS

2.2.1 MANUTENCAO DOS ANIMAIS EM CATIVEIRO

Os individuos de Oreochromis mossambicus utilizados neste trabalho foram adultos
descendentes de peixes capturados durante o inicio da década de setenta no Rio
Incomati, em Mocambique, e cedidos pelo Aquario Vasco da Gama, em Lisboa. Os
peixes, de ambos os sexos, foram mantidos em tanques de armazenamento de dgua doce
com aproximadamente 500 litros de capacidade até serem transferidos para tanques
experimentais. A qualidade da 4gua nestes tanques foi mantida através de um filtro
bioldgico e mecanico interior, composto por uma s6 camada de gravilha. A temperatura

foi mantida a 27°C e o fotoperiodo em condi¢des naturais.

Ostanques experimentais tinham 200 litros de capacidade, sendo a salinidade, temperaturae
fotoperiodo semelhantes as dos tanques de armazenamento. Todos os tanques funcionaram
em circuito fechado, equipados com um filtro biolégico de fundo, accionado por um
arejador. O filtro era composto por uma primeira camada de gravilha e por uma camada
superficial essencialmente composta por areia, de forma a produzir um ambiente ideal
para a reprodugdo desta espécie. Os individuos foram mantidos em pequenos grupos,
compostos por um macho e quatro fémeas, de forma a simular um sistema poliginico
e para evitar confrontos agonisticos entre machos pela disputa de parceiros sexuais. A

alimentac¢do foi fornecida diariamente ad libitum com granulado comercial.

Para as diferentes experiéncias deste trabalho foram utilizados um total de 8 tanques
experimentais em regime de rotatividade dos grupos experimentais em funcdo das

experiéncias a decorrer.

2.2.2 RECOLHA DE AMOSTRAS PARA EXTRACCAO DOS ESTEROIDES

As recolhas de sangue em fémeas em incubacao foram sempre efectuadas no periodo da
manha, entre as 8:00h e as 10:00h. Este procedimento foi utilizado porque sdo frequentes

as variacdes circadianas de comportamento e dos niveis circulantes de hormonas em peixes
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(Yamada et al., 2002; Oliveira et al., 2001c). A confirmag¢ao das alteragdes comportamentais
circadianas foi feita através de uma experiéncia de controlo, em que foram colocadas
8 fémeas em isolamento e determinadas as suas taxas de nata¢do ao longo do dia. A
experiéncia decorreu em 4 tanques com 60 litros de capacidade que foram mantidos com
um fotoperiodo de 12h de luz, 12h de escuro e com as restantes condigdes mantidas como
referido anteriormente. A varia¢ao das taxas de natacdo foi determinada filmando a actividade
dos individuos durante 9 horas. A cdmara estava colocada sobre os tanques, sendo filmadas
em simultaneo 4 f€émeas em isolamento. Para a analise, foi tracada uma grelha composta por
4 quadrantes que permitiram quantificar os movimentos efectuados por cada individuo ao
longo do tempo (Figura 6). Sempre que cada individuo cruzava uma das linhas da grelha,
era considerado um movimento. Todos os movimentos foram registados entre as 10:00h,

sensivelmente uma hora apds o inicio do periodo diurno e as 19:00h.

Figura 6 — Esquema representativo da experiéncia montada para determinagdo da variagdo das taxas
de natacdo ao longo do dia em fémeas de Oreochromis mossambicus. Neste esquema encontra-se a
tracejado a grelha desenhada nos tanques para determinag@o da actividade de natagdo. Os niimeros em

cada tanque correspondem a numeragao original atribuida a cada aquario.

Sempre que uma postura foi detectada na boca de uma fémea, foi retirada sendo nessa
altura considerado o inicio de um novo ciclo sexual. Foi dada a cada fémea a possibilidade
de realizar mais de uma postura antes da recolha das correspondentes amostras de sangue,
de modo a ter conhecimento prévio do comprimento do ciclo de ovulagdo esperado. A

frequéncia de recolha tomou em consideracao as caracteristicas individuais, especialmente
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dimensdes, condi¢do fisica aparente e alteragdes significativas no hematocrito. Assim,
as recolhas para um mesmo individuo foram na generalidade irregulares, nalguns casos
ndo cobrindo todo o ciclo desse individuo ou mesmo podendo ser recolhidas amostras
pontuais (Tabela 2). Em nenhuma situagdo foi feita uma recolha superior a 200ul de
sangue para garantir a extrac¢do de pelo menos 100ul de plasma para a extrac¢do dos

esterdides, e simultaneamente para evitar debilitar os individuos amostrados.

Tabela 2 — Total de amostras de sangue retiradas a cada fémea de tilapia (n=20 individuos).

Individuo 50 66 82 94 95 96 98 99 100 101 102 103 105 106 107 108 117 121 123 302 ITENIGE
amostras

Amostras

3 3 4 4 3 2 1 9 3 3 7 6 1 3 4 1 1 4 66
por individuo

Para a colheita de sangue, os animais foram previamente anestesiados com 2-
phenoxyethanol, (0.1%, v/v; Sigma-Aldrich, Madrid), tendo o sangue sido colhido em
seringas heparinizadas com 1ml a partir da veia caudal, transferido para tubos Eppendorf
e imediatamente centrifugado a 12000rpm durante 5 minutos numa micro centrifuga. O
plasma foi decantado para tubos plésticos de 1.2ml com tampa de rosca e congelados
em azoto liquido onde permaneceram até armazenados numa arca congeladora a -20°C,

até serem analisados.

Foram utilizados 6 aquarios experimentais com familias compostas por um macho e
quatro fémeas. Em cada familia nem todas as fémeas entraram regularmente em ovulagao
e periodicamente as familias foram sendo substituidas para que nenhum animal fosse

excessivamente manipulado.

2.2.3 EXTRACCAO DE ESTEROIDES DO PLASMA

De cada amostra de plasma sanguineo foram extraidos os esterdides livres e os
conjugados de acordo com as metodologias descritas em Canario et al (1989) e Scott

e Canario (1992) e resumidas na Tabela 3. Para extraccao dos esterdides livres foram
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adicionados 4 ml de éter dietilico para um tubo de vidro com tampa de 12 ml contendo o
plasma (100ul), seguindo-se agitacao vigorosa num agitador de vortex durante 5 minutos.
Seguiu-se centrifugagdo a aproximadamente 1000rpm durante 5 minutos para separar a
fase organica da aquosa. A fase aquosa foi congelada num banho de etanol a -30°C e o
éter transferido para um tubo de vidro. O processo foi repetido com nova extracc¢ao e as
duas fases organicas foram adicionadas no mesmo tubo e de seguida evaporadas, num
evaporador de vacuo (SpeedVac Plus SC1101 — SAVANT). Através da adi¢ao de hormona
tritiada (10,000CPM) a um igual volume de plasma e seguindo-se o processo de extrac¢ao

determinou-se que a eficiéncia de extracgdo era de 90%.

Para extracc¢do da fraccdo sulfato foi efectuada hidrélise quimica, ja que os sulfatos na
posicao 20 das progestinas nao podem ser removidos por hidroélise enzimatica utilizando
as sulfatases (Sigma-Aldrich) disponiveis no mercado (Scott & Canario, 1992). A frac¢do
aquosa remanescente da extrac¢ao inicial foi evaporada e adicionada 1 ml de uma solugao
de acetato de etilo (MERK)/4cido trifluroacético (Sigma-Aldrich) (na propor¢ao de 100:1
—v/v), deixando-se em incubacdo durante a noite a 40°C. O solvente foi evaporado num
banho a 40°C com uma corrente de azoto gasoso e o residuo dissolvido em 100ul de dgua

destilada e extraido tal como indicado para a fracgao livre.

Para extrac¢do da frac¢do glucordnidos, os residuos de éter dietilico da solugdo de agua
destilada foram removidos com azoto gasoso, sendo de seguida adicionados 10ul de suco
gastrico de caracol (Helix pomatia), contendo 1000 unidades de B-glucoronidase (Sigma-
Aldrich), em 0.5ml de tampao de acetato de sodio, pH 5.0, que foram incubados durante a

noite a 37°C. Os esterdides libertados foram extraidos tal como indicado para a fraccao livre.

Aos tubos que continham as diferentes frac¢cdes de esterdides livres, conjugados com
sulfatos e conjugados com glucorénidos, apos evaporado o éter dietilico, foi adicionado
1 ml de tampao BSA com gelatina e congelados a -20°C até serem utilizados em

radioimunoensaio.
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Tabela 3 — Processo de extrac¢ao das diferentes fracgdes de esteroides e conjugados a partir de amostras

de plasma de tilapia .

EXTRACCAO DE ESTEROIDES A PARTIR DE AMOSTRAS DE SANGUE

- Adicionar 4ml de éter dietilico a 100ul de plasma sanguineo.
-.Agitar no vortex 5-10min.
- Centrifugar a 900 rpm Smin.

- Ultra congelagdo das amostras para separar o éter da fase aquosa. O éter ¢ transferido para um tudo de vidro
e evaporado com azoto gasoso num banho a 40°C. O processo de extrac¢do pode ser repetido até este ponto,
adicionando mais 4ml de éter dietilico para aumentar a eficiéncia da extrac¢do. Neste ponto estdo extraidos os
esterdides livres e ao tubo em que se encontram deve ser adicionado 1ml de tampao gelatina (anexo 1). As amostras

sdo armazenadas a -20°C até utilizag@o.
- Evaporar a fase gasosa inicial que restou da extracgdo anterior com azoto gasoso num banho a 40°C.

- Adicionar 1ml da solugéo 1:100 de TFA (4cido Trifluroacético) em acetato de etilo. Este passo promove a quebra

das ligagdes entre os esteroides e os grupos sulfatos.

- Incubar a 40°C durante a noite.

- Manter as amostras a 40°C e evaporar com azoto gasoso.

- Adicionar 500ul tampao acetato (anexo 1) para separar os esteroides dos sulfatos libertados.
- Extrair a frac¢do conjugada com sulfatos adicionando 4ml de éter dietilico.

- O processo de agitagdo, centrifugagdo ¢ separacdo das fases aquosa e organica devem decorrer como descrito
previamente. O processo de extrac¢do deve ser repetido adicionando mais 4ml de éter dietilico para aumentar a
eficiéncia da extrac¢do. Apds recuperada a fase organica e evaporada com azoto gasoso a 40°C, as amostras deve ser
adicionado 1 ml de tampdo gelatina e armazenadas a -20°C. Neste ponto estdo extraidos os esterdides conjugados

com sulfatos.
- A fracgdo aquosa remanescente, adicionar 10pl de B-glucoronidase e incubar a 37°C durante a noite.
- Extrair a frac¢do conjugada com glucorénidos adicionando 4ml de éter dietilico.

- O processo de agitagdo, centrifugacio ¢ separacdo das fases aquosa e organica devem decorrer como descrito
previamente para a extrac¢do dos esteroides livres. O processo de extracgdo deve ser repetido adicionando mais 4ml
de éter dietilico para aumentar a eficiéncia da extrac¢do. Apods recuperada a fase organica e evaporada com azoto
gasoso a 40°C, as amostras deve ser adicionado 1 ml de tampao gelatina e armazenadas a -20°C. Neste ponto estdo

extraidos os esterdides conjugados com glucorénidos e terminado o processo de extracgao.
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2.2.4 RADIOIMUNOENSAIOS

A metodologia utilizada nos radioimunoensaios foi no essencial a descrita por Scott ef al.
(1982) e Canario et al (1989). O radioimunoensaio de 17,20B-P foi caracterizado por Canario
et al (1989), tinha como limite de detecgcao 100pg/ml e a variacao intra-ensaio € inter-ensaio
eram respectivamente de 4.6 e 15.5%. O antisoro de estradiol-17f foi adquirido a Research
Diagnostics (Concord, MA, EUA) e o radioimunoensaio foi caracterizado por Condeca e
Canario (1999). Tinha como limite de detec¢ao 200pg/ml e a variagdo intra-ensaio e inter-
ensaio eram respectivamente de 9.1 e 9.2%. Os marcadores tritiados, estradiol-17p e 17-
hidroxiprogesterona (17-P) foram adquiridos a Amersham (Reino Unido). A 17,20B-P foi
convertida enzimaticamente a partir de 17-P usando a metodologia descrita por Scott ef al.
(1982). A radioactividade de cada tubo de radioimunoensaio foi quantificada num contador
de cintilagdes beta (Beckman LS 6000 Series Liquid Scintilation System) apos adicao de
liquido de cintilagao (Optiphase “Hisafe” WALLAC).

2.2.5 TRATAMENTO DOS DADOS

A duracdo do ciclo sexual da tilapia € bastante variavel de individuo para individuo.
Tomando em consideragdo estas variagdes, os dias de ciclo em que foram recolhidas
amostras foram ponderados relativamente ao total de dias do ciclo. A fase do ciclo em
que cada fémea se encontrava foi calculada, dividindo o dia do ciclo em que a amostra foi
recolhida pelo nimero total de dias do ciclo reprodutivo dessa fémea. Desta forma, cada
valor utilizado pode variar continuamente entre 0 e 1. Foram utilizadas como vélidas todas

as fémeas que emitiram posturas com intervalos compreendidos entre 14 e 34 dias.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 DURACAO DO CICLO SEXUAL FEMININO DA TILAPIA

A Tabela 2 condensa a informacao de todas as amostras de sangue recolhidas no ambito desta
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experiéncia. De entre as 20 fémeas utilizadas nem todas ovularam regularmente. Algumas
fémeas emitiram posturas em intervalos regulares, enquanto outras apresentaram uma
grande variacdo no intervalo entre posturas (IEP). Por esta razao, foi desenvolvida uma outra
experiéncia com o objectivo de compreender qual o padrdo inerente a emissdo das posturas.
Para esta experiéncia foram também utilizadas 20 fémeas, embora nem todas elas sejam

coincidentes com as referidas anteriormente e decorreu por um periodo de 12 meses.

Tabela 4 — Distribuicao por tanque e por fémea da regularidade das posturas. Nesta tabela sdo apresentados,
a titulo de exemplo, os valores e os desvios padrao da duragdo do ciclo de algumas das fémeas que foram
observadas regularmente. Com excep¢ao do tanque 4, todos os restantes tanques apenas apresentam uma
fémea que emite posturas de forma regular. Com emisséo regular de posturas, foram consideradas todas

as fémeas que em média emitiram posturas com valores de IEP inferiores a 34 dias.

Tanque Numero da fémea Emissdo das posturas N° posturas Valor médio (dias) Desvio padrio (dias)

1 105 Regular 16 18,8 8,3
1 114 Nao emite - - —
1 116 Nao emite - - -
1 117 Irregular 6 56,8 423
2 106 Regular 11 28,5 14,3
2 111 Nao emite - - -
2 112 Irregular 5 51 52,9
2 113 Nao emite - - -
3 101 Regular 12 18,7 3,1
3 103 Nao emite — — —
3 104 Nao emite — — —
3 108 Nao emite — — —
4 118 Irregular 6 43,8 53,6
4 121 Regular 9 25,6 19,5
4 123 Regular 12 27,1 17,4
4 330 Nao emite - - -
5 301 Irregular 2 88 —
5 302 Regular 4 19,3 7,5
5 328 Nao emite — — —
5 329 Nao emite — — —

A Tabela 4 sumaria a informagdo referente ao nimero de posturas recolhidas neste
conjunto de individuos e da sua distribui¢do nos 5 tanques experimentais. Das 20 fémeas
observadas foi possivel verificar que apenas 10 emitiram posturas e destas s 6 o fizeram

de forma regular (em intervalos médios inferiores a 34 dias). De uma forma geral e com
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excepgdo para apenas um dos tanques, apenas uma fémea por tanque se reproduz de
forma regular ao longo do periodo de observacdo. Existem ainda alguns tanques em que
outras fémeas entram pontualmente e irregularmente em ovulagdo e fémeas que nunca

emitiram posturas ao longo de todo o periodo de acompanhamento.

N° de posturas
[=>]

5 6 7 9 10 12 13 14 15 16 17 18 19 21 22 23 24 25 26 27 28 31 32 34 35 38 40 43 46 53 55 57 71 79 88 120127 137

Duragao do intervalo

Figura 7 — Variagdo do intervalo entre posturas para diferentes fémeas. Note-se que uma mesma fémea,
embora tenda a ser regular na forma como emite as suas posturas, pode apresentar intervalos variaveis
de um ciclo para o seguinte.

A IEP apresentou uma grande variabilidade, entre 5 e 137 dias, sendo que os valores mais
extremos revelam uma frequéncia baixa (Figura 7). No entanto, a moda de IEP foi de 17
dias. Com base nestes valores, e tendo em conta que outros autores referem que ciclos
interrompidos para esta espécie duram aproximadamente entre 15 a 25 dias (Smith &
Haley, 1988; Coward & Bromage, 2000), consideramos para os estudos hormonais os
dados obtido a partir de fémeas que ovulavam com intervalos regulares que variavam

entre 14 e 34 dias.

Apds a definicdo do IEP, foi determinado qual o periodo de maior actividade
comportamental, para o que foram quantificadas as actividades natatorias de 8 fémeas.
As observagdes comportamentais revelaram nao haver uma grande variag@o ao longo das

primeiras horas de luz.
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Figura 8 — Ritmos de actividade das fémeas ao longo do dia. Estes ritmos foram determinados pelos
valores médios da taxa de natacdo das 8 fémeas utilizadas . Considerou-se um movimento sempre que

cada fémea cruzava uma das linhas definidas no aquario (ver Figura 6).

Pelo contrario, apos as 12 horas hd um declinio progressivo da taxa de natagdo das
fémeas (Figura 8). Por esta razdo, optou-se por estabelecer os periodos de amostragem
sistematicamente nas primeiras horas da manha, para que os valores obtidos ndo fossem

afectados por possiveis variagdes circadianas nos perfis hormonais desta espécie.

2.3.2 VARIACAO HORMONAL DURANTE O CICLO SEXUAL DA TILAPIA

A andlise dos perfis hormonais foi feita para duas hormonas: o estradiol e a 17,203-P.
Foram quantificados os niveis das diferentes fracgdes para cada esteroide. Foi ainda feita
a distingdo entre as amostras recolhidas de fémeas com ciclos regulares, com intervalos
compreendidos entre os 14 e os 34 dias e de fémeas que apresentaram ciclos superiores
a 34 dias. Esta distingdo teve como objectivo compreender se, independentemente da

duragdo do ciclo, o perfil hormonal se mantém idéntico.
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2.3.2.1 Estradiol-17p

A frac¢dao maioritaria do estradiol-17p plasmatico nas fémeas que emitiram posturas
regulares encontrava-se na forma livre, sendo esta forma que parece variar ao longo do ciclo
(Figura 9). Os valores das frac¢des sulfato e glucoronido mantém-se aproximadamente
constantes ao longo de todo o ciclo, variando entre o limite de detectabilidade do teste e

valores que, apenas em situagdes pontuais, rondam as 6ng/ml.
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Figura 9 — Concentragdo das diferentes fracgoes (livres #, sulfatos e glucoronidos A ) para o estradiol-
17 ao longo do ciclo sexual feminino. Os dados foram obtidos a partir de 20 fémeas com intervalos

entre posturas compreendidos entre 14 e 34 dias.

As concentragdes de estradiol-17f livre aumentaram constantemente até meio do ciclo,
mantendo-se depois relativamente elevado até antes da ovulagdo. Pouco antes desta fase

parece haver um segundo pico relativo (Figura 9).

O grafico do estradiol-17f total, resultantes da soma das trés frac¢des (Figura 10), permitem
ter uma no¢ao mais clara do valor do padrao hormonal onde se realgam os dois maximos

relativos e a manutencao de valores elevados até proximo da fase final do ciclo.

Os valores do estradiol circulante no plasma para IEP irregulares encontram-se expressos
na Figura 11. Quer observando nesta figura os valores das diferentes frac¢des, quer
observando os valores totais expressos na Figura 12, ndo parece existir o padrao detectado

na Figura 9 e na Figura 10 para a distribui¢ao dos valores desta hormona.
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Figura 10 — Concentragdo de estradiol-17f total no ciclo sexual feminino da tilapia. O grafico resulta
da adicao das 3 fraccdes representados na Figura 9. Os dados foram obtidos a partir de 20 fémeas com
intervalos entre posturas compreendidos entre 14 e 34 dias. A linha de tendéncia resulta da aplicagdo de
um modelo de regressao ndo linear polinomial de terceira ordem (Y (ng/ml)=0.3599+54.5X-42.42X>-
7.39X3) em que X ¢ a fase do ciclo. O coeficiente de determinag¢@o é R?=0.419 (ajustado a média das

observagdes=0.391) para n=66.
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Figura 11 — Concentracao das diferentes fracgoes (livres ¢, sulfatos Je glucoronidos A ) para o estradiol-

17p em fémeas com intervalos entre posturas superiores a 34 dias.
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Embora por vezes os valores sejam bastante elevados, estes encontram-se essencialmente
na primeira fase do ciclo, parecendo descer ligeiramente até a fase final. A excepg¢ado

parece ser a parte inicial do ciclo até 0,3, estabilizando depois em valores baixos.
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Figura 12 — Concentracao plasmatica de estradiol-17f total em fémeas com intervalos entre posturas
superiores a 34 dias.

2.3.2.2 170,20p-dihidroxi-4-pregnen-3-ona

Os niveis plasmaticos de 17,20B-P para cada uma das frac¢des eram na generalidade
baixos ou ndo detectaveis, com excepcdes mais frequentes e valores médios mais elevados
na segunda fase do ciclo (Figura 13). Quando considerado o somatorio das trés fracgdes
resulta um padrdo mais nitido (Figura 14) em que os niveis de 17,20B-P se mantém
regularmente baixos, variando entre o limite de detec¢do e os 4ng/ml, normalmente
inferiores a 2ng/ml, mas com alguns individuos a apresentar na fase final do ciclo valores

superiores, até 9ng/ml.
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Figura 13 — Concentragao de 17,20B-P e seus conjugados (livres ¢, sulfatos e glucorénidos A ) ao longo

do ciclo sexual feminino da tilapia em fémeas com ciclos regulares compreendidos entre 14 e 34 dias.
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Figura 14 — Concentragao de 17,20B-P total em fémeas de O. mossambicus, durante o seu ciclo sexual.

O perfil da 17,20B-P ao longo dos ciclos que se estenderam por mais de 34 dias ndo
apresenta o padrao descrito para as fémeas mais regulares. Por um lado existe um maior
nimero de amostras em que a hormona ¢ indetectavel, e, por outro lado, valores ocasionais
relativamente elevados ocorrem no inicio e meio do ciclo nas diferentes frac¢des (Figura

15) e nos valores totais (Figura 16).
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Figura 15 — Concentragao plasmatica das frac¢des livres e conjugadas (livres 4, sulfatos O e glucoronidos

A) de 17,20B-P ao longo do ciclo sexual das fémeas com intervalos entre posturas superiores a 34 dias.
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Figura 16 — Concentracdo plasmatica de 17,20B-P total ao longo do ciclo sexual das fémeas com

intervalos entre posturas superiores a 34 dias.
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2.4 Discussio

Este trabalho permitiu estabelecer a duragao dos ciclos ovulatorios da tilapia mogcambicana
nas condi¢des de laboratdrio por nds utilizadas, e associar as alteragdes das principais
hormonas sexuais a cada ponto do ciclo. Um dos principais aspectos evidenciados foi a
disparidade da duragao do IEP (5 — 137), embora cada fémea seja relativamente regular
e ndo seja ainda clara qual a origem das diferencas inter individuais. Enquanto que a
temperatura, fotoperiodo, remocao de ovos da incubagao bucal, racio sexual, alimentacao
e stress de confinamento podem influenciar a duracao do ciclo na globalidade (Coward &
Bromage, 2000), € provavel que factores sociais possam estar na origem destas diferengas.
Por exemplo, ja foi demonstrado que as fémeas de tilapia mogambicana podem reproduzir-
se mesmo quando isoladas, mas possuem ciclos mais longos do que fémeas nao isoladas
(Marshall, 1972; Silverman, 1978a; Silverman, 1978b). Além disso, o estimulo visual
de outras fémeas presentes acelera a ovulacao, mas a vitelogénese esta dependente de
estimulos quimicos ou tacteis (Silverman, 1978a; Silverman, 1978b). Dado que na nossa
experiéncia os grupos eram composto por 4 f€émeas € um macho, estavam aparentemente
reunidas as condigdes para a formagao de ciclos de postura regulares. No entanto, foi
possivel verificar que em cada grupo apenas uma das 4 fémeas entravam em ovulagao
de forma regular. Esta observacao permite-nos especular que possivelmente existe um
mecanismo social capaz de condicionar a emissao das posturas num grupo de fémeas, e que
este mecanismo pode estar inerente, por exemplo, ao estatuto de dominancia das fémeas
dentro do grupo. Desde que existissem no mesmo tanque fémeas reprodutoras dominantes,
as fémeas subordinadas apresentaram ciclos sexuais mais espagados ou revelaram mesmo
incapacidade de se reproduzir. Mais ainda, as fémeas subordinadas produziram de forma
geral posturas invidveis, o que parece indicar que embora possam entrar em ovulacao (no
caso das fémea que ovulam de forma irregular), muito provavelmente as suas posturas
nunca chegaram a ser fecundadas. Por outro lado, fémeas subordinadas quando colocadas
apenas com machos parentais, rapidamente desenvolviam capacidade ovulatéria e
apresentavam emissoes de posturas viaveis (dados ndo apresentados), o que € possivel

exactamente pela assincronia do desenvolvimento dos seus ovarios, que apresentam
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ovocitos em diferentes estadios de desenvolvimento. Embora necessite de confirmacao,
através do estabelecimento das hierarquias de um grupo, a par dos resultados da emissao
das posturas, o facto de possivelmente s as fémeas hierarquicamente superiores fazerem
posturas regulares sugere a existéncia de um mecanismo que inibe o eixo reprodutor
relacionado com constrangimentos sociais. Mesmo com uma variagdo ampla a maior
parte das posturas ocorreram entre 14 e os 27 dias, com uma moda aos 17 dias, valor
um pouco mais curto do que o referido por outros autores (ver revisao por Coward &
Bromage, 2000). As razdes para estas diferencas ndo sdo claras, mas um ou varios dos

factores acima indicados podem ser responsaveis.

O desenvolvimento das gonadas femininas est4 directamente relacionado com os ciclos das
hormonas esterdides por elas produzidas e que respondem a um complexo mecanismo de
feedbacks positivo e negativo a partir do hipotalamo e das gonadotrofinas produzidas pela
hipofise (Patino & Thomas, 1990). A produgdo de estradiol por parte dos ovarios despoleta
a produgao de vitelogenina hepatica que ¢ capturada pelos ovocitos em desenvolvimento, e
transformada em lipovitelina e fosvitina (Sawaguchi et al., 2006), duas das maiores proteinas
que formam os ovdcitos. Por outro lado, o aumento da producdo de vitelogenina exerce
nos ovarios um processo de feedback negativo, diminuindo a produgdo de estradiol nos
ovocitos (Reis-Henriques et al., 2000), o que resulta na consequente paragem na produgdo
de vitelogenina hepatica. Este processo ¢ fundamental para o correcto desenvolvimento dos
ovocitos e parece ser transversal em todos os tipos de peixes. A regulacdo da vitelogénese
por parte do estradiol ocorre em peixes com as mais diversas estratégias de reprodugao,
sejam eles reprodutores continuos como as tilapias (Rocha & Reis-Henriques, 1996), sejam
reprodutores anuais (Pavlidis et al., 2000; Pinillos et al., 2003), ¢ mesmo em espécies

hermafroditas (exemplo em Li et al., 2006).

Neste estudo, a varia¢do das concentragdes de estradiol parece seguir o padrao normal no
processo de maturacio do ovario, com um pico na fase mediana do ciclo. Esta distribui¢ao
¢ relativamente consistente nas 3 fracgdes analisadas, embora sejam os valores de
esterdides livres que mais contribuem para o perfil total desta hormona. Nas fémeas com

IEP compreendidos entre 14 e 34 dias, existe uma subida gradual dos valores do estradiol
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até sensivelmente meio do ciclo, apds o que existe uma quebra, para que os valores
voltem a subir de novo imediatamente antes da postura. A subida mais significativa ¢
coincidente com dados fornecidos por outros autores para outras espécies (exemplo em
Barnett & Pankhurst, 1994), e devera corresponder ao aumento de vitelogénese. A subida
dos valores do estradiol devera ser responsavel pela produgdo de vitelogenina hepatica
que, consequentemente, estimula a producao de vitelo indispensavel ao crescimento do
ovo, o que se considerarmos um ciclo médio com 26 dias corresponde aproximadamente
ao 13° dia apos a emissdo da postura anterior. Este perfil ¢ semelhante ao ja descrito para
esta espécie (Smith & Haley, 1988). A variagdo do estradiol nos ciclos hormonais com
mais de 34 dias de duragdo revelou valores atipicos comparativamente com os ciclos
compreendidos entre 14 e 34 dias (Figura 11 e Figura 12), ndo evidenciando o padrdo
detectado na Figura 10. A diferenca verificada entre os dois tipos de ciclos parece indicar
que as fémeas que emitem posturas com intervalos muito prolongados, além de entrarem
em ovulagdes de forma irregular, produzem ovos que eventualmente ndo terdo a mesma
qualidade que os produzidos de forma regular em que o perfil hormonal corresponde ao

descrito anteriormente, por ndo terem sofrido um processo de vitelogénese correcto.

Os progestogénios sdo hormonas ligadas a reproducdo em todos os vertebrados. Nos
mamiferos sdo responsaveis pela preparacdo do tracto reprodutivo para a gestacao
assim como na prepara¢do eixo cérebro — pituitaria para a reproducdo, em conjunto
com o estradiol (Becker et al., 2002; Atteke et al., 2003). Nos vertebrados inferiores
desempenham fung¢des importantes também na maturagdo das células sexuais. Nas fémeas,
estas hormonas estdo envolvidas na maturacao final dos ovdcitos, induzindo a meiose e a
ovulacdo por mecanismos gendémicos € nao gendémicos (Thomas et al., 2006).

A 17,20B-P apresenta valores relativamente baixos nas diferentes frac¢des durante todo o
ciclo com excepgao da sua fase final (Figura 13). Embora o padrao ndo seja claro, parece
existir uma tendéncia para que os valores mais elevados se concentrem imediatamente antes
da emissdo da postura. Este padrdo torna-se particularmente claro quando observados os
valores totais para esta hormona (Figura 14). Ao contrario do verificado para o estradiol

em que os valores totais detectados eram maioritariamente assegurados pela fracgdo livre,
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na 17,20B-P os valores elevados na fase final do ciclo sdo originados nio s6 pela fraccio
livre, mas também pelos sulfatos e pelos glucoronidos. A repentina subida dos valores totais
na fase final do ciclo pode indicar a 17,20B-P como um potencial candidato a hormona da
maturagdo final dos ovdcitos nesta espécie, como foi ja referido para diferentes espécies de
teledsteos (ver Tabela 1, sec¢do 1.2.1). No entanto algumas das fracgdes isoladas revelam
valores mais elevados ao longo do ciclo sem contudo excederem os 4ng/ml. Apés analisado
os ritmos de actividade das fémeas ao longo do dia, optou-se por fazer as recolhas do
material bioldgico sistematicamente no periodo da manha, por este ser o periodo de maior
actividade. No entanto, este procedimento pode ter influenciado os resultados e explicar
parcialmente os baixos niveis de 17,20b-P encontrados, uma vez que se trata de uma
hormona de maturagao dos ovoécitos, processo que tende a decorrer no final da tarde, com ja
foi descrito para o peixe vermelho (C. auratus) (Kobayashi et al., 1988). Este ponto podera
ser clarificado no futuro, alterando a hora de recolha das amostras e tentando compreender
os padrdes circadianos de variacdo deste esteroide.

Em peixes assincronos como no peixe vermelho a concentragao dos esterdides maturadores
finais dos ovocitos (MIS) sdo significativamente mais baixas (<5 ng/ml) (Kobayashi ez al.,
1987) do que em espécies sincronas (truta arco-iris) em que os valores sdo bastante mais
elevados (superiores a 100 ng/ml, podendo atingir 800 ng/ml) (Scottet al., 1983). Natilapia
mogambicana , os valores por nds obtidos mesmo na fase de maturacdo final rondam os
9 — 10 ng/ml, por isso muito préximos dos registados para o peixe vermelho (Kobayashi
et al., 1987) e para O. aureos (entre 1-10 ng/ml) (Yaron et al., 1983) do que para a truta.
Note-se que em espécies assincronas (exemplos em Rinchard ez al., 1993), como acontece
na tilapia, a quantidade de foliculos que produzem esteroides responséaveis pela maturagao
final sdo muito poucos, o que pode também justificar uma tdo baixa concentragdo de
17,20b-P nas amostras aqui apresentadas. Para O. mossambicus, embora a caracterizagao
do ciclo dos esteroides indutores finais da maturagdo ndo esteja determinada, Rocha e
Reis-Henriques (Rocha & Reis-Henriques, 1996) induziram a maturacdo final através
da administracdo de HCG, nao tendo detectado uma alteracdo significativa nos valores

da 17,20b-P em relagdo ao controlo, que se situaram entre 1-7 ng/ml. Por outro lado, os
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mesmos autores, apos a inducdo da maturacdo, detectaram um acentuado incremento de
outro esterdide ja indicado como putativo indutor final da maturacao (3,17,21-P5b) em
relacdo aos valores do grupo controlo. Esta questao, juntamente com os dados apresentados
neste trabalho, parece indicar que a 17,20b-P podera ndo funcionar como maturador
final nesta espécie. Por outro lado, foi ja determinado que O. mossambicus ¢ incapaz de
detectar pelo olfacto este esteroide (Frade et al., 2002). Desta forma, permanece pouco
clara qual a fung¢do principal da 17,20b-P nesta espécie, quer nas fémeas quer nos machos,
que apresentam niveis extremamente elevados de 17,20b-P na urina quando na presenca
de fémeas ovuladas (dados ndo apresentados). No entanto, como este esterdide foi ja
implicado na aquisi¢do de mobilidade do esperma, esta podera ser a razdo pela qual os
machos em presenca de fémeas ovuladas produzirdo tdo elevadas concentragdes desta
hormona, como preparac¢do para a reprodugdo. Os niveis tdo elevados de 17,20b-P na

urina podem assim ser explicados como produtos de excre¢ao.

Embora a 17,20B-P seja um dos esteroides responsaveis pela maturagao final dos ovdcitos
em diferentes espécies de peixes, esta hormona ndo tem as suas fungdes completamente
clarificadas. Por exemplo na 7inca tinca, as concentragdes elevadas deste esterdide nao
estdo apenas associadas a fase de pré-postura (Pinillos et al., 2003), o que sugere que o

seu papel como maturador final dos ovoécitos parega improvavel.

Em conclusao, a tilapia mogambicana apresenta, para as condigdes experimentais por nos
praticadas, ciclos reprodutores que variam entre de forma regular entre 14 e 34 dias para
ciclos interrompidos, com um valor modal de 17 dias. A variagdo dos valores do estradiol
parece seguir o padrdo normal em teledsteos, com um pico a meio do ciclo que devera ser
responsavel pela vitelogénese e consequente desenvolvimento dos ovdcitos. O putativo
MIS que tentdmos identificar neste estudo, revelou valores sistematicamente baixos ao
longo de todo o ciclo, com um ligeiro incremento na fase final. Os baixos valores verificados
para a 17,20B-P podem estar relacionados com a assincronia da emissdo das posturas
nesta espécie, que implica a existéncia de poucos foliculos a produzirem a hormona em
questdo, ou ainda com a rotina das amostragens uma vez que estas foram feitas de forma

sistematica no periodo da manha, o que podera ter influenciado os resultados.
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CAPITULO 111

CLONAGEM E EXPRESSAO ONTOGENICA
DO CITOCROMO P450-AROMATASE E DOS
RECEPTORES DE ESTROGENIOS






Clonagem e expressao ontogénica do citocromo P450-aromatase e dos receptores de estrogénios

3.1 INTRODUCAO

Nos vertebrados, o citocromo P450-aromatase (P450arom) ou estrogénio sintase, uma
enzima codificada pelo gene Cypl9, € responsavel pela conversdo dos androgenios (C )
em estrogénios (C ). A enzima desempenha papéis fundamentais no ovario e no cérebro,
onde se apresenta activamente envolvida no controlo da reproducdo (Balthazart, 1993; Kah
et al., 1993), na diferenciagdo sexual do cérebro (Aste et al., 1993; Balthazart et al., 1998;
Roselli et al., 1998a) e na activagdo dos comportamentos sexuais masculinos (Roselli et al.,

1998a; Balthazart, 1997; Schumacher & Balthazart, 1987; Panzica et al., 1996).

Embora tenha inicialmente sido encontrada nos ovarios e na placenta, os transcritos da
P450arom podem ser encontrados numa grande variedade de tecidos como a pele, tecido
adiposo, e sistema nervoso central (Gelinas et al., 1998; Furbass et al., 1997; Balthazart,
1993). Nos mamiferos, essencialmente em humanos, foram j& descritos para os genes
de P450-aromatase, diferentes promotores especificos para cada tecido, estando estes
promotores associados ao primeiro exao nao traduzido do gene da aromatase (Mahendroo
etal., 1991). Estes promotores sdo responsaveis pela coordenagdo na regulacao especifica
da transcri¢ao da aromatase nos diferentes tecidos. No peixe-vermelho, Carassius auratus,
os elevados niveis de actividade da P450arom levaram ao isolamento de um cDNA
especifico, (P450arom cérebro) com apenas 56% de homologia em relagdo a outro cDNA
isolado a partir do ovario (P450arom ovario) (Gelinas ef al., 1998). Desde entdo as duas
formas da enzima tém sido clonadas em varias espécies de peixe (ex. Chang et al., 1997;
Chiang et al., 2001a; Dalla Valle et al., 2002a). Na tildpia mogambicana, Oreochromis
mossambicus foram detectados elevados niveis de actividade desta enzima no cérebro
de machos, com um grau de magnitude duas vezes superior ao das fémeas, actividade
essencialmente produzida nas regides do tdlamo e do telencéfalo, (Oliveira & Canario,
in press). Esta observacgao levantou a hipdtese de que as duas formas P450arom possam
estar presentes na tilapia mogcambicana desempenhando funcdes especificas relacionadas
com o comportamento sexual (P450arom cérebro) e com a diferenciacdo das gonadas e

com a vitelogénese (P450arom ovario).

Como os estrogénios resultantes da actividade da aromatase actuam nos tecidos alvo
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através de ligacdo a receptores nucleares especificos (ER) (Klinge, 2001; Nilsson et al.,
2001) a relag@o entre a expressao destes e da enzima podera contribuir para elucidar o seu
mecanismo de ac¢do. Nos tetrdpodes sdo conhecidos dois subtipos de receptores, ERa e
ERp que actuam na forma de homodimeros ou heterodimeros (Klinge, 2001; Nilsson et al.,
2001). Nos peixes estdo ainda presentes duas formas de ERf3 embora as suas fungdes ainda

ndo estejam determinadas (Hawkins ef al., 2000; Socorro et al., 2000; Pinto et al., 2006).

Os objectivos deste trabalho foram 1) a clonagem dos mRNA para as duas isoformas de
P450arom e 2) a andlise da sua expressdao durante a ontogenia e em diferentes tecidos na
tilapia mogambicana bem como a sua comparagdo com a expressao dos ERa e ERf por
Northern blot e RT-PCR (transcriptase reversa - reac¢do de polimerase em cadeia). Um

relatdrio preliminar deste trabalho foi publicado (Cruz & Canario, 1999).

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 MANUTENCAO DOS ANIMAIS EM CATIVEIRO

O stock de tilapias utilizado teve a mesma origem do utilizado no capitulo anterior.
Os peixes foram mantidos em tanques de fibra de vidro com 0.2m?, com agua doce
descloronizada, em circuito fechado com circulagdo constante, garantida por um sistema
de air-lift associado a um filtro de fundo. Todos os aquarios foram mantidos em condic¢des
naturais de fotoperiodo e a 26°C. Os aquarios foram equipados com uma camada de
areia que funcionava como filtro biologico, permitindo simultaneamente a construcao dos
ninhos. Cada tanque continha uma tinica familia composta por um macho e quatro fémeas,

para simular um sistema social poliginico e evitar confrontos entre machos rivais.

3.2.1.1 Ovos e larvas

Os tanques experimentais foram observados duas vezes por dia (ao inicio da manha e ao

final do dia) para que fossem detectadas as fémeas em incubagdo bucal num intervalo de
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tempo ndo superior a 12 horas. Sempre que as posturas foram detectadas, fez-se a sua
recolha com a ajuda de uma rede, tendo em seguida sido transferida para incubadores
verticais situados dentro de aquarios de 65 1 equipados com filtro biolégico. A circulagao
de 4gua dentro dos incubadores foi assegurada por um sistema de “air-/ift” (Figura 17) que
permitia a movimentagdo de ovos e embrides € o consequente arejamento indispensavel a

oxigenag¢ao da prole. A temperatura de cultivo das larvas foi de 27+1°C.

J

Fluxo de ar Fluxo de agua
_— _—

Figura 17 — Esquema dos tanques de incubagao com o respectivo sistema de manutencao dos ovos e larvas.
As setas a vermelho indicam o fluxo de ar e as setas a azul indicam a movimentagdo da agua dentro do

sistema. A movimentacao da agua foi mantida de maneira a que os ovos se movimentassem continuamente e

nao se acumulassem no fundo nem ficassem encostados as redes no extremo superior de cada incubador.

As amostras de ovos e larvas foram feitas sempre que necessario, recorrendo as posturas

em desenvolvimento nos tanques de incubacao.

3.2.2 RECOLHA DE TECIDOS

A recolha dos tecidos utilizados para a extrac¢cdo de RNA total e consequente sintese

de cDNA, para a construgdo de bancos de cDNA e para a analise de expressao tecidular
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através de RT-PCR, foi realizada utilizando fémeas adultas em vitelogénese activa e
machos adultos exibindo colora¢des nupciais intensas e, simultaneamente, comportamento
de construcdo de ninhos. Todos os individuos foram sacrificados por decapitacdo apos
anestesia com 2-fenoxietanol, (0.1%, v/v; Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Todos os
tecidos foram recolhidos em condi¢des de esterilidade, congelados em azoto liquido e

armazenados a -70°C até posterior utilizagdo para extrac¢do de RNA total.

Para a analise da expressdo dos genes em tecido de ovario e cérebro de fémeas em
diferentes estadios de ovulagdo, as fémeas foram sacrificadas ao fim periodos diferentes

apos ter sido detectada a ovulagao.

Para a andlise da expressao dos genes durante o desenvolvimento larvar, foram recolhidas
duas posturas fertilizadas com aproximadamente 800-1000 ovos cada, directamente a
partir da boca de progenitoras adultas, num intervalo de tempo inferior a duas horas
apos a fertilizagdo. As posturas foram incubadas a 26°C num tanque separado dentro de
incubadores preparados com um sistema de circulagdo de d4gua. Em dias alternados foram
recolhidas amostras de ovos e larvas (aproximadamente 300mg) desde o dia um até o dia

31 apos a fertilizacdo, e imediatamente congelados em azoto liquido.

3.2.3 EXTRACCAO E PURIFICACAO DE RNA

A extraccdo de RNA total foi feita a partir de larvas individuais ou de aproximadamente
100mg de cada tecido, utilizando TRI Reagent™ (Sigma-Aldrich), de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Os tecidos utilizados foram: cérebro (Br), ovario (Ov), rim (Kd),
figado (Lv), testiculo (Tt), rim anterior (Hk), coragdo (Ht), vesicula biliar (Gb), branquias
(Gl), pituitaria (Pt) e misculo estriado branco (Ms). Dos RNA totais extraidos de cérebro e
de ovario, foram purificados RNA poly(A)+ destinados a constru¢do de bancos de cDNA
e a analise por Northern blot usando colunas de oligo(dt) cellulose (mMRNA Purification
Kit, Amersham Biosciences, Lisbon, Portugal). A qualidade do RNA, o seu grau de pureza
relativa bem como a sua concentracdo foram medidas utilizando um espectrofotometro

(GeneQuant — Pharmacia). A qualidade do RNA foi ainda confirmada através da visualizag@o
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com brometo de etidio em electroforese num gel de agarose a 1% em solugdo tampao TBE.

Todas as amostras foram armazenadas em agua a -80°C até serem utilizadas.

3.2.4 FELECTROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os fragmentos de RNA ou de DNA foram separados em electroforese em gel de agarose
(0.8-1.5% em solucao tampao TBE 1x, anexo III) com brometo de etidio (0.5pg/ml).
A visualizagdo das dimensdes de cada fragmento de DNA foi efectuada através da
compara¢do com um marcador de pesos moleculares (1Kb plus DNA ladder, Gibco
BRL, Barcelona, Espanha) (Figura 18). A voltagem utilizada neste processo foi de
aproximadamente de 8V/cm de gel. Apds a separagdo estar terminada, o resultado foi
visualizado num transiluminador de luz ultravioleta e fotografado utilizando o I/mage

Master VDS (Pharmacia Biotech)

Figura 18 — Marcador de peso molecular 1Kb-

—
—_—
e
——
.
R
i

—

plus utilizado para avaliagdo dos tamanhos dos

insertos.

3.2.5 PRODUCAO DAS SONDAS DE CDNA

Inicialmente a transcri¢do inversa foi feita utilizando RNA total (3ug) extraido do ovario
e usando também 40 unidades de MMLV-RT (Gibco BRL, Barcelona, Spain), 50pmol
de oligo(dT)12-18 primer (Pharmacia Biotech) 0.05M Tris-HCI, pH 8.3, 0.075M KCl,
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3mM MgCl2, 0.01M DTT, ImM dNTP, 3.2U de inibidor de Rnase num volume final de
reac¢do de 40ul. A reacgdo foi incubada durante 2h a 37°C. O ¢cDNA foi amplificado por
RT-PCR utilizando primers especificos (Tiarm — Tabela 5) dirigidos a regides conservadas
da sequéncia da aromatase do ovario da tilapia nilética (Oreochromis niloticus) (Chang
et al., 1997). Os primers foram escolhidos usando o software Primer Premier (Premier
Biosoft, Palo Alto, US). A amplificagdo por RT-PCR foi feita com Spl do cDNA sintetizado
anteriormente, Taq DNA polymerase (2.5U, Promega, Madison, WI) e 25pmol de cada
primernum volume final de reaccao de 50ul (10mM Tri-HCI, pH 9, 50mM KCI, 0.1%Triton
X-100, 1.5mM MgCl2, ImM dNTP). O protocolo do termociclador foi composto por
uma desnatura¢ao inicial a 95°C (1min), seguida de 30 ciclos compostos por 95°C, Imin;

62°C, 2min; 72°C, Imin. Foi ainda utilizada uma extensao final de 5min a 72°C.

Desta reac¢do foi obtido um fragmento com aproximadamente 300 pares de bases (pb)
correspondente a P450arom ovario da tilapia mogambicana. Este fragmento foi utilizado
como sonda para a pesquisa ao banco de cDNA de ovério (sec¢@o 3.2.8). Apos isolado o
clone completo, foi preparado um fragmento de restri¢do Apal com 1200pb, contendo uma

parte da regido codificante para pesquisa de um banco de cDNA de cérebro (sec¢ao 3.2.8).

3.2.6 CLONAGEM DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos de PCR foram purificados apds separagdo por electroforese em gel de
agarose, utilizando um de dois kits de purificagdo: “Quiagen Gel Extraction Kit’
(Quiagen, Alfagene, Lisbon, Portugal) ou “GFX PCR DNA and Gel Band Purification

Kit” (Pharmacia Biotech).

Os cDNAss purificados foram clonados no Vector “pGem-T easy” (Promega, Figura 19) na
zona de insercdo da enzima EcoR-I. A ligacdo dos fragmentos ao vector foi feita durante
a noite a 4°C numa mistura contendo 7pul de DNA purificado, 1pl de vector (50ng), 1l
de tampao para T4 DNA ligase 10x concentrado (para uma concentracdo final de 30mM
tris-HCI pH 7.8, 10mM MgCL,, 10mM DTT, ImM ATP) e 1ul de T4 DNA ligase (3U),

para um volume final de reac¢ao de 10ul.
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Apa
Aat ll
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BstZ |
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Spe |
EcoR |
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Sac |
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T Sp6

Figura 19 — Esquema do vector pGEM — T Easy utilizado nas clonagens de produtos de PCR com

indicacao dos locais de restricao.

A transformagdo foi feita em 100ul de células competentes de E. coli (estirpe XLI-
blue MRF") (anexo II), utilizando 5ul do volume final da ligacdo, e incubando 45min
no gelo. Ap6és um choque térmico (42°C, 2min.) as células foram plaqueadas em LB
agar /ampicilina/IPTG/X-Gal (anexo II) e incubadas durante a noite a 37°C. As colonias
brancas detectadas, presumivelmente contendo insertos, foram repicadas para 4 ml de
meio liquido (LB broth — anexo II) contendo ampicilina (50pg/ml), onde cresceram
a 37°C com agita¢do vigorosa durante a noite (12-16h). A purificagdo do DNA ligado
ao plasmideo foi feita utilizando o kit de purificacdo “Wizard Plus SV Miniprep DNA

Purification System” (Promega, Spain).

A confirmacdo de que os fragmentos de DNA se tinham ligado ao vector foi obtida
digerindo 2pul de Miniprep com EcoR-I durante 1h a 37°C, e visualizados os resultados
em gel de agarose com brometo de etidio. Posteriormente, para confirmar a identidade dos
insertos foram sequenciados manualmente usando o kit de sequenciacdo “77 sequencing
Kit” (Amersham Biosciences) e a sequéncia obtida foi confirmada tendo sido utilizada

por comparacdo com sequéncias conhecidas usando BlastX (Altschul ez al., 1997) através
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da interface web do National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/Blast).

3.2.7 CONSTRUCAO DOS BANCOS DE CDNA DE CEREBRO E DE OVARIO DE TILAPIA

Foram construidos dois bancos de cDNA a partir de mRNA do ovario e do cérebro de O.
mossambicus. Foi utilizado o vector UNI-ZAP XR (Stratagene, La Jola, CA) que permite a
clonagemdireccional do cDNA o que se revela vantajoso para a caracterizagao e sequenciagao
dos clones isolados a partir destes bancos. A producdo dos bancos foi feita a partir de cDNA
obtido por transcri¢do inversa de RNAm poly(A)* de ovarios de 5 fémeas (banco do ovario)
e de cérebros de seis machos dominantes (banco de cérebro). O processo foi idéntico para
ambos os bancos de cDNA e a sintese de cDNA iniciou-se com 5Spug de mRNA, usando o
kit UNI-ZAP XR cDNA cloning synthesis (Stratagene, La Jolla, CA). A reac¢ao de sintese
da primeira cadeia do cDNA foi feita num tubo Eppendorff estéril de 1.5ml de capacidade
num volume total de reac¢do de 50ul com os seguintes componentes: 5Sul de tampao 10x
concentrado para a sintese de primeira cadeia (composicao ndo fornecida pelo fabricante

— first-strand buffer), 3pul de mistura para a primeira cadeia de metil nucleoétidos, 2ul de

primer-linker (5-GAGAGAGAGAGACTAGTCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’;
1.4pg/ul), 1ul de inibidor de RNase (40U/ul), agua tratada com DEPC (anexo I). Antes da
adicdo do mRNA os reagentes foram misturados apds o que foram brevemente centrifugados
para que se concentrassem no fundo do tubo. O RNAm (5ug) foi ressuspendido em agua-
DEPC, desnaturado durante 10min a 65°C e cuidadosamente adicionado a reac¢ao, pipetando
repetidas vezes para facilitar a mistura. Ap6s 10min a temperatura ambiente para permitir
a ligacdo do primer ao mRNA foi adicionado 1.5pl da enzima MMLV-RT (50 U/ul). A
reaccdo de sintese da primeira cadeia de cDNA decorreu durante uma hora a 37°C, ap6s o

que a reaccao foi interrompida colocando o tubo no gelo.

Para a sintese da segunda cadeia de cDNA, foram adicionados 45ul da reac¢do de sintese
da primeira cadeia num Eppendorf em gelo, seguidos de 20ul de tampao 10x concentrado

especifico para a sintese da segunda cadeia (second-strand buffer, cuja composicao ndo
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foi fornecida pelo fabricante), 6ul de mistura de metil nucleétidos para a segunda cadeia,
116l de agua estéril, 2ul de RNase H (1.5 U/ul) (com o objectivo de remover o RNAm)
e 11ul de DNA polimerase I (9U/ul). Apos a adicdo de todos os componentes, o tubo foi
agitado num vortex e centrifugado para concentrar a reac¢do no fundo do tubo. Seguiu-se

incubacgdo a 16°C durante 2.5h ap6s o que o tubo foi de novo colocado em gelo.

Para o blunting das terminagdes do cDNA foram adicionados ao volume total da reac¢ao
anterior, 23ul de mix de dNTP para blunting e 2l de pfu DNA polimerase recombinante
(2.5U/pl) decorrendo a incubacao durante 30min a 72°C. Os produtos de reac¢do foram
extraidos com 200ul de uma solucao de fenol basico/cloroformio (1:1) e a fase aquosa
transferida paraumnovo tubo estéril de 1.5ml. Uma segunda extrac¢do foi feita adicionando
200pul de cloroféormio a fase aquosa e centrifugando durante 2min a 12000rpm. A fase
aquosa (sobrenadante) foi de novo recolhida para um tubo estéril idéntico e precipitada
durante a noite a -20°C com 20ul de acetato de sddio 3M e 400ul de etanol absoluto
previamente arrefecido a -20°C. O DNA foi recuperado por centrifugacdo durante 60min
a 4°C, o sobrenadante removido e o residuo (pellet) seco ao ar até ndo existir qualquer
vestigio de etanol. Depois de seco, o pellet foi ressuspendido numa solucdo contendo

adaptadores para a enzima EcoR-I (0.4pug/ul) e incubado a 4°C durante 30min.

Aliga¢do dos adaptadores da EcoR-I foi desempenhada utilizando 8l do cDNA ressuspenso
na mistura referida anteriormente aos quais foram adicionados 1pul de tampao especifico
para a ligase (500mM tris-HCI, pH 7.5, 70mM MgCl,, 10mM DDT), 1ul de ATP (10mM)
e 1ul da enzima T4 DNA ligase (4U/ul). A reacgao foi incubada a 4°C durante 18h, no fim
das quais a T4 DNA ligase foi inactivada pelo calor durante 30min (a 70°C). No fim deste
periodo, o tubo foi colocado a temperatura ambiente para arrefecer lentamente durante Smin

e posteriormente centrifugado para depositar a solugdo no fundo do tubo.

Os terminais dos adaptadores EcoR-I foram fosforizados por adi¢do 1ul de tampao de
ligacdo (ligase buffer), 2ul de ATP (10mM), 6pul de dgua estéril e 1ul de T4 Polinucleotide
Kinase (10U/ul), perfazendo um volume final de reaccdo de 21pl e incubagdo durante
30min a 37°C. Depois de arrefecer a temperatura ambiente (aproximadamente 24°C), o

cDNA fosforilado foi digerido adicionando 3ul da endonuclease de restrigdo Xhol e 28l
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de tampao especifico para esta enzima (cuja composi¢ao nao foi fornecida pelo fabricante)
no volume total da reac¢do anterior por incubagao a 37°C durante 1.5 horas. O volume
total da reac¢do foi ajustado a 120l adicionando 68ul de tampao STE 1x (0.1M NacCl,
20mM Tris-HCL, pH 7.5, 10mM EDTA) e o cDNA foi extraido com idéntico volume de

fenol/cloroférmio, sendo a fase aquosa transferida para um tubo novo.

A purificagdo do cDNA com os adaptadores Ecorl/Xhol foi efectuada utilizando colunas
Sephacryl® (Pharmacia Biotech) previamente preparadas equilibrando a resina com 2 ml
de solugdo tampao 1x STE. A solucdo tampao foi aplicada no topo da coluna e a eluigao por
centrifugacdo da coluna a 400g durante 2min. O processo foi repetido duas vezes. Apos a
segunda centrifugacao, a coluna foi inserida num tubo Falcon de 15ml, estéril, e o volume
total da reaccdo aplicado no topo da matriz, eluindo o cDNA por centrifugagdo também a
400g durante 2min. O cDNA foi misturado em diferentes quantidades com 1pg de vector
UniZap-XR, para que diferentes propor¢des de vector e de cDNA estivessem presentes
em cada mistura, com o objectivo de optimizar as propor¢des destes componentes para
uma ligagdo ideal. A reac¢do foi completada para um volume final de 32pl, utilizando para
o efeito diferentes quantidades de 1x STE para cada mistura. As diferentes misturas de
cDNA e vector foram co-precipitadas utilizando 1ul de 3M NaAc e 60ul de etanol gelado
absoluto e em seguida colocadas a -70°C durante 2 horas. O precipitado foi recuperado
por centrifugacdo (10000g durante 10min a 4°C) e o pellet ressuspendido em 3.5ul de
agua estéril a que foram adicionados 0.5ul de tampao de ligagdo 10x concentrado, 0.5pl
de ATP 10mM e 0.5ul de T4 DNA ligase (4U/ul) para completar a reac¢do de ligacao. O

processo decorreu durante a noite a 12°C.

Para o empacotamento (packaging) do cDNA ligado ao vector, foi usado o Kit de
clonagem Gigapack® III Gold (Stratagene). Cada liga¢do (4ul) foi adicionada a um
extracto de packaging rapidamente descongelado e misturado com auxilio da ponta da
pipeta. A reacc¢ao foi incubada durante 1h45min a temperatura ambiente e a reacgdo foi
entdo terminada adicionando 500ul de tampao SM (anexo II) e 20ul de cloroférmio. Apds
um voértex e uma centrifugagdo rapida (30s), o sobrenadante foi recuperado e transferido

para um novo tubo e utilizado para a titulagdo e amplificagdo do banco de cDNA.
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3.2.7.1 Titulacao dos bancos de cDNA

A titulacdo dos bancos de cDNA permite quantificar o numero de fagos recombinantes
presentes em cada banco. A presenca de um inserto (cDNA) na regido poly-linker do vector
produz uma disrupg¢ao do gene lac Z dando origem a uma pfu (plaque forming unit) com
gene de -galactosidase inactivo. Se ndo existe nenhum cDNA inserido no vector, a regiao
N-terminal da enzima -galactosidase ¢ expressa. Assim quando o banco € plaqueado em
NZY agar contendo o substrato de 3-galactosidase os pfu ndo recombinantes apresentam
um tom azulado e os recombinantes sdo transparentes. Neste processo ¢ esperado que as
placas recombinantes sejam expressas numa ordem de grandeza que varie entre 10 a 100

vezes superior as das placas ndo recombinantes.

Os bancos de cDNA foram diluidos de 1:10 em tampao SM e volumes de 1 e 10ul foram
cuidadosamente adicionados separadamente a 200ul de células hospedeiras de E. coli
XL1-Blue MRF’ e incubados a 37°C durante 10min. Apos esta incubacao, as células
foram misturadas em 10ml de top agar (anexo II) contendo 15ul de IPTG (0.5M) e 50ul
de X-Gal (250mg/ml) e plaqueadas em placas de petri quadradas (12x12cm) previamente
preparadas com meio NZY (anexo II). Apos incubacao a 37°C durante a noite, todas as
placas transparentes e azuis foram contadas e o numero total de pfu (unidades formadoras

de placas) presentes nos bancos foram calculados da seguinte forma:

(n" pfu(transparentes + azuis) x f .dilui¢do x v.total )

v.plaqueado

A percentagem de recombinantes presentes nos bancos foi determinada contando a

propor¢ao de placas transparentes (recombinantes) e azuis (ndo recombinantes):

n° pfutransparentes
x100
n° totalpfu (transparen tes + azuis)
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3.2.7.2 Avaliacao da dimensao dos insertos do banco de cDNA

Para a determinacao do tamanho médio dos insertos, foram recolhidas aleatoriamente 10
placas transparentes a partir das placas de NZY. O plasmideo pBluesript SK(+/-) (Figura
20) foi excisado in vitro e em seguida digerido com EcoRI e Xhol libertando desta forma
os insertos ai contidos que foram fraccionados em gel agarose 0.8% com marcador 1Kb

para determina¢do do tamanho aproximado.

1 T7

Kpn |
Apa l
Xho |
Sal |
Clal
Hind I
EcoRV
EcoR |
Pst |
Small
BamH |
Spe |
Xba |
Not |
Eag |
BstX |
Sac ll
Sac |

TT3

pBluescript Il SK (+/-)
(2958 bp)

Figura 20 — Vector pBluescript II SK (+/-) utilizado na constru¢do dos bancos de cDNA indicando os

sitios de restri¢cao para clonagem.

3.2.7.3 Amplificacdo dos bancos de cDNA

Para amplificacdo dos bancos de cDNA, aliquotas de cada banco foram misturadas com
600ul de células hospedeiras XL1-blue e incubadas a 37°C durante 15min. A mistura foi
adicionada a 10ml de Top agar como descrito anteriormente e plaqueada em placas de
petri quadradas contendo meio NZY. As placas foram incubadas durante 8 horas a 37°C
apo6s o que cada placa foi coberta com 8ml de tampao SM e armazenadas a 4°c durante a
noite para permitir a difusdo dos fagos para o tampao. A suspensao foi entdo recuperada

para um frasco estéril e foram adicionados mais 2ml de tampao SM a cada placa, também
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recolhidos para o mesmo recipiente. A esta solu¢do foi adicionado cloroférmio a uma
concentragdo final de 5%, misturado e incubado a temperatura ambiente durante 15 min.
Osrestos celulares foram removidos por centrifugagao (500g durante 10min. a temperatura
ambiente) e o sobrenadante contendo o banco de cDNA amplificado transferido para um
novo recipiente estéril. Os bancos foram armazenados a 4°C com 0.3% cloroférmio ou a

-80°C com 7% DMSO. A titulagao final foi calculada como descrito anteriormente.

3.2.8 PEsqQuisa pos BANCOS DE CDNA

3.2.8.1 Pesquisa primaria

Na pesquisa primaria dos bancos de cDNA foram plaqueadas aproximadamente 50000pfu
em placas quadradas de 12mm com meio NZY. Para o efeito, foram preparadas 8 aliquotas
de 10l das diluigdes apropriadas (em tampao SM) de cada banco e incubados com 600ul
de células hospedeiras XL1-blue durante 15min. a 37°C. Esta mistura de fagos e de células
hospedeiras foi adicionada a 10ml de top agar aquecido previamente a 48°C e colocado sobre
as placas com NZY. As placas foram incubadas a 37°C durante aproximadamente 8 horas
e arrefecidas pelo menos durante 2h a 4°C, antes de se proceder a transferéncia de DNA
para membranas de nitrocelulose (Hybond-C, Amersham). Foram preparadas duas réplicas
de cada placa. Na primeira, a membrana permaneceu em contacto com o agar durante dois
minutos, tendo nesta altura sido marcada com trés pontos de orientagdo assimétricos feitos
com a ponta de uma agulha estéril. Na segunda a membrana permaneceu em contacto com o
agar durante quatro minutos e foi marcada com exactamente os mesmos pontos de orientagao.
Ap6s este processo, 0 DNA ligado as membranas foi sequencialmente desnaturado (1.5M
NaCl, 0.5M NaOH), neutralizado (1.5M NacCl, 0.5M Tris-HCI) e, por fim, equilibrado (em
6xSSC) (solugdes descritas no anexo I), tendo cada um dos passos ocorrido por imersao nas
respectivas solugdes durante Smin. Apos este processo, as membranas permaneceram em
contacto com papel Whatman® 3mm até¢ estarem secas. O crosslink do DNA as membranas
foi feito aquecendo-as a 80°C durante 2h. As placas de NZY com fagos foram armazenadas

a 4°C até serem usadas para isolamento de potenciais placas pfu positivas.
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3.2.8.2 Marcacao das sondas de cDNA

As sondas produzidas em [.2.5 foram utilizadas para pesquisar os bancos de cDNA a partir
de 25ng de DNA purificado e ressuspendido em 45ul de dgua estéril. Apos desnaturagao
a 95° durante Smin a sonda foi adicionada a mistura de Rediprime (Rediprime random
labelling kit, Amersham Biosciences, UK) seguido de 5ul de [a-*?P-dCTP] cuidadosamente
misturados por pipetagem. A reaccao foi incubada a 24°C durante uma hora e o volume
da reacgdo foi ajustado com 150ul de adgua estéril. A sonda marcada foi desnaturada a
95°C durante 5min e imediatamente colocada em gelo onde permaneceu 2min antes de

ser adicionada a solugdo de hibrida¢ao sem purificacao prévia.

3.2.8.3 Pré-hibridacio e hibridacao das membranas

As membranas com DNA, no maximo de 8 por tubo de hibridacao, foram sujeitas a pré-
hibridagdao com aproximadamente 40ml de solu¢do de hibridagao (6x SSC, 5x Denhart’s,
0.1% SDS e 0.1mg/ml RNA de transferéncia: informac¢do detalhada no anexo XX) a
65°C durante 2h. Apos este periodo foi adicionada a sonda marcada (0.5-2x10°cpm/ml),
procedendo-se a hibridagcdo durante a noite, durante 16 ou mais horas. Os screenings
feitos as membranas preparadas em duplicado foram realizados sob condicoes de elevada

estringéncia, idénticas as utilizadas durante a pré-hibridacao.

Apos a hibridacdo, as membranas foram lavadas em 0.1xSSC/0.1% SDS a 65°C, com
renovacdo de solucdo em cada 10 min até que as contagens da solucdo de lavagem
fossem inferiores a 5 contagens por segundo (cps). Quando o sinal de fundo deixou de
ser detectado nas membranas, estas foram cuidadosamente envolvidas em plastico, tendo
os duplicados sido dispostos lado a lado, e expostas a um filme radiografico (Biomax
MS film — KodaK), dentro de uma cassete de revelagdo, a -70°C durante um periodo que

variou entre 1 a 3 dias.

Foram considerados como potencialmente positivos os clones que hibridaram com a

sonda simultaneamente nas membranas duplicadas. Nesses casos a regido correspondente
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na placa de NZY foi recolhida com o auxilio de uma ponta pléstica de pipeta de 1 ml
invertida (Gilson pippetmann). Os fagos respectivos foram eluidos por agitagdo durante

4-5h em 500ml de tampao SM e 20ul de cloroférmio.

3.2.8.4 Pesquisas secundaria e terciaria dos bancos de cDNA

Na pesquisa secundaria seguiu-se o processo descrito para a pesquisa primaria e hibridagao,
mas neste caso as membranas foram obtidas a partir de placas preparadas através da adigao de
1-5ul de uma dilui¢do de 1:1000 dos potencialmente positivos isolados a partir da pesquisa
primaria, em 200ul de células hospedeiras, produzindo desta forma entre 500-1000pfu por
placa. O tempo de exposi¢ao do filme que foi também ajustado para ser inferior a 3h. Os
possiveis positivos foram recolhidos individualmente das placas de agar com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur de vidro e colocados dentro de 250ul de tampao SM e 10ul de
cloroformio. Nos casos em que ndo foi possivel isolar individualmente os clones, recorreu-
se a um screening terciario fazendo uma nova diluigdo a partir da placa de NZY secundaria

seguindo a mesma metodologia para isolar completamente as pfu pretendidas.

3.2.8.5 Excisao in vitro do vector pBluescript

O vector pBluescript foi excisado utilizando 100ul de solugdo tampao SM contendo os
fagos potencialmente positivos, a que se adicionaram 200ul de células hospedeiras (XL1-
Blue) e 1ul de ExAssist helper phage (> 1x10°pfu/ul). A solugdo foi incubada durante
15min a 37°C, apds o que lhe foram adicionados 3ml de meio LB Broth (anexo II) e de
novo incubada durante 2-3 horas a 37°C com agitagdo. Os tubos contendo a solugao foram
aquecidos a 70°C durante 20min e centrifugados a 1000g durante 15min a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi recolhido para um novo tubo e 1ul desta solugdo adicionada
a 200ul de células hospedeiras SOLR (anexo II). A mistura foi incubada a 37°C durante
15min e 30ul desta solucdo plaqueada em placas de petri circulares contendo LB/

ampicilina (anexo II), que permaneceram durante a noite a 37°C.
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Foram recolhidas colonias individuais a partir das placas que serviram para inocular Sml
de meio liquido LB broth com ampicilina (50pg/ml) que foram de novo incubadas durante
a noite a 37°C com agitacdo. O plasmideo foi purificado utilizando o kit de purifica¢do de
DNA Wizard Plus SV Miniprep DNA purification System (Promega). A presenga do inserto
e a confirmacdo do seu tamanho foram aferidas digerindo os plasmideos purificados com
duas endonucleases de restricao, EcoR1 e Xhol, tendo o resultado sido visualizado apos
separados os fragmentos por electroforese em gel de agarose 1.5% em TBE/Brometo de

etidio (anexo III).

3.2.8.6 Preparacio do plasmideo, sequenciacio e analise

O DNA plasmidico isolado usando o procedimento da lise alcalina (Sambrook et al.,
1989) seguido de extracgdo do DNA com fenol. Os insertos foram sequenciados com
um sequenciador automatico (ABI 373) usando o primer T3 de sequencia¢do na regido
polylinker do pBluescript que flanqueia a regido 5° do inserto de cDNA. Como os
bancos de cDNA foram construidos por clonagem direccional, isso implica que todos os
insertos de cDNA se encontravam inseridos no vector segundo a mesma orientacdo. A
qualidade das sequéncias foi avaliada e as sequéncias do vector e polylinker removidos.
A identidade das sequéncias foi determinada por pesquisa com os algoritmos BlastX e
Blastn (versao 2.0, National Center for Biotechnology Information, Altschul ez al., 1997)
no servidor http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. As coincidéncias foram consideradas
estatisticamente significativas quando foi obtida uma identidade de sequéncia superior a
65% para um “score” maior que 40 e um valor de E (E-value) inferior a 10 ~ (Martins et
al., 2001). Os clones positivos foram sequenciados na integra pelo menos duas vezes a
partir dos flancos 5’ e 3°, neste caso utilizando o primer T7. As sequéncias foram alinhadas
utilizando o software DNASIS (versdo 5.0), com o qual se obteve também a sua traducao
em aminoacidos. Os clones isolados neste estudo encontram-se referenciados no genebank

com os seguintes codigos de acesso: AF135850 (F3BR3) and AF135851 (30V1).
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3.2.9 ANALISE E CARACTERIZACAO DAS SEQUENCIAS DE AROMATASE

As sequéncias de aromatase disponiveis em Genbank e as obtidas neste trabalho foram
alinhadas utilizando ClustalX (versao 1. 64b, Thompson et al., 1997). Os alinhamentos
multiplos obtidos foram editados e o grau de similaridade (Dstat analysis) entre elas obtido
com o software GeneDoc (Nicholas et al., 1997). O alinhamento obtido com ClustalX

também foi utilizado em PAUP (Swofford, 1998) para a analise filogenética.

3.2.10 RT-PCR SEMI QUANTITATIVO

A distribui¢do e o nivel de expressao das P450arom cérebro e ovario assim como dos
ERa e ER foi analisada por RT-PCR e comparados com os niveis de expressao obtidos
para o gene [-actina que € considerado ter niveis constitutivos (gene “housekeeping’). As
sequéncias dos primers utilizados encontram-se representadas na Tabela 5. Para a analise
da expressao da aromatase da gonada foram utilizados os primers Tiarm, enquanto que os
Tibrl utilizados para analise da expressdo da aromatase do cérebro foram desenhados a
partir da sequéncia AF135850. Os primers referentes a Era e a ER[3 foram baseados nas
sequéncias disponiveis para O. niloticus com os numeros de acesso U75604 e U75605,
e os da B-actina foram baseados na sequéncia de Sparus aurata com o numero de acesso
X89920. A identidade dos produtos de PCR foi confirmada por sequenciagdao e por

comparagao com outras sequéncias presentes na base de dados do GeneBank.

Tabela 5 — Referéncia, sequéncia e dimensdo dos primers utilizados para a obtencdo das sondas e
para a analise por PCR semi-quantitativo. E também apresentada a informagao sobre a temperatura de

annealing e numero de ciclos utilizados para obtenc@o das sondas.

Informacgao Sonda Dimensao
Referéncia do Pri Sequénci
eferéncia do Primer equéncia sobre os ciclos  Obtida (pb)
Aromatase Forward 5’GGCATAGGCACAGCCAGCAA3’ 30 ciclos; Armov 300
v
Tiarm Reverse  5’CCAGGTGAGCCTGTATGGAGG3’ annealing — 62°C
Aromatase Forward 5’TCTTAGCAGGACTCGGTCCAAT3’ 30 ciclos; Armbr 450
rmbr
Tibrl Reverse  5’AGATGTCCAACACGATGGCTCT3’ annealing — 63°C
Forward 5’AAACCACTTCAACACCCGTCTA3’ 35 ciclos;
ERa . TiEra 360
Reverse  5S’TCCTTACGCATACCTCCTTCCAZ3’ annealing — 58°C
Forward 5’GCCAGCCCATCTGTATCCG3’ 35 ciclos; .
ERp ) TiErp 500
Reverse  5’GCAGCTCTTACGGCGGTTC3? annealing — 58°C
. Forward 5’GGCCGCGACCTCACAGACTAC3’ 25 ciclos; L.
B-actina . Tiactin 260
Reverse  5’ACCGAGGAAGGATGGCTGGAAZ’ annealing — 57°C
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O RNA total foi transcrito em cDNA como referido em 3.2.5 e as reac¢des de PCR
foram feitas utilizando Supl do cDNA sintetizado e nas mesmas condi¢des ja descritas
(secgdo 3.2.5) para os primers Tiarm, com as seguintes excepgdes: Tibrl, 1.0mM MgCl,,
temperatura de annealing, 63°C, 30 ciclos para a distribuicdo da aromatase nos tecidos
e 35 ciclos para determinar a sua expressdo durante o desenvolvimento; Para os ERa e
ERB, 1.0mM MgCl,, temperatura de annealing de 58°C, 35 ciclos; No PCR da B-actina as
condicoes foram 1.25mM MgClz, 94°C 2 min, 25 ciclos com a rotina de 94°C 30 segundos,

57°C 45 segundos, 72°C 1.5min, seguido de uma extensao final de Smin.

3.2.11 ANALISE POR NORTHERN Bror

O numero de transcritos produzidos por cada gene de aromatase e a sua dimensao foram
analisados por Northern blot. Na andlise por Northern blot foram utilizados dois conjuntos
diferentes de RNA. Inicialmente, foi purificado RNA poly(A)* a partir do RNA total do
cérebro e do ovario (5ug de poly(A)" a partir de cada tecido), com o objectivo de perceber
se alguma das sondas produziria uma reac¢do cruzada. Utilizou-se ainda um segundo

conjunto de RNA total que foi extraido de diferentes tecidos (10mg para cada tecido).

Para o Northern blot o RNA comegou por ser fraccionado por electroforese num gel de
MOPS/2.2% formaldeido/1.5% agarose (anexo III), utilizando MOPS 1x concentrado
(anexo II) e o marcador de peso molecular 0.24-9.5 Kb RNA ladder (GibcoBRL). A
voltagem aplicada para este processo de fraccionamento foi de 4-5 V por cada cm de
gel. O RNA foi transferido por capilaridade para uma membrana de nylon (Hybond-N,
Amersham Pharmacia Biotech), utilizando 10x SSC como tampao de transferéncia (Figura
21) durante a noite. Ap6s a transferéncia para a membrana de nylon o RNA foi desnaturado
e fixado a membrana (cross-linking) utilizando luz ultravioleta. Antes da hibridagdo as
membranas foram lavadas durante 30min a 60°C com solu¢do de lavagem (1x SSC, 0.1%
SDS). As membranas foram pré-hibridadas a 58°C numa solucdo Church Gilbert (anexo
I) durante 4h. A hibridagao foi feita durante a noite, sob as mesmas condig¢des que a pré-

hibridagao, tendo apenas sido adicionado a solugao a sonda formada pelo cDNA do clone
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completo da aromatase do ovario (30V1) marcada com [a**P] dCTP. Apos a hibridagao, a
membrana foi lavada a 42°C em 0.1x SSC/0.1% SDS trés vezes durante 10min e exposta
a um filme auto-radiografico Biomax MS (Kodak, Rochester, NY). As cassetes contendo

as membranas em contacto com os filmes foram armazenadas a -70°C durante 5h.

Para que a mesma membrana pudesse ser hibridada com a segunda sonda para a aromatase
do cérebro foi necessario lava-la para completa remocdo da primeira sonda (striping)
numa solucdo a ferver de 0.1% SDS durante 30min, seguida de uma lavagem em 2x
SSC a temperatura ambiente durante 15min. A membrana foi em seguida e seguindo a
mesma metodologia re-hibridada com a sonda ArmBr1 de 1000pb, marcada com [o-*?P]
dCPT, obtida do cDNA proveniente do transcrito do cérebro e produzido por acgdo das

endonucleases de restricdo EcoRI e Xhol.

<0.75 Kg ——  Peso

f ] | Suporte

Papel absorvente

} Papel Watman 3MM

Membrana Hybond
[~ | ————  Gel

J Papel Watman 3MM
=
10xSSC

Figura 21 — Esquema da pilha de transferéncia do DNA do gel de agarose para as membranas de nylon

para Northern blot e Southern blot.

3.2.12 ANALISE POR SOUTHERN BLOT DOS PRODUTOS DE RT-PCR

Os produtos de RT-PCR foram separados por electroforese em gel de agarose (1.5%) em
tampao TBE (anexo I), e o gel colocado numa solucao de desnaturacao (0.5M NaOH, 1.5M
NaCl) onde permaneceu com agitacao durante 15min, seguido de lavagem agua estéril (2x2

min) e colocagdo em solucao de neutralizagdo. (1.5M NaCl, 0.5 Tris-HCI pH 8.0) durante
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30min. Utilizando metodologia semelhante a descrito para o Northern blot, o DNA separado
por electroforese foi transferido por capilaridade para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond-C, Amersham Biosciences), e utilizando 10x SSC como tampao de transferéncia
(Figura 21). Este processo ocorreu durante aproximadamente 16h apds o que o DNA foi

fixado & membrana por cross-linking, incubando as membranas a 80°C durante 2h.

A hibridagdo foi feita com as sondas obtidas no processo descrito nas secgdes 3.2.5 e
3.2.10, e cujas dimensdes se encontram condensadas na Tabela 5, tendo todas elas sido
preparadas como descrito para a marcag¢do de sondas para o screening no ponto 3.2.8.2,
bem como todo o processo de pré-hibridacdo e de hibridacdo. Cada uma das sondas
detecta especificamente cada um dos genes a partir dos quais foi obtida. As membranas
foram expostas a um filme radiografico (Biomax MS films — Kodak) e armazenados em

ecras intensificadores a -70°C até a obten¢do do sinal apropriado.

3.2.13 ExpressA0 DE CYP19A, CYP19B E RECEPTORES DE ESTROGENIO O E [3

DURANTE O DESENVOLVIMENTO INICIAL

Os produtos da reaccdo da aromatase, receptores de estrogénios e da B-actina foram
separados em gel de agarose (0.7%), desnaturados (1.5M Nacl/0.5M NaOH), neutralizados
(1.5M NaCl/0.5M Tris Base, pH=8) e transferidos para membranas de nylon (Hybond XL,
Amersham Pharmacia) numa solugdo de 6x SSC por um método padrdo de capilaridade.
As membranas foram hibridadas com sondas radioactivas marcadas com (a-*?P)CTP em
solugdo de hibridacdo Church Gilbert a 65°C, e submetidas a lavagens de estringéncia
(1x SSC/0.1% SDS e 0.1x SSC/0.1% SDS) a 65°C. Os sinais produzidos nas membranas
foram quantificados por phosphorimaging (GS-505 Molecular Imager System, Biorad) e

expressos como o racio dos genes amplificados em relagao ao gene da B-actina.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Bancos pE cDNA

Apds a amplificagao os bancos de cDNA do ovario e do cérebro continham 1x10° e 6x10°

recombinantes primdrios respectivamente.

3.3.2 CLONAGEM E CARACTERIZACAO DOS HOMOLOGOS DA AROMATASE

A pesquisa efectuada ao banco de cDNA de ovério da tilapia de Mogambique foi feita
com a sonda Armov obtida por RT-PCT (Tabela 5) e produziu quatro clones positivos
idénticos. O cDNA isolado referente a esta sequéncia (referido como 30V 1; niimero de
acesso AF135851 do GenBank) apresenta um comprimento de 1783pb codificando uma
proteina com 521 aminoacidos (Figura 22A). O putativo coddo de iniciagdo, ATG, situou-
se a +72pb da terminagdo 5’ e a regido traduzida que termina com um codao stop TAG
encontra-se situada na posicdo +1596. A regido 3’ nao traduzida (3’UTR) compreende
uma cauda poly (A)" com16pb e o sinal de poliadenilacao (AATAAA) encontra-se situado

18pb antes do primeiro A da cauda de poli (A)".

A pesquisa do banco de cDNA de cérebro foi feita com o fragmento de restri¢ao produzido
com a enzima Apa I a partir da sequéncia de cDNA do clone 30V1, que engloba grande
parte da regido mais conservada nas sequéncias de aromatase produziu seis clones
positivos idénticos, tendo todos dimensdes semelhantes e apresentando padrdes também

idénticos quando tratados com as enzimas de restrigdo Xho/Ecorl.
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1 M D L I S A C E Q A M N P \% G 15
1 gc acg agg ctg ttc tac atc atc acc ctt ctc ATG GAT CTG ATC TCT GCT TGT GAA CAG GCG ATG AAT CCT GTA GGC 77
16 L D A \ \% A D L S v T S N A I Q S H G I S M A T R T 41

78 TTA GAC GCC GTG GTG GCA GAT CTC TCT GTG ACC TCA AAT GCC ATC CAA TCG CAT GGG ATA TCA ATG GCA ACC AGA ACG 155

42 L I L L v C L L L v A w S H T D K K I v P G P S F C 67
156 CTG ATA CTG CTC GTC TGT CTG CTG TTG GTT GCC TGG AGT CAC ACG GAC AAG AAA ATT GTG CCA GGT CCT TCT TTC TGT 233

68 L G L G P L L S Y L R F I w T G I G T A S N Y Y N N 93
234 TTG GGT TTG GGC CCA CTT CTG TCA TAT CTG AGA TTT ATC TGG ACT GGC ATA GGC ACA GCC AGC AAC TAC TAC AAT AAC 311

94 K Y G D I v R v w I N G E E T L I L S R S S A v H H 119
312 AAG TAT GGA GAC ATT GTT AGA GTC TGG ATC AAC GGA GAA GAG ACG CTC ATA CTA AGC AGA TCT TCA GCA GTG CAC CAT 389

120 v L K N G N Y T S R F G S I Q G L S Cc L G M N E R G 145
390 GTG CTG AAG AAC GGA AAC TAT ACT TCA CGT TTT GGG AGC ATC CAG GGA CTC AGC TGC CTC GGC ATG AAC GAG AGA GGC 467

146 I I F N N N v T L W K K I R T Y F A K A L T G P N L 171
468 ATC ATA TTC AAC AAC AAC GTA ACT CTG TGG AAA AAG ATA CGC ACC TAT TTT GCT ARA GCT CTG ACA GGC CCA AAT TTG 545

172 Q Q T A D v Cc v S S I Q A H L D H L D S L G H \4 D v 197
546 CAG CAG ACG GCG GAT GTT TGC GTC TCC TCC ATA CAG GCT CAC CTG GAC CAC CTG GAC AGC CTG GGA CAC GTT GAT GTC 623

198 L N L L R Cc T v L D I S N R L F L D v P L N E K E L 223
624 CTC AAT TTG CTG CGC TGC ACC GTG CTG GAC ATC TCT AAC CGA CTC TTC CTG GAC GTA CCT CTC AAT GAG AAA GAG CTG 701

224 M L K I Q K Y F H T ) Q D v L I 249
702 ATG CTG AAG ATT CAA AAG TAT TTT CAC ACA TGG CAG GAT GTG CTT ATC AAA CCT GAC ATC TAC TTC AAG TTC GGC TGG 779
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250 I H H R H K T A T Q E L Q D A I 275
780 ATT CAC CAC AGG CAC AAG ACA GCA ACC CAG GAG TTA CAA GAT GCC ATT AAA CGT CTT GTA GAT CAA AAG AGG AAA AAT 857
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276 M E Q A D T L D N I N F T A E L I F A Q N H G E L S 301
858 ATG GAG CAG GCA GAT ACG CTG GAC AAC ATC AAC TTC ACG GCA GAG CTC ATA TTT GCA CAA AAC CAC GGT GAG CTG TCT 935

302 A E N v T C \4 L \4 I P L S L F F M 327
936 GCT GAG AAT GTG ACG CAG TGC GTG CTG GAG ATG GTG ATT GCA GCT CCG GAC ACT CTG TCC CTC AGT CTC TTC TTC ATG 1013

328 L L L L L \4 \4 G E R Q 353
1014 CTT CTG CTC CTC AAA CAA AAC CCG CAC GTG GAG CCG CAG CTG CTA CAG GAG ATA GAC GCT GTT GTG GGT GAG AGA CAG 1091

354 L Q N Q D L H K L Q \4 M E S F I Y E M L R F H P \4 \4 379
1092 CTT CAG AAC CAG GAT CTT CAC AAG CTG CAG GTG ATG GAG AGC TTC ATC TAC GAA ATG TTG CGC TTC CAC CCA GTG GTG 1169

380 D F T R R A L S D I S I L 405
1170 GAC TTC ACC ATG CGT CGA GCC CTG TCT GAT GAC ATC ATA GAA GGC TAC AGG ATC TCG AAG GGC ACA AAC ATC ATT CTG 1247

406 N T G R M T F L F N L E H F E N N \4 431
1248 AAC ACA GGC CGA ATG CAC CGC ACC GAG TTT TTC CTT AAA GCC AAT CAA TTT AAT CTG GAA CAC TTT GAA AAC AAT GTT 1325

432 P R R Y F Q P F G S G P R A C I G K H I A M \% M M K 457
1326 CCT CGG CGC TAC TTT CAG CCG TTC GGT TCA GGC CCT CGC GCA TGC ATT GGC AAG CAC ATC GCC ATG GTG ATG ATG AAA 1403

458 S I L L S C T I L L P T 483
1404 TCC ATT TTG GTG ACA CTG CTG TCT CAG TAC TCT GTT TGT ACT CAC GAG GGC CCG ATC CTG GAC TGC CTC CCA CAA ACC 1481

484 N N L S P A L P R Q 509
1482 AAC AAC CTT TCC CAG CAG CCT GTA GAG CAC CAG CAG GCG GAG ACT GAA CAT CTC CAC ATG AGG TTC TTA CCC AGG CAG 1559

510 R S S C Q T L R D P N L * 521
1560 AGA AGC AGC TGT CAA ACC CTC CGA GAC CCG AAC CTT tag ctg tac ctg cac ttt tgt ata ctt aat ttg tat gat ctt 1637
1638 ata acg aca cac agc tag cct tta tat ttt gat aga cgc aaa gat tgt att tgt act caa act gta tgc atg atg tga 1715
1716 aat gta cat tta aac ctg cta aca ctg aaa taa atg taa att att gtg tca caa aaa aaa aaa aaa aa 1783
[

Figura 22A — Sequéncia do clone 30V1, com a indicacdo da localizag@o do inicio da sequéncia e do

codao stop.

Um destes clones, F3BR3 (com o niimero de acesso AF135850) foi também caracterizado
em detalhe, revelando uma sequéncia com 1755pb e codificando uma proteina com 493
aminoacidos (Figura 22B). Verificou-se a existéncia de um putativo codao de iniciagdo
situado a 29pb da extremidade 5°, mas por comparagdo com sequéncias cDNA de espécies
proximas recentemente publicadas hé a forte possibilidade da sequéncia estar truncada,
faltando toda a 5’UTR e dois aminoécidos, um dos quais seria uma metionina de iniciagao.
A cauda poli (A)* tem 19-pb de comprimento, com um sinal de poliadenilagdo situado

15pb a montante primeiro A da cauda poli (A)".
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1 M v A D R A S E v T A A L L L L 16
1 gg cac gag gag gag ctc acc gct ggc ccc ATG GTG GCT GAT AGA GCG TCA GAA GTC ACT GCT GCC CTG CTT CTT CTG 77
17 L L L L L L F T T W R Q R K Q S H I P G P F F L A G 42

78 CTG CTG TTG TTG CTG CTT TTC ACC ACC TGG AGA CAA AGA AAA CAG TCA CAC ATA CCA GGT CCT TTC TTC TTA GCA GGA 155

43 L G P I L S Y S R F I W S G I G T A C N Y Y N N K Y 68
156 CTC GGT CCA ATT CTC TCC TAC AGC AGA TTC ATC TGG TCT GGG ATT GGA ACA GCG TGT AAC TAC TAC AAC AAC AAA TAT 233

69 G S I v R v W I s G E E T L I L s R s S E v Y H v L 94
234 GGG AGC ATT GTG CGG GTG TGG ATA AGC GGA GAG GAG ACC CTG ATT TTG AGC AGG TCC TCT GAA GTG TAC CAC GTT TTG 311

95 R S A H Y T S R F G S K K G L E C I G M Y G N G I I 120
312 AGG AGT GCC CAC TAC ACC TCC AGA TTT GGG AGC AAA AAA GGA CTC GAG TGC ATC GGC ATG TAT GGA AAT GGT ATC ATT 389

121 F N S D v P L W K K v R T Y F S K A L T G P G L Q R 146
390 TTC AAC AGT GAT GTC CCG CTT TGG AAA AAA GTG AGA ACA TAC TTT TCT AAA GCT CTG ACT GGA CCC GGC CTG CAG AGG 467

147 T v G I C v S S T A K H L D N L Q D M T D P S G H v 172
468 ACC GTA GGA ATC TGT GTG AGC TCC ACA GCC AAA CAC CTG GAC AAC TTA CAG GAC ATG ACT GAC CCC TCT GGA CAT GTA 545

173 D A L N L L R A I v L D I S N R L F L R v P L N E K 198
546 GAT GCT CTC AAT CTC CTG AGA GCC ATC GTG TTG GAC ATC TCC AAC CGG CTG TTC CTC AGA GTG CCG TTA AAT GAG AAA 623

199 D L L T K I H N Y F E T W Q T v L I K P D I F F K v 224
624 GAC TTA TTG ACG AAA ATT CAC AAC TAC TTT GAG ACC TGG CAA ACA GTT CTA ATA ARA CCA GAT ATA TTC TTC AAG GTT 701

225 G W L Y N K H K R A A Q E L Q D A M E S L L E v K K 250
702 GGA TGG CTG TAC AAC AAG CAT AAG AGA GCA GCA CAG GAG CTG CAA GAT GCG ATG GAG AGC CTG CTT GAA GTT AAG AAA 779

251 K M I H E A E K L D D E L D F A T E L I F A Q N H G 276
780 AAG ATG ATT CAT GAA GCC GAG AAG CTG GAC GAC GAG CTC GAC TTT GCA ACA GAG CTC ATC TTC GCC CAG AAC CAC GGA 857

277 E L S A D N v R Q C v L E M v I A A P D T L S I S L 302
858 GAG CTA TCA GCA GAT AAC GTC AGG CAG TGT GTG CTA GAG ATG GTG ATC GCA GCC CCT GAC ACA CTT TCC ATC AGC CTC 935

303 F F M L M L L K Q N P D I E L Q L A E E M N N I L N 328
936 TTC TTC ATG CTG ATG CTG CTG AAA CAG AAC CCG GAC ATA GAG CTG CAG CTA GTG GAG GAG ATG AAC AAC ATC TTG AAT 1013

329 E K D v E N I D Y Q S L K v M E S F I N E S L R F H 354
1014 GAA AAA GAC GTG GAA AAT ATC GAT TAC CAA AGC CTG AAG GTG ATG GAG AGC TTC ATC AAC GAG TCT TTG AGG TTT CAT 1091

355 P v v D F T M R K A L E D N D I A G T K I K K G T N 380
1092 CCT GTG GTC GAT TTC ACA ATG AGG AAA GCT CTG GAG GAC AAT GAC ATC GCA GGC ACA AAA ATC AAG AAG GGC ACC AAC 1169

381 I I L N I G L M H K T E F F P K P K E F N L T N F E 406
1170 ATC ATT CTC AAC ATT GGC CTC ATG CAC AAA ACC GAA TTC TTC CCC AAA CCT AARA GAG TTC AAC CTC ACG AAC TTT GAA 1247

407 K T v P S R Y F Q P F G C G P R S C v G K H I A M v 432
1248 AAA ACG GTA CCC AGT CGT TAC TTC CAG CCC TTT GGC TGC GGG CCT CGT TCC TGT GTG GGC AAA CAC ATC GCC ATG GTG 1325

433 M M K A I L v T L L S R Y T v C P R Q G C T L N S I 458
1326 ATG ATG AAG GCC ATC CTG GTC ACT CTC CTG TCT CGG TAC ACT GTG TGT CCT CGT CAA GGC TGC ACG CTC AAC AGC ATC 1403

459 K Q T N N L S H Q P v E D E H S L A M R F I P R T T 484
1404 AAG CAG ACC AAC AAC CTG TCA CAC CAG CCA GTG GAA GAC GAG CAC AGC CTG GCC ATG CGC TTC ATC CCA CGA ACG ACA 1481

1482 taa ccc cat gac aac aag ctg cga aac ata aca gcg ctt ttt aca ctt cag atg aaa aca tct tga aat ggg tgt aaa 1559
1560 ggc ctt aat gaa gtc ctg tac tag gaa ata cta aca gta aat ttg tat taa cag cac atg cac gcc aaa ttc aac ttt 1637
1638 act aat ctt taa aaa aat aca ctt gtt aag tag agt ttt ctg att cat gtt ttg aca gtg tac aca gct cat act ttt 1715
1716 aat aaa gat cca ttt gca atg aaa aaa aaa aaa aaa aaa a 1755

Figura 22B — Sequéncia do clone F3BR3, com a indicagdo da localizag@o do inicio da sequéncia e

do codao stop.

3.3.3 ANALISE FILOGENETICA

Os dois clones (30V1 e F3BR3) isolados a partir dos tecidos de O. mossambicus contém
a assinatura caracteristica de citocromo P450 com as cisteinas para ligagdo ao atomo de
ferro do grupo heme e, através de pesquisa com BLAST, a identidade ¢ mais elevada para a
aromatase codificada pelo gene Cyp/9. As duas sequéncias apresentam 57% de identidade
entre si. A comparacao dos alinhamentos das sequéncias de proteinas de aromatase diferentes
vertebrados e a sua andlise filogenética utilizando méaxima parsimonia revelou a existéncia de

dois grandes ramos (Figura 23). Um destes ramos corresponde as sequéncias pertencentes aos
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Figura 23 — Analise filogenética utilizando maxima parsimonia a partir de um alinhamento de sequéncias

da proteina aromatase de diferentes vertebrados.

teledsteos, e o segundo corresponde a sequéncia dos peixes cartilagineos com os tetrapodes. A
analise efectuada por Dstat confirmou a existéncia de diferengas significativas na identidade
dos residuos identificados entre os teledsteos € o grupo composto pelos tetrapodes e pelos
condrictios (Dstat=0.614; KSpr=2.12x10-*). O grupo das sequéncias dos teledsteos pode ainda
ser subdividido em dois grandes grupos (Dstat=0.3956; KSpr=0.006220), o primeiro grupo (1)
que inclui a sequéncia 30V 1 e o segundo grupo (2) que inclui a sequéncia F3BR3. O grupo 1
parece ainda poder ser dividido em mais dois subgrupos (Dstat=0.52381; KSpr=0.00726228),
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o subgrupo 1A contendo sequéncias de elementos pertencentes as familias Ciprinidiformes e
Syluriformes, e o subgrupo 1B, contendo sequéncias de Salmonidiformes, Pleuronectiformes,

Cyprinodontiformes e Perciformes.

A andlise da composicdo em aminodcidos usando a base de dados Prosite confirmou
a assinatura do citocromo P450 que para o grupo 2 dos teledsteos € representado pela
sequéncia de consenso F-G-C-G-P-R-(A,S)-C-V-G, em que a primeira C ¢ substituida
por S quando passamos para o grupo 1 dos teledsteos e com um I opcional no lugar
de V. No grupo referente aos condrictios e aos tetrapodes, as mesmas posi¢cdes podem
apresentar respectivamente F ou S e A ou V. Adicionalmente uma G constitui uma terceira

possibilidade para o sétimo aminoécido.

Verificou-se um elevado grau de conservag@o das caracteristicas fisico-quimicas ao longo
de quase todas as moléculas com excepcao das regides terminais, como também se verificou
existir especificidade na composicao dos aminoécidos dos grupos e subgrupos identificados.
O grupo dos condrictios e dos tetrapodes apresentaram um valor médio de 503 residuos de
aminodcidos (variando entre 496 e 511, n=23) semelhante ao grupo dois dos teledsteos
com um valor médio de 506 residuos (variando entre 495-511, n=7), mas bastante diferente
do grupo 1 dos teledsteos com um valor médio de 516 (509-524, n=6) para o subgrupo
1A e com um valor médio de 520 (variando entre 517 e 523, n=7) para o subgrupo 1B.
As maiores sequéncias do grupo 1 resultam de um acréscimo de 16-20 aminoécidos extra
no N-terminal que tinham uma termina¢do M-A-(G,A) no subgrupo 1A e M-D-(L,R)-I no
subgrupo 1B. Adicionalmente, varios aminoacidos podem ser identificados como sendo
unicamente conservados dentro de cada grupo e subgrupo, ndo aparecendo na mesma
posicdo em nenhuma sequéncia que ndo pertenga ao grupo em que sao conservados. Por

esta razdo, estes aminodcidos fornecem identificadores tinicos aos grupos que os contém.
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3.3.4 ExPrRESSA0O DO MRNA DE P45(0 AROMATASE NOS TECIDOS DA TILAPIA

Inicialmente, a expressao dos genes Cyp 194 e Cyp19B aonivel do mRNA, foi confirmada por
Northern blot realizado a mRNA de cérebro e de ovario de O. mossambicus. Este Northern
serviu ainda para confirmar a especificidade de cada uma das sondas utilizadas (Figura 24)
na detec¢ao de transcritos nos diferentes tecidos € no desenvolvimento ontogénico para a
expressao dos dois genes. Os mesmos clones foram ainda utilizados no Capitulo 4 para a

producdo de ribossondas para a andlise efectuada por hibridagao in situ.

Figura 24 — Analise por Northern blot
efectuada a mRNA de ovario (Ov) e cérebro
a) b) (Br) de O. mossambicus: a) Hibridagdo com

Ov Br Ov | Br uma sonda composta pelo clone da aromatase

do ovario, correspondendo a uma sequéncia
de cDNA com 1783pb; b) Hibridagdo com

34Kb—Pp

- — 25Kb um fragmento de restrigdo extraido do clone
4— 19Kb F3Br3 utilizando para o efeito as enzima EcoR
18K> — I e Xho I com aproximadamente 1000pb.

Quando a hibridagao foi feita com o clone do
ovario, nenhum sinal é detectado ao nivel do
mRNA extraido do cérebro. O procedimento
inverso foi também verificado parao mRNA do

ovario quando usado o clone do cérebro como

sonda. Foram detectados dois transcritos para
a aromatase do cérebro (1.9Kb and 2.5Kb) e
do ovario (1.8Kb and 3.4Kb) quando usando

as sondas respectivas

A sonda 30V1 revelou a existéncia de dois transcritos no mRNA extraido do ovario
de O. mossambicus, com aproximadamente 1.8 e 3.4Kb, sendo o primeiro de dimensao
coincidente com o clone 30V1 (correspondente a aromatase do ovario) aqui descrito.
A sonda ArmBr1 obtida a partir do clone F3BR3, usada apds o striping da membrana,
apenas 0 mRNA extraido do cérebro revelou a presenga de dois outros transcritos com
aproximadamente 1.9 e 2,5Kb de comprimento. O clone F3BR3 correspondente a

aromatase do cérebro aqui descrito apresenta um tamanho inferior a qualquer um dos
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dois transcritos encontrados para o tecido do cérebro, confirmando a probabilidade de

truncagem deste clone na sua extremidade 5°.

a) b)

Br Ov Kd Lv Tt Hk Ht Bd Gl Pt Ms Br Ov Kd Lv Tt Hk Ht Bd Gl Pt Ms

Figura 25 — Analise por Northern blot efectuada a RNA total de cérebro (Br), ovario (Ov), rim (Kd),
figado (Lv), testiculo (Tt), rim anterior (Hk), coragdo (Ht), visicula biliar (Bd), branquias (Gl), pituitaria
(Pt) e musculo (Ms). a) Resultado de 7 dias de exposi¢ao apds primeira hibridagdo com a sonda 30V1. O
sinal foi essencialmente detectado no ovario, embora seja detectado também sinal consideravelmente mais
fraco no rim, testiculo e branquias, que possivelmente é resultado de uma hibridagdo ndo especifica com
os transcritos do Cypl9B, uma vez que ¢ coincidente com estes em tamanho. b) Apds striping, a mesma
membrana foi hibridada com a sonda ArmBr1 e exposta a uma placa radiografica durante um periodo de 18
horas. E possivel observar um sinal para o cérebro onde estio presentes dois transcritos e um sinal muito

mais forte no rim, com idénticas dimensdes e que correspondem as esperadas para esta forma.

A analise por Northern blot foi alargada a outros tecidos utilizando-se desta vez RNA total.
Esta analise confirmou a presenca de transcritos multiplos dos dois clones em diferentes
tecidos. Dois transcritos de Cypl9A4, com as mesmas dimensoes detectadas anteriormente
(1,8 e 3,4 Kb) foram detectados essencialmente no ovario, e com menor intensidade no
rim, nos testiculos e branquias (Figura 26). Estes transcritos mais fracos detectados nestes
tecidos podem ainda ser resultado de uma hibridacdo cruzada com o clone do cérebro que
apresenta o mesmo tamanho. Para o Cyp/9B foram também detectados dois transcritos

com idénticos tamanhos aos encontrados no Northern anterior (1,9 e 2,5Kb), sendo estes

103



Ciclo Hormonal Reprodutor, Clonagem e Expressdo da Aromatase na Tilapia

104

essencialmente expressos no cérebro e no rim, sendo o sinal obtido para o rim uma ordem

de magnitude superior ao detectado no cérebro (Figura 26).

Brain aromatase
Ovarian aromatase

B Actin

Figura 26 — RT-PCR realizado utilizando os primers especificos para a aromatase do cérebro e do ovario,
usando cDNA de cérebro (Br), ovario (Ov), rim (Kd), figado (Lv), testiculo (Tt), rim anterior (Hk), coragdo
(Ht), vesicula biliar (Bd), branquias (Gl), pituitaria (Pt) e musculo (Ms) como tecidos alvo. E também

mostrado o resultado do RT-PCR para a [ actina, para garantir a qualidade do cDNA utilizado.

Foi ainda efectuada uma andlise por RT-PCR e por Southern blot com o objectivo de
confirmar e estender os resultados do Northern, j4 que sdo técnicas mais sensiveis. Este
teste foi efectuado para ambos os genes e comparado com o gene da -actina com o
objectivo de despistar possiveis diferengas na concentragdo inicial de cDNA utilizado.
Desta forma foi possivel avaliar qualitativamente quais os tecidos em que os sinais
sdo expressos com maior intensidade, por visualizacdo em electroforese num gel de
agarose. A expressao dos dois genes analisada por RT-PCR e por Southern blot permitiu
adicionalmente detectar sinal do gene Cypl94 no figado, rim anterior, vesicula biliar,
pituitaria e musculo, mantendo o sinal mais significativo no ovario. Recorrendo a utilizacdo
das mesmas técnicas, o gene Cypl 9B foi ainda detectado nas branquias e na pituitaria de
forma muito significativa, além dos sinais referidos anteriormente, revelando um sinal
muito forte no cérebro e no rim. A hibrida¢cdo com a sonda do cérebro, embora com sinais

muito fracos apenas falhou na deteccdo de transcritos no figado e vesicula biliar.

As diferengas nos resultados obtidos por Northern e por RT-PCR foram provavelmente devidos
a fraca expressao de alguns transcritos, que por esta razao nao foram detectados por Northern

blot. Os resultados do RT-PCR foram confirmados por Southern blot (dados nao apresentados).
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3.3.5 Expressio pE CYPI9A, CYPI9B E RECEPTORES DE ESTROGENIO o E f3

DURANTE O DESENVOLVIMENTO INICIAL

As sequéncias de ambos os fragmentos de receptores de estrogénios apresentam elevada
similaridade com as sequéncias dos respectivos receptores de O. niloticus, presentes no GeneBank.
As sequéncias partilham 100% e 99% de homologia respectivamente com os receptores de
estrogénios a.¢ B de O. niloticus. Embora neste trabalho tenham sido utilizadas sondas especificas,
actualmente estdo ja disponiveis as sequéncias completas para ambos os receptores de estrogénios

para a tilapia mogambicana com as seguintes referéncias: ERo.— AM284390; Erf —AM284391

Ap6s extraido RNA total a conjuntos de 3 larvas de igual idade, a idades compreendidas
entre 1 e 31 dias apos fertilizacao, foi feita a analise da expressao dos quatro genes para as
diferentes idades recolhidas. A Figura 27A apresenta os resultados obtidos por RT-PCR e
visualizados por electroforese num gel de agarose para ambas as formas de P450 aromatase
detectadas no cérebro e ovario, bem como para ambos os receptores de estrogénios ao
longo do primeiro més de vida de O. mossambicus. O mesmo procedimento foi repetido

analisando larvas individualmente em diferentes fases do ciclo (Figura 27B).

O PCR ao cDNA da B-actina serviu como referéncia para mostrar que a quantidade de RNA
era semelhante entre amostras. O Cyp194 foi detectado no agrupamento de larvas com idades
superiores a 1 dpf, enquanto que o Cyp/9B apenas foi detectado a partir do dia 9. Ambos os
genes revelaram uma expressao consistente pelo menos até ao dia 31 apos a fertilizagdo. Mais
ainda, o gene Cypl9A parece apresentar uma expressao consideravelmente mais forte durante
o primeiro més de vida, enquanto que o Cyp/9B revelou um sinal mais discreto. O ERa. foi
detectado a partir de 3 dpf exibindo um sinal bastante intenso e constante até dia 31. Por
outro lado, para o ERJ, foi revelado um sinal muito mais fraco tendo sido detectado de forma
irregular € apenas nos dias 13, 17, 25, 27 e 31. Estes resultados parecem ser coerentes com a
analise individual das larvas, em que mais uma vez a expressao do ERf parece inconstante
e a expressdo dos restantes genes se mostra relativamente regular, embora com diferencas
individuais nos restantes genes em idades superiores a 10dpf, com excepc¢do para o gene
Cyp194 que se expressa de forma mais clara a partir do primeiro dia e para o gene Cypl/9B

pdde também se redetectado no dia 1 ao contrario do tratamento anterior (Figura 27B).

105



Ciclo Hormonal Reprodutor, Clonagem e Expressdo da Aromatase na Tilapia

106

10
©
£ °
11 ]
[N
E ° H °
Ll ! ) ’ [ ]
H ° o
0,1
]
£ ° °
S °
= 0,11 :
[«oN
14 ° [ ]
w °
[ J °
0,01 hd
©
£ 1 4 ° { .
S °
A [ ] H 3 H
< 0,11 °
o . ¢
ey i °
2 001 °
O
°
0,001
©
£ 10 :
(8]
8 $
o 14 L4 ‘ °
o ]
3 0,1 s °
&) [ ]
0,01 T T T T
0 10 20 30

Dias

Figura 27 — Analise por RT-PCR de ambos os genes da aromatase, receptores de estrogénios o e receptor
de estrogénios 3, durante o primeiro més de vida de O. mossambicus. A expressao da B-actina foi utilizada
como referéncia. A) Gel de electroforese com o resultado da extracgdo de mRNA de 3 larvas. Cyp9B s6
foi detectado a partir do dia 9 apds a fertilizagdo, apds o que € detectado até dia 31, embora com um sinal
relativamente fraco. O transcrito do Cypl94 foi detectado desde o dia 1 e apresentou-se relativamente
constante durante todo o ciclo. A expressao da forma do ovario € bastante semelhante a do receptor de
estrogénios a, que surgiu a partir do dia 3 e se manteve constante até final do ciclo. A forma 3 do receptor de
estrogénios apresentou um padrdo de expressao irregular, tendo apenas sido detectado desde o dia 13 com
um sinal bastante fraco. B) Grafico resultante da analise de larvas individuais com os valores ponderados
pelos obtidos para a 3-actina. Neste tratamento, o gene Cyp /9B pode ser detrectado a partir do primeiro dia

do desenvolvimento como havia ja sido determinado no tratamento anterior para o Cyp/94.
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3.3.6 Expressio pE CYP19A, CYP19B E RECEPTORES DE ESTROGENIO o E f3

DURANTE O CICLO REPRODUCTIVO

O mRNA para Cyp 194 expressou-se praticamente s6 no ovario (Figura 28) e para Cyp19B
(Figura 28) s6 no cérebro a niveis mais ou menos constantes durante o ciclo ovarico
(amplitude de GSI 1.8%-6.5%). Embora ndo seja apresentado na figura referida, foi ainda
testada a expressao dos mRNA para o Cypl94 e para o Cypl9B respectivamente para o
cérebro e para o ovario, sem que tivesse sido obtido qualquer sinal. O ERa teve expressao
variavel no ovario e no cérebro, mas sem uma tendéncia clara com o crescimento do ovario
(Figura 29). O ERB1 esteve ausente no cérebro, mas os niveis no ovario nao mostraram

tendéncia clara (Figura 29).
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Figura 28 — Analise por RT-PCR de Cypl94 e Cypl9B no ovario e cérebro, respectivamente durante
o ciclo do ovario. Nao foram encontradas quaisquer expressoes para Cyp/94 e Cypl9B no cérebro e
no ovario, respectivamente. A expressdo dos genes alvo € feita em relagdo a f-actina. O IGS € o indice

gonadossomatico.
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Figura 29 — Analise por RT-PCR de ERa e ER; no ovario e cérebro durante o ciclo do ovario. A

expressao dos genes alvo ¢ feita em relagao a B-actina. O IGS ¢ o indice gonadossomatico.
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3.4 Discussio

Foram isolados dois fragmentos de cDNA a partir da tildpia mogambicana correspondentes
a dois genes Cypl9, um com expressao predominante no ovario (Cypl94) e o outro com
expressao predominante no cérebro e no rim (Cyp!9B). Este resultado € consistente com
observagoes de estudos recentes (Gonzalez & Piferrer, 2002; Orlando et al., 2002; Ijiri et
al., 2003), sugerindo que a duplicacdo do gene Cypl9 pode ser uma caracteristica geral
subjacente aos teledsteos e nao apenas dos ciprinidiformes, como inicialmente sugerido
(Tchoudakova & Callard, 1998). A relativamente baixa homologia entre as duas sequéncias
confirma uma divergéncia ancestral. Permanece sob discussdo se este facto foi resultado de
uma duplicacdo gendmica total precoce na filogenia, anterior a radiagdo dos teledsteos, e
ausente nos peixes cartilagineos, como sugerido pela anélise dos clades Hox do peixe zebra
(Amores et al., 1998; Meyer & Schartl, 1999), ou a partir de uma duplicagdo cromossémica
(Wang & Gu, 2000; Robinson-Rechavi et al., 2001). No entanto, a analise recente do genoma
do Fugo (Takifugu rubripes) e do peixe zebra, favorecem fortemente hipotese da duplicacao

completa do genoma (Jaillon et al., 2004; Vandepoele et al., 2004; Woods et al., 2005).

A analise da sequéncia de aminoacidos dos cDNAs traduzidos, demonstrou que as variagdes
se estendem ao longo da estrutura primaria da P450arom, e que, com excepcao na regido
terminal, foi mantido um elevado grau de conservagdo nas caracteristicas fisico-quimicas
dos aminoacidos, o que sugere que ambas as formas sejam igualmente funcionais, o que
estd de acordo com o que foi demonstrado para duas proteinas homdlogas em peixe zebra
(Tong et al., 2001b). Adicionalmente, caracteristicas especificas da estrutura primaria
foram detectadas para as duas formas de P450arom. Isto inclui uma regido C-terminal
mais longa para a P450arom do ovério e a existéncia de aminodcidos unicos, o que pode
influenciar as diferencas na constante de inibicao de varios inibidores da aromatase entre
as duas isoformas do peixe vermelho (Zhao et al., 2001). De outro modo, nao parece haver
diferengas na actividade especifica entre elas (Tong et al., 2001b; Zhao et al., 2001), o
que parece indicar que as diferencas entre as actividades das aromatases do cérebro e do
ovario que foram ja descritas em peixes, devem resultar de diferengas ao nivel da expressao

do mRNA (Pasmanik & Callard, 1988; Villeneuve et al., 2006). Mais ainda, o cérebro
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dos peixes tem uma magnitude na actividade da aromatase que chega a ser 2-3 ordens de
grandeza superior a verificada no cérebro dos mamiferos (Callard et al., 2001). Este facto
¢, pelo menos em parte, explicado pela mais elevada constante de Michaelis-Menten (Km)
da enzima dos mamiferos (Zhao et al., 2001). Uma explicagdo para os elevados niveis de
aromatase no cérebro dos peixes pode ser que os elevados niveis de estrogénios podem ser
necessarios para a regulacdo das gonadotrofinas (Tchoudakova et al., 2001) e/ou para a
neurogénese, neuroplasticidade e potencial regenerativo do sistema nervoso central (SNC)
(Forlano et al., 2001; Pellegrini et al., 2005), um processo que ¢ continuo em peixes €
que sera favorecido pela expressdo constitutiva da P450aromB (Callard ef al., 2001). Isto
podera também explicar a transferéncia por via maternal do mRNA para o Cypl9 (Sawyer
et al., 2006) e a sua expressao através da embriogénese na tilapia e no peixe zebra (Sawyer
et al., 2006). Tendo em conta a expressdo da enzima em diferentes tecidos, ¢ possivel que a

sua fun¢do desempenhe um papel mais geral no desenvolvimento.

Os nossos resultados obtidos por RT-PCR, mostram que o ERa ¢ expresso a partir do
dia 3 do desenvolvimento embrionario. O ER ¢ apenas expresso por volta do dia 13,
apresentando um sinal fraco e irregular, o que sugere que a sinalizagdo produzida pelos
estrogénios nos estadios iniciais de desenvolvimento ocorre por ac¢ao do ERa. Contudo,
¢ possivel que baixos niveis de expressao estejam presentes para os genes ERf, uma vez
que em peixe zebra ambos os receptores (ERa e ERP) sdo expressos algumas horas apos
a fertilizacdo (Bardet et al., 2002) e pelo menos a partir do dia 5 na carpa (Pimephales

promelas) (Filby & Tyler, 2005).

Foram identificados dois transcritos para cada uma das isoformas do Cyp/9 na tilapia
mogambicana, ao contrario do que havia sido demonstrado para o labrideo Halichoeres
tenuispinis (Choi et al., 2005) e para o robalo (Dicentrarchus labrax) (Dalla Valle et
al., 2002a), com excepg¢do para um transcrito de maiores dimensdes (2,6kb) para o gene
Cypl9B em H. tenuispinis. Contudo, na truta arco-iris, o tamanho dos transcritos foi
muito maior do que o por nds determinado para o transcrito mais expressivo na tilapia,
com 2,6kb para o Cyp194 e 3,8Kb para o Cypl9B (Dalla Valle ef al., 2002b). Permanece

ainda por determinar se existe uma significancia funcional nestas diferencas ou se esta
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relacionado com diferengas taxondmicas. Até ao presente, ndo foram identificadas formas
excisadas nos genes Cyp/9 em nenhum teledsteo, ao contrario do que acontece nos

vertebrados superiores (Choi et al., 1996; Furbass et al., 1997; Levallet et al., 1998a).

Na tildpia mogambicana, ambos os genes foram expressos numa grande diversidade de
tecidos, com alguma sobreposi¢do das duas formas em alguns deles, embora o Cypl94
tenha apenas sido altamente expresso na gonada. A mais alta expressdo para o Cyp19B foi
encontrada no cérebro, no rim, na pituitaria e nas branquias. Este padrao ¢ muito semelhante
ao que foi encontrado noutros teledsteos (Callard et al., 2001; Chiang et al., 2001a; Tong
et al., 2001a; Dalla Valle et al., 2002b; Goto-Kazeto et al., 2004; Chang et al., 2005b;
Greytak et al., 2005; Sawyer et al., 2006) realcando a expressdo conservada e as fungdes
fundamentais em relagcdo a diferentes tecidos. Tem sido sugerido que a sobreposicdo
da expressao dos dois genes, indicando ndo especificidade num tecido particular, pode
ser funcionalmente importante mas provavelmente com diferentes fungdes para as duas

isoformas no mesmo tecido (Callard ez al., 2001).

Uma das fungdes documentadas da aromatase ¢ a regulagao da actividade comportamental
em aves e mamiferos. Nos peixes existem também evidéncias que suportam a existéncia
de um cérebro sexualmente dimoérfico, com uma mais elevada actividade da aromatase
nos machos do que nas fémeas (Gelinas & Callard, 1993), sugerindo que esta enzima
tenha também um papel importante na diferencia¢@o e na activagdo do comportamento
sexual nos peixes (Hallgren ef al., 2006). No entanto, de forma diferente do que se
conhece nos vertebrados superiores, existem evidéncias experimentais que suportam uma
grande plasticidade do cérebro dos teledsteos, em que os comportamentos podem ser
influenciados por esterdides durante a idade adulta (Stacey & Kobayashi, 1996). Embora
o comportamento das fémeas de tilapia seja menos conspicuo do que os machos da
mesma espécie, intuitivamente esperavamos diferencgas significativas para o gene Cypl94
no ovario em relacdo ao crescimento da gonada. Contudo, ndo foi encontrada qualquer
correlacdo entre o IGS e a expressdo do mRNA do gene Cypl94 ou Cypl9B no cérebro
ou na gonada. No peixe-gato (Ictalurus puntactus), que tem um ciclo anual longo, ndo

foi encontrada uma correlagdo significativa entre o IGS e a expressao do gene Cypl94
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mas existem picos significativamente elevados no inicio da recrudescéncia do ovario e
a meio da vitelogénese (Sampath Kumar et al., 2000). Um outro relato, embora ndo tao
detalhado, demonstrou picos elevados de expressdo de mRNA do gene Cypl94 no ovério
de Fundulus heteroclitus reprodutoramente activos (Greytak et al., 2005) e no ciprinideo
(Pimephales promelas) (Villeneuve et al., 2006) em comparacdo com individuos ndo
reprodutores e imaturos. A falta de relacdo significativa entre o IGS e a expressdao do
gene Cypl9A4 neste estudo pode indicar que a regulacdo da producdo de estrogénios
durante a vitelogénese ocorre principalmente ao nivel da proteina. Nos poucos estudos
que utilizaram peixes como modelos, que compararam mRNA do Cyp/9B em fémeas
reprodutoras e ndo reprodutoras, este expressou-se geralmente de forma mais elevada em
fémeas reprodutoras (Forlano & Bass, 2005; Greytak et al., 2005; Villeneuve et al., 2006).
Observacdes semelhantes foram feitas para proteinas (Gelinas et al., 1998; Kishida &
Callard, 2001; Gonzalez & Piferrer, 2003; Jeng et al., 2005). Apenas o Cypl9B apresenta
elementos responsivos a estrogénios na sua regido promotora e parte das diferencas entre
aregulacdo dos dois genes pode ser explicada por um /oop regulador de que o estrogénios

fazem parte, e que esta presente no cérebro e ndo na gonada (Tchoudakova et al., 2001).

Em conclusdo, as isoformas do cérebro e do ovario do gene cyp/9 sdo expressas precocemente
ap0s a fertilizacdo de forma concertada com o ERa, indicando uma fung@o importante para
estas hormonas nos estadios iniciais do seu desenvolvimento. Embora exista uma distribui¢ao
alargada em diferentes tecidos, bem como alguma sobreposi¢ao das duas isoformas em alguns
deles, a isoforma do ovario ¢ maioritariamente expressa no ovario e a isoforma do cérebro
¢ sobretudo expressa no cérebro e no rim. Como os dois genes sdo regulados de formas
diferentes, ¢ provavel que tenham evoluido para terem diferentes fungdes nos diferentes
tecidos, de modo equivalente ao que acontece com as formas que ocorrem nos vertebrados
superiores por splicing alternativo. No entanto, como as caracteristicas bioquimicas de ambas
as formas sdo equivalentes, a identificacdo dos factores que promovem a divergéncia selectiva
dos dois genes devera fornecer indicagdes em relagdo as for¢as que actuam na evolucao do
genoma. Este trabalho servira como base para estudos futuros sobre as fungdes da aromatase

nos comportamentos sexuais e agonisticos na tilapia mocambicana.
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Distribuicao dos transcritos da aromatase no cérebro da tilapia

4.1 INTRODUCAO

Os diferentes tipos de unidades comportamentais que podem ser encontrados em cada espécie
evoluiram no contexto de adaptacdes a determinados estilos de vida. Pelo menos alguns
tipos de comportamentos, como os agonisticos e os reprodutores, sao regulados por factores
endocrinos. Embora a ligacdo entre hormonas e comportamento se estenda aos diferentes
grupos de hormonas, sdo as hormonas esteroides produzidas nas gonadas que assumem um
papel central neste processo. Nos Vertebrados em geral e também nos peixes, os androgénios
assumem um papel importante na mediacao quer dos comportamentos reprodutores, quer
nos comportamentos agonisticos. A hipotese do desafio (Wingfield ef al., 1990) determina
que a produgdo de androgénios num individuo responde as interacgdes sociais em que este
participa. A luz desta teoria tém sido desenvolvidos diversos trabalhos, quer levantando
algumas objecgdes a sua generalizacdo a todos os vertebrados (Muehlenbein et al., 2004)
quer também no sentido de a alargar aos teledsteos (exemplos em Hirschenhauser et al.,
2004; Ros et al., 2003; Oliveira et al., 2002). Neste ultimo grupo, foi ja determinada a
existéncia de uma modelagdo social dos androgénios em peixes (Oliveira et al., 2002),
bem como o facto de apenas a observagdo de um confronto agonistico ser suficiente para
aumentar os niveis de androgénios em machos espectadores (Oliveira et al., 2001c). Por
outro lado, foi também determinado que a quantidade de androgénios em circulagdo no
plasma parece predizer a posi¢ao hierarquica que os individuos ocupam num grupo, o que
em conjunto com o referido anteriormente, sugere uma relagao biunivoca entre as hormonas

e o comportamento (Oliveira et al., 2002).

Embora os androgénios sejam importantes na activacdo dos comportamentos sociais,
nos quais os sexuais também podem ser incluidos, a sua total expressdo implica a
aromatizacao nos seus estrogénios correspondentes, como acontece com a testosterona
e a androstenediona, respectivamente convertidas em estradiol e estrona. Esta reac¢do ¢
catalizada pela P450-aromatase. Nos peixes, esta enzima € transcrita a partir de dois genes
diferentes (Cyp194 e Cypl9B), tendo a primeira forma sido inicialmente identificada a
partir do ovario e a segunda a partir do cérebro em C. auratus (Callard & Tchoudakova,

1997; Gelinas et al., 1998).
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O controlo da actividade da aromatase tem sido implicado como regulador de diferentes
fases do desenvolvimento dos vertebrados. Primeiro na diferenciagdo sexual do cérebro
durante a embriogénese, organizando o sistema nervoso central de forma sexualmente
dimorfica e depois nos adultos, activando os comportamentos sexuais dos machos através
da aromatizagdo central de androgénios em nticleos especificos do cérebro, como € o caso
da area pré-optica do hipotadlamo (Balthazart ef al., 1996b; Hutchison et al., 1995). A
distribui¢do da aromatase encontra-se j& bastante estudada nos roedores e nas aves, onde
as principais regides cerebrais expressam mRNA do Cyp/9 (exemplos em Balthazart et
al., 1996b; Shen et al., 1995). Nos vertebrados superiores, as zonas que apresentam uma
densa expressdo da aromatase no cérebro sdo diversas, mas fundamentalmente as regides
que expressam niveis mais significativos de actividade enzimatica sdo as hipotaldmica e a
limbica (Roselli et al., 1985; Roselli et al., 1997; Roselli et al., 1998a). Mais precisamente,
as cé¢lulas no cérebro que expressam mRNA para Cyp/9 situam-se no ntcleo pré-optico
médio do hipotdlamo, no BnST e na regido mediana da Amigdala (Panzica et al., 1996;

Roselli et al., 1998a).

Embora o papel conferido a aromatase na activagdo e mediagdo dos comportamentos
sexuais nos machos dos vertebrados superiores seja reconhecido, em peixes o processo
ndo € ainda bem conhecido. No entanto, os elevados niveis de actividade da aromatase
jé& detectados no cérebro de teledsteos (Pasmanik & Callard, 1985; Gelinas & Callard,
1993), parecem indicar que também nos peixes esta enzima deve desempenhar um papel

importante na mediacdo do comportamento sexual masculino.

Ainda nos peixes, a expressao da aromatase foi ja referida em diferentes nucleos do
hipotdlamo como a area pré-optica, o nicleo periventricular, nas regides medianas e
ventrais do telencéfalo e nos bolbos olfactivos (Gelinas & Callard, 1997; Chiang et al.,
2001a; Forlano et al., 2001). Dentro do proprio cérebro, a localizagdo da aromatase foi
ja identificada nas regides terminais dos axonios nos mamiferos (Naftolin et al., 1996),
enquanto que nos peixes pode ser encontrada nos neurénios (Gelinas & Callard, 1997) e

nas células da glia (Forlano et al., 2001).

A tilapia, O. mossambicus, tem sido muito utilizada em estudos comportamentais. Por
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um lado, esta espécie tem um dimorfismo sexual acentuado, que ¢ identificado pela forte
colora¢do do macho quando sexualmente activo. Por outro lado, apresenta um elaborado
ritual de acasalamento quer por parte do macho, quer por parte da fémea (descricdo em
Oliveira, 1995). Quando existem condi¢des favoraveis, o macho escava um ninho no
substrato que serve para receber as fémeas sexualmente activas. Uma vez depositados
no ninho, os ovos sdo recolhidos pela fémea e todo o processo de incubacdo ¢ feito na
sua boca até que as larvas estejam capazes de se alimentarem autonomamente. A espécie
apresenta ainda a vantagem pratica de ser um reprodutor continuo, o que significa que, se
as condicdes forem favoraveis, cada fémea pode reproduzir-se varias vezes num mesmo
ano (ver dimensao do ciclo no capitulo 2). Assim, na continuagao dos estudos descritos no
capitulo 3, foi estudada a presenga e localizagao da aromatase no cérebro de O. mossambicus.
Foi também estabelecida e comparada a distribuicdo e abundancia dos transcritos para os
dois genes Cypl9 entre machos e fémeas. Por ultimo, pretendeu-se ainda estabelecer uma

relagdo entre esta distribui¢do e os niicleos que regulam o comportamento.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Os principais métodos descritos neste capitulo estdo relacionados com a manutencao e
amostragem dos peixes, com a prepara¢do do material para analise através de hibridagdo
in situ ¢ a preparacao das ribossondas. Para localizar as duas formas da aromatase no
cérebro de animais adultos foram produzidas duas ribossondas especificas de cada uma
das formas, a de cérebro (F3BR3) e a de ovario (30V1). As ribossondas foram hibridadas
com sec¢des adjacentes dos cérebros utilizados, para determinar se a expressiao de cada
gene ocorre em zonas idénticas. Os cérebros foram cortados segundo um plano sagital
e cada ribossonda foi inicialmente hibridada com cortes da regido mediana do cérebro
de um macho e de uma fémea. A identificacdo das diferentes regides e grupos celulares
descrita nos resultados deste capitulo foi feita com base no atlas do cérebro de peixe zebra
(Wullimann et al., 1996). Toda a nomenclatura e abreviaturas utilizadas neste capitulo,

seguiram as utilizadas na referida obra.
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4.2.1 RECOLHA, FIXACAO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Todos os animais utilizados encontravam-se sexualmente maduros e foram mantidos
com descrito na secgao 2.2.1. Os animais adultos foram sacrificados com uma dose
letal do anestésico 2-phenoxyethanol (0.5%, v/v; Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha),
seguida por decapitacdo. Foram recolhidos cérebros com a pituitaria associada de quatro
adultos sexualmente maduros de cada sexo e directamente colocados em fixador de
paraformaldeido (Sigma-Aldrich) a 4%, preparado imediatamente antes da utilizacao,
com agua tratada com DEPC e arrefecido a 4°C antes da utilizagdo. Os restantes tecidos
foram imediatamente congelados em azoto liquido e posteriormente transferidos para

uma arca a -80°C, até posterior utilizagao para extraccdo de RNA total.

O passo que envolve a fixacao dos tecidos ¢ de crucial importancia e tem como objectivo
promover o cross-linking das proteinas no tecido, reduzindo ao minimo a solubilidade das
proteinas e inactivando as enzimas presentes no material bioldgico. Este processo permite
conservar a estrutura tipica do tecido em geral, conservando também a conformacao e o
posicionamento das proteinas, dos dcidos nucleicos em geral e do RN A em particular, permitindo
simultaneamente a penetracao das sondas e dos anticorpos que eventualmente venham a ser
utilizados durante o processo subsequente. Assim, a fixagdo correcta dos materiais biologicos

reveste-se de importancia vital para o sucesso da técnica de hibridagao in situ.

A fixagdo ocorreu a 4°C, durante a noite e, apds este periodo, os tecidos foram lavados
duas vezes em PTW (anexo I) durante 15 minutos. Posteriormente, os tecidos foram
desidratados através de uma sequéncia de solugdes de metanol/PTW. Depois de uma
lavagem rapida em metanol, todas as amostras foram armazenadas em metanol 100%, a

4°C, até serem processadas (protocolo detalhado descrito na Tabela 6).
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Tabela 6 — Processo de fixacao dos tecidos e consequente tratamento das amostras.

TECIDOS
- Peixes apanhados de tanques diferentes e sacrificados de imediato com uma dose letal de anestesia

- Recolha das amostras em condi¢des de esterilidade (material autoclavado e lavado com agua tratada com DEPC)

para dentro de uma solucdo de PFA 4% em agua DEPC.

- Fixagdo em PFA 4% durante 18h a 4°C.

- Lavagem em PTW durante 15min. (2x).

- Lavagem em metanol: PTW (30%:70%) durante 15min.
- Lavagem em metanol: PTW (50%:50%) durante 15min.
- Lavagem em metanol: PTW (70%:30%) durante 15min.
- Lavagem em metanol absoluto (100%) durante Smin.

- Armazenamento das amostras em metanol absoluto (100%) a 4°C até utilizagao.

4.2.2 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apos a fixagdo e a desidratagdo dos tecidos, as amostras foram incluidas em parafina de

acordo com o seguinte protocolo:

As amostras, previamente armazenadas em metanol, sofreram uma série de lavagens até
a sua inclusdo em parafina. O primeiro passo deste processo passa por uma solucdo de
metanol: etanol (1:1), seguida por dois passos consecutivos em etanol absoluto (100%),
etanol: xilol (1:1) e de seguida duas lavagens em xilol 100%. Todos estes passos ocorreram
a temperatura ambiente e destinam-se a preparar as amostras para a inclusao em parafina
tendo cada passo uma duracdo de trinta minutos. Depois deste processo, as amostras
passaram para uma solu¢do de xilol: parafina (1:1 v/v) de baixo ponto de fusdo (58°C)
durante uma hora, e em seguida foram colocadas, como passo final, em parafina com as

mesmas caracteristicas, também previamente aquecida a 58°C, durante uma hora.

Todas as amostras foram depois incluidas em blocos de parafina e posteriormente

seccionadas numa série sequencial de cortes com 11um de espessura. Como no cérebro
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existe uma grande diversidade de zonas com fungdes e caracteristicas diferentes, € como
adicionalmente se pretendeu visualizar em simultdneo o padrdo de expressao das enzimas
na pituitaria, optou-se por se proceder ao seccionamento segundo um plano sagital. Deste
modo, foram preparados cortes sequenciais compreendendo aproximadamente metade
do tecido, com o objectivo de conhecer o padrao de expressao dos genes Cypl9 nas

diferentes regides cerebrais e na pituitaria.

Para garantir a total aderéncia dos cortes as laminas, estas foram previamente tratadas com
poly-L-Lysina (Sigma). Para este processo, as laminas foram inicialmente lavadas em agua
acida (HCI a 0.5%), passadas em agua corrente, passagem rapida em agua destilada e 20
minutos em poly-L-Lysina (a uma dilui¢do de 1:10 do stock original). Apds este tratamento,

as laminas foram colocadas numa estufa a 37°C durante 24h antes de serem utilizadas.

4.2.3 COLORACAO COM HEMATOXILINA E EOSINA

A coloragao com hematoxilina e eosina foi utilizada para avaliar a integridade dos tecidos
apos o processo de montagem em laminas e ainda para avaliar aspectos morfologicos do
proprio tecido. Assim, foi possivel caracterizar a organizac¢ao dos tecidos e desta forma
foi ainda possivel seleccionar as seccdes mais apropriadas para o trabalho subsequente.
Adicionalmente, nos tecidos animais ocorrem naturalmente depdsitos de melanina em
algumas regides. Estes depdsitos podem por vezes confundir-se com os sinais especificos
provenientes da coloragdo originadas na hibridagdo in situ e imunohistoquimica. Assim,
utilizou-se um conjunto de laminas, com cortes adjacentes aos utilizados nas técnicas
acima referidas, as quais foram feitas coloragcdes com hematoxilina e eosina. Deste modo,

foi ainda possivel avaliar com seguranga quais 0s sinais positivos.

Como ambos os corantes aqui utilizados sdo soluveis em dgua, o processo inicia-se por
uma desparafinacdo (duas lavagens em xilol, 10 e 5 minutos, respectivamente) e por
uma hidratagdo através de uma sequéncia de lavagens em concentragdes decrescentes
de etanol (100%, 96% e 70%, cada uma durante 5 minutos), terminando a hidratacdo em

agua destilada durante 5 minutos. De seguida as 1aminas foram colocadas em hematoxilina
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durante 3 minutos e depois foram lavadas em dgua corrente. No passo seguinte, as laminas
foram colocadas em eosina durante 1 minuto, passando depois por uma breve lavagem
em agua destilada durante dois minutos, para que os restos do corante fossem eliminados.
Os tecidos foram de novo desidratados (70% etanol, 96% etanol, 100% etanol, 5 minutos
cada passo) e depois colocados em duas lavagens consecutivas em xilol durante cinco
minutos cada, para clarear os tecidos e para os preparar para a montagem em DPX (Sigma)

que completa a preparagdo definitiva.

4.2.4 HIBRIDACAO IN SITU

A hibridacdo in sifu ¢ uma técnica utilizada para o estudo de padrdes de expressdo génica
(Broadbent & Read, 1999). Esta técnica consiste na utilizagdo de uma sonda de RNA
marcada, produzida por transcri¢do in vitro de uma sequéncia complementar a0 mRNA

enddgeno (Broadbent & Read, 1999).

A hibridacdo in situ foi utilizada com o objectivo de compreender os padrdes de
expressdo do mRNA que codifica para as duas formas da enzima P450 aromatase e para
proceder ao mapeamento da sua expressao no cérebro. Para isto, foram preparadas sondas
especificas para cada forma, cérebro e ovario, a partir dos transcritos F3BR3 e 30V1,
respectivamente. Procurou-se por um lado confirmar o que ja tinha sido verificado por
RT-PCR e por Northern blot, e por outro, tentou-se identificar de forma mais precisa as

principais localiza¢des de sintese para as duas formas da aromatase.

Para a marcag@o da sonda com origem no transcrito F3BR3 (gene da aromatase isolado
a partir de um banco de cDNA de cérebro), foi utilizada digoxigenina (digoxigenin RNA
labelling mix - Roche) e o processo de visualizagao foi feito com a utilizag@o de anticorpos
conjugados com fosfatase alcalina (Broadbent & Read, 1999), implicando uma revelagao
com NBT-BCIP. O composto digoxigenina tem origem vegetal, estando apenas presente
em plantas do género Digitalis sp., o que reduz bastante a probabilidade da ocorréncia de
reac¢do cruzada com tecidos animais. Para a sonda 30V1 (gene da aromatase isolado a

partir do ovario) optou-se pela biotina (biotin RNA labelling mix — Roche), cujo anticorpo
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(anti-biotina) usado para visualizacdo dos resultados, ¢ conjugado com peroxidase e
posteriormente revelado com DAB. A utilizacdo de duas marcagdes permitiu verificar a

co-localizacdo da expressdo génica.

4.2.5 ESPECIFICIDADE DAS SONDAS

As sequéncias molde utilizadas para a produgdo da sonda correspondem ao transcrito
completo de aromatase de cérebro ou aromatase de ovario previamente clonadas no vector
pBluescript SK(+/-) (ver capitulo 3 para uma descri¢do pormenorizada das caracteristicas
dos cDNA). O clone F3BR3 (AF135850 - GenBank) apresenta uma sequéncia com
1755pb e o clone referido como 30V1 (AF135851 - GenBank) apresenta uma sequéncia
de 1783pb. As duas sequéncias de nucledtidos partilham 57% de homologia entre si.

A especificidade das sondas foi testada por dotblot. Nesta técnica € utilizada uma aliquota
das minipreps utilizadas na produgao das sondas. Cada uma das aliquotas das minipreps foi
depositada em duas membranas e em seguida cada membrana foi hibridada com uma das
sondas. Apo6s a hibridagdo das sondas foram aplicados os anticorpos especificos para cada
sonda e em seguida revelados conforme descrito na Tabela 7. Neste teste ndo foi verificada
qualquer reac¢do cruzada entre cada sonda e a miniprep contraria, tendo apenas sido obtido
sinal como resultado da hibridagao entre cada sonda e a miniprep que esteve na sua origem.
Este facto indica que cada sonda apenas detectard o seu transcrito, caso ele esteja presente
nos tecidos pesquisados. A linearizac¢ao das sondas para a transcri¢ao in vitro (sec¢ao 4.2.5.1)
foi feita usando duas endonucleases de restricdo Smal e EcoRI, respectivamente para os

recombinantes F3BR3 e 30V 1 e transcritas recorrendo a T7 RNA polimerase.

4.2.5.1 Transcricao in vitro

O mRNA no tecido alvo encontra-se em cadeia simples no sentido sense que lhe permite
ser traduzido nos ribossomas. Assim, para detectar com a técnica de hibridagdo in situ,

a sonda ¢ formada por uma cadeia simples complementar ao mRNA presente no tecido,
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Tabela 7 — Protocolo detalhado dos dotblots realizados para confirmagao da especificidade das sondas.

DOTBLOTS

- Utilizagao de 1pl das minipreps 30V1 e F3BR3 cada uma em duplicado.

- Desnaturacéo das minipreps a 95°C durante Smin.

- Colocar no gelo durante Smin.

- Transferir os plasmideos desnaturados para duas membranas Hybond Nylon. Cada uma das minipreps foi colocada
em ambas as membranas.

- Fixar o DNA as membranas por cross-linking, expondo as membranas a luz ultravioleta (5min).

- Secar as membranas ao ar (15min).

- Lavar as membranas em PTW (2x Smin).

- Pré-hibridac¢do em solucdo de pré-hibridacdo (30min).

- Hibridagdo de cada uma das membranas com uma das sondas durante 1:20h a 56°C.

- Lavagem das membranas em 2xSSC (2x3min a 56°C).

- Lavagem das membranas em 1xSSC (3min a 56°C).

- Lavagem com SSC:CHAPS (3min a temperatura ambiente).

- Lavagem com SSC:PTW (3min a temperatura ambiente).

- Lavagem com PTW (3min a temperatura ambiente).

- Reacgdo de bloqueagdo com 10xsheep serum: 2% Bloking solution (20min a temperatura ambiente).

- Reaccéio com os anticorpos especificos na concentragao de 1:5000 em BS (30min a temperatura ambiente).
- Lavagem com NaCl:Tris (2x 3min a temperatura ambiente).

- Revelagdo do sinal em tampao de coloragdo (15min a temperatura ambiente).

permitindo hibridagdo entre este e a sonda (sentido anti-sense). SO desta forma sera
possivel que ambos os fragmentos possam hibridar um com o outro produzindo uma

cadeia dupla de RNA que podera ser posteriormente detectada pelos anticorpos.

Tabela 8 — protocolo de linearizagao das sondas.

Linearizacido da sonda F3BR3 Linearizacdo da sonda 30V1

DNA 150ng DNA 150ng

Solucdo Tampao: Buffer J 10x (Promega) Solucdo Tampao: Buffer H 10x (Promega)
SMA T ECOR 1

Incubar durante 1h:30m a 37°C Incubar durante 1h:30m a 37°C
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As sondas de RNA foram produzidas por transcri¢do in vitro, tendo inicio nos fragmentos
especificos de cDNA ja referidos, inseridos no vector pBluescript, que contém regides
com promotores especificos para T7 RNA polimerase e T3 RNA polimerase. Para produzir
RNA anti-sense, e devido as caracteristicas de ambas as sondas, os fragmentos foram
cortados apenas numa das extremidades de forma a permanecerem ligados ao vector na
regido do promotor T7, ficando lineares na extremidade 5° do cDNA (transcrigdo run
off). O vector recombinante F3BR3 foi linearizado com Smal e o 30V1 com EcoRl, de
acordo com o protocolo indicado na Tabela 8. Apos a digestdo, o produto da reacc¢ao foi

purificado como descrito na Tabela 9.

Inicialmente, para confirmar a qualidade e quantidade do DNA usado na transcrigdo in
vitro, as reac¢oes foram efectuadas utilizando diversas concentragdes de DNA linear e

nucleotidos (NTPs) ndo marcados.
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Tabela 9 — Preparagdo do DNA e transcri¢@o in vitro com oligonucledtidos ndo marcados.

TRANSCRICAO IN VITRO COM OS OLIGONUCLEOTIDOS DE RNA NAO MARCADOS

- Digestao dos clones F3BR3 e 30V 1 com as enzimas de restricao Smal e EcoRI, respectivamente, para um volume

final de reacc¢do de 20ul, durante 1h:30m a 37°C.
- Ap6s a reacgdo foram adicionados 100pl de dgua estéril.

- A reacg@o foi misturada com 100ul de fenol-cloroformio equilibrado com tampao tris e agitada num vortex.

Permaneceu a temperatura ambiente durante 35min.

- A solugdo foi centrifugada a 1000rpm durante 10min, a temperatura ambiente, para separagdo das duas fases. A

fase aquosa foi transferida para um novo tubo estéril.

- O DNA foi precipitado com acetato de sodio (NaAc) a 3M, pH-5.2 (1:10 do volume da reac¢@o) e com etanol gelado

a 100% na propor¢@o de 2.5x o volume da solugdo (aproximadamente 120ul). Decorreu durante 1h a -70°C.
- A solugdo foi centrifugagdo a 10000rpm durante 25min
- Apos retirar o sobrenadante, o pellet foi lavado com etanol gelado 75% 2x e centrifugar de cada vez.

- O pellet foi seco ao ar e ressuspenso em 40ul de agua ultra pura (Sigma).

- Transcricdo com T7 RNA polimerase para um volume final de 20ul: Tampao de transcri¢do 5x concentrado,
Sul; dTT 100mM, 1ul; NTPmix, Spl; BSA 10mg/ml, 0.2ul; RNA guard, 0.5ul; DNA (digerido e purificado como
descrito anteriormente), 21l e 4ul para cada uma das duas misturas testadas; T7 RNA polimerase, 1pl; d4gua estéril

para um volume final de 20pl.

- Incubag@o durante 2h a 37°C

- Paragem da reacc¢ao no gelo com 2ul de EDTA DEPC 0.2M, durante 2 min.

- Precipitag@o com cloreto de litio (LiCl) 4M (1:10) e Etanol 100% gelado (2.5vol) durante 1h a -70°C.
- Centrifugar a 12000rpm a 4°C, 20min.

- Lavagem do pellet 2x com etanol gelado a 75% com centrifugacdo de cada vez.

- Secagem do pellet, mantendo-o em gelo, apds retirado o sobrenadante.

- Ressuspengao em 25l de dgua ultra pura (Sigma).
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Ap0s a transcrigdo inicial feita com NTPs para optimizar as condigdes de sintese, os
nucledtidos foram substituidos por uma mistura de NTPs que inclui UTP marcado com
digoxigenina (digoxigenin RNA labelling mix - Roche) para a sonda do cérebro (F3BR3)

e por biotina (biotin RNA labelling mix - Roche) para a sonda do ovario (30V1).

77
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Figura 30 — Vector pBluescript II SK (+/-) utilizado na constru¢ao dos bancos de cDNA. Na figura ¢é

indicado o multiple cloning site e a cinzento ¢ identificado o local de insergdo do inserto.

A sintese foi feita usando a enzima T7-RNA polymerase e incubada durante duas horas
a 37°C. Apos terminada a reacgdo, a ribossonda foi precipitada e o pellet obtido foi
ressuspendido em 25ul de dgua ultra pura (Sigma) de acordo com o protocolo descrito na

Tabela 10.
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Tabela 10 — Processo de transcri¢do in vitro com oligonucledtidos marcados com Digoxigenina e Biotina.
Transcricio in vitro com nucleétidos marcados com Digoxigenina e Biotina, respectivamente para
os clones F3BR3 ¢ 30V1

- O processo de purificagdo de DNA decorreu como descrito na Tabela 9.

- Transcrever com T7 RNA polimerase para um volume final de 20ul: Tampéo de transcri¢ao 5x concentrado, Sul;
dTT 100mM, 1ul; digoxigenin RNA labelling mix (F3BR3) ou biotin RNA labelling mix (30V1), 2ul; BSA 10mg/
ml, 0.2ul; RNA guard, 0.5ul; DNA (digerido e purificado como descrito anteriormente), 2l para cada uma das duas

sondas produzidas; T7 RNA polimerase, 1pl; 4gua estéril para um volume final de 20pl.

- Incubag@o a 37°C, durante 2h.

- Paragem da reacgdo no gelo com 2ul de EDTA DEPC 0,2M, durante 2min.

- Precipitagdo com cloreto de litio (LiCl) 4M (1:10) e etanol 100% gelado (2.5vol) durante 1h a -70°C.
- Centrifugagdo a 12000rpm a 4°C, 20min.

- Lavagem do pellet 2x com etanol gelado a 75% e repetir a centrifugagao anterior.

- Secagem do pellet em gelo na hotte apds o ultimo sobrenadante ter sido retirado.

- Ressuspengdo em 25ul de dgua sigma.

A avaliac¢do da qualidade e da quantidade de ambas as sondas foi feita por electroforese
num gel de agarose (Promega) a 0.8% em tampao TBE preparado com dgua DEPC, a uma
corrente constante de 70 volts. Este processo de visualizagdo permite obter uma avaliagdo
qualitativa da concentracdo de ambas as sondas, essencial na avaliacdo da quantidade
de sonda a usar durante a hibrida¢do. Todo o material utilizado na electroforese foi
previamente lavado em 1% SDS durante 20 min, tendo depois sido lavado com agua

DEPC, para garantir a completa eliminacdo de possiveis RNases.

4.2.5.2 Protocolo de hibridacao

Todas as hibridagdes in situ foram efectuadas em amostras previamente seccionadas
e montadas em laminas. O material utilizado ao longo do processo foi previamente

esterilizado por autoclavagem (121°C durante 20 min) e mantido em condigdes de
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esterilidade até ser utilizado. Sera descrito o protocolo utilizado para a sonda F3BR3,
marcada com digoxigenina e serdo ressalvadas todas as alteracdes de processo quando

necessarias para a sonda 30V1. O protocolo resumido ¢ apresentado na Tabela 11.

Desparafinacao e hidrataciao

Inicialmente as laminas passaram por xilol para remover na totalidade a parafina em
que os tecidos foram incluidos na preparagdo dos blocos. De seguida, os cortes foram
re-hidratados numa série de decrescente concentragdo de etanol. Para terminar esta fase
inicial, as amostras foram lavadas em PTW estéril (anexo 1), ficando assim preparadas

para a fase seguinte.

No caso da sonda 30V1, em que o anticorpo se encontrava conjugado com peroxidase,
apos a lavagem das amostras com etanol a 70%, foi feito um passo adicional com 3%
H,0, (30vol), com o objectivo de inactivar a peroxidase endogena presente nos tecidos.
As amostras foram depois lavadas em dgua tratada com DEPC, antes de serem colocadas

em PTW e seguirem um processo idéntico ao descrito anteriormente.

Pré-hibridacio e Hibridacao

Substituiu-se a solugdo de PTW por solugdo de hibridacao (anexo I) previamente aquecida
a 58°C permanecendo as amostras aproximadamente 5h @ mesma temperatura numa
estufa de hibridacdo. Este passo denomina-se de pré-hibridagao e ¢ crucial para equilibrar
as amostras com a solu¢do de hibridagdo, garantindo uma melhor penetragdao das sondas
para que possa ocorrer a ligacdo com o mRNA, bem como para evitar interacgdes nao

especificas quando a sonda for adicionada.

A hibridagao foi feita com solucao de hibridacao contendo sonda e com as ldminas colocadas
na horizontal, ficando os cortes cobertos pelas respectivas solu¢des dentro de uma caixa
estanque. A esta caixa foi adicionada uma toalha de papel embebida em 20xSSC (anexo

I), estando o topo da caixa coberto também por uma toalha de papel e por uma tampa de
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plastico, evitando desta forma que a evaporacdo excessiva danificasse ou condicionasse o

processo. A caixa fechada foi colocada dentro da estufa de hibridagao a 58°C.

A hibridacdo ocorreu durante a noite a 58°C, tendo sido usada uma dilui¢do de 1ul:200pul
da sonda F3BR3 (2pg/ml) em solucdo de hibridacdo também pré-aquecida. Para
garantir que ndo havia evapora¢do da sonda alterando a sua concentracdo, cada corte foi

individualmente coberto por uma tira de parafilme.

Lavagens

Ap0s a hibridagao, foram feitas as lavagens de estringéncia, para remover os restos de

sonda ndo hibridada e para remover as possiveis ligacdes ndo especificas.

Inicialmente foi removido o parafilme com 2xSSC (anexo I) previamente aquecido a 58°C.
Foram realizadas trés lavagens com 2xSSC e duas lavagens adicionais de estringéncia

mais elevada (1xSSC) (todas elas a 58°C).

Em seguida as amostras foram tratadas com RNase A (Img/ml em 2xSSC), para que
fossem removidos possiveis restos de sonda nao hibridada ou associada ao tecido através
de interacgdes ndo especificas. Este procedimento ndo afecta as cadeias duplas de mRNA

que se formaram na hibridagdo (Jowett ef al., 1996).

Para remover por completo a RNase A utilizada no passo anterior, as amostras foram
lavadas em 2xSSC e 2% CHAPS, seguido de 2xSSC:PTW (1:1). A terminar este conjunto

de lavagens, as amostras foram colocadas em PTW.

Reaccoes de bloqueacio e de anticorpo

Esta reac¢@o ocorreu com as laminas na posi¢ao horizontal, estando cada corte coberto
com a quantidade de solucdo necessdria e suficiente para que ficassem completamente
tapados. Deste modo, todas as secgdes presentes em cada lamina estiveram cobertas por
solu¢do de bloqueacao a qual se adicionou 10% de soro de ovelha (Sigma) (anexo I) durante

3h, antes de ser adicionado o anticorpo Anti-digoxigenine-FAB-fragments (Boheringer-
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Maneihm), na propor¢do de 1:200 do stock original em solugdo de bloqueacdo e 10% de

soro de ovelha. A incubagdo com o anticorpo ocorreu durante 1h:30min.

Para o caso da sonda 30V 1 utilizou-se o anticorpo Anti-biotin-whole-molecule conjugado
com peroxidase, na propor¢do de 1:125 do sfock original em solu¢do de bloqueagdo e
10% de soro de ovelha. Apos este passo, a Unica diferenca que ocorre para a sonda 30V1

esta relacionada com o processo de revelagdo.

Revelacao

Ap6s terminado o periodo de incubac¢do com anticorpo, as amostras foram lavadas em
PTW e depois imersas em tampao de coloragdo (anexo I). A coloragdo ocorreu utilizando
NBT e BCIP em conjunto, diluidos em tampao de coloragdo. A reac¢@o ocorreu no escuro
e com agita¢do, durante aproximadamente sete horas. No final do periodo de revelagao,
as amostras passaram por uma lavagem breve em PTW e foram fixadas em formol 4%

em PTW (anexo I).

No caso das amostras tratadas com sonda marcada com biotina (30V1), o tampao de
coloracdo foi substituido por tris S0mM pH=7.2, quer na lavagem anterior a coloragdo,
quer durante a revelagdo, em que 1.5 ml de DAB (Img/ml) ¢ 30ul de H,O, (30vol.) foram
adicionados a 30 ml de tris 50mM pH=7.2. Esta reac¢ao ocorreu também no escuro e com
agitacdo, durante aproximadamente cinco horas. Neste caso ndo foi feita fixagdo com

formol a 4%, como indicado para a sonda F3BR3.
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Tabela 11 — Principais passos do protocolo para a hibridagdo in situ

Sonda F3BR3

- Desparafinacio e hidratacio das amostras (Xilol -
2x 10min + 5min; 100% EtOH - 2x 5min; 96% EtOH
- Ix 5min; 70% EtOH - 1x Smin).

- Lavagens em PTW - 2x 10min.

- Pré-hibridag¢éo com solugao Hibridagao previamente
aquecida a 58°C durante Sh.

- Hibridacao — A solugdo de hibridagao foi substituida
por uma fresca a que foi adicionada 1pul da sonda
F3BR3 e incubou-se durante a noite.

- Lavagens para remogdo do excesso de sonda (2x
SSC a 58°C — 3 x 5min; 1xSSC a 58°C — 2 x Smin)

- Tratamento das amostras com RNase A (1mg/ml
em 2x SSC) durante 30 min.

- Lavagens para remogdo dos restos de RNase A
(2xSSC e 2% CHAPS — 2 x 10min + 5min; 2xSSC:
PTW (1:1) — S5min; PTW — Smin)

- Reacg¢do de bloqueacdo (Solucdo de bloqueagao +
10% soro de ovelha — 3h)

- Reaccio de anticorpo (Solugao de bloqueagao + 10%
soro de ovelha + Anti-digoxigenine-FAB-fragments
— prop. 1:200 do stock original — 1h:30min

- Lavagens para remogdo dos restos do anticorpo
(PTW —2x 10min)

- Lavagem em tampao de coloragdo (1x 10min)

- Coloracio com NBT/BCIP em tampao de coloragao
—7h

- Lavagem em PTW — 5min

- Fixag@o em 4% formol/PTW — 20min.

Sonda 30V1
- Desparafinac¢io e hidratacio das amostras (Xilol -
2x 10min + Smin; 100% EtOH - 2x 5 min; 96% EtOH
- 1x 5 min; 70% EtOH - 1x 5min).
- Inactivagiio da peroxidase endégena (3% H,O,
(30vol) numa solugdo de 70% PBS:30% metanol
- Lavagens em PTW - 2x 10min.
- Pré-hibridac¢io com solugao Hibridagao previamente
aquecida a 58°C durante Sh.
- Hibridag¢ao — A solucdo de hibridacao foi substituida
por uma fresca a que foi adicionada 1l da sonda30V1
e incubou-se durante a noite.
- Lavagens para remogdo do excesso de sonda (2x
SSC a 58°C — 3 x 5min; 1xSSC a 58°C — 2 x Smin)
- Tratamento das amostras com RNase A (1mg/ml
em 2x SSC) durante 30 min.
- Lavagens para remogdo dos restos de RNase A
(2xSSC e 2% CHAPS — 2 x 10min + 5min; 2xSSC:
PTW (1:1) — S5min; PTW — Smin)
- Reaccio de bloqueacio (Solucdo de bloqueagdo +
10% soro de ovelha — 3h)
- Reacc¢do de anticorpo (Solucdo de bloqueagdo +
10% soro de ovelha + Anti-biotin-whole-molecule
— prop. 1:200 do stock original — 1h:30min
- Lavagens para remogdo dos restos do anticorpo
(PTW —2x 10 min)
- Lavagem em tris S0mM pH=7.2 (1x 10 min)
- Coloragdo em 1.5 ml DAB (1mg/ml)/30ul de H,O,
(30vol.) em 30 ml de tris 50mM pH=7.2 — 5h

- Lavagem em PTW — 5min
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Reaccio de contra coloracio e preparacao definitiva

Para a contra coloragdo as amostras foram passadas em PTW (2x5min) e de imediato
colocadas em verde de metilo a 0.1% durante 12 minutos. Este corante marca
especificamente o nucleo das células. Cada lamina foi rapidamente passada por agua
destilada, cuidadosamente limpa e ligeiramente seca antes de colocada em 100% etanol
durante aproximadamente 30 segundos para uma rapida desidratacdo. Para melhorar a
transparéncia das laminas e para preparar os tecidos para a preparacao definitiva, estas
passaram por duas lavagens em xilol com duragcdo de 10 minutos cada e de seguida

montadas em DPX (Fluka).

Durante a observagdo ao microscopio, as zonas que exibiam sinal positivo foram
identificadas e fotografadas com uma camara digital (Olympus - DP11) acoplada a um

microscopio (Olympus - BH2).

4.2.5.3 Controlo negativo

Para garantir que a hibridagao das ribossondas ¢ especifica e que o resultado obtido ndo ¢
consequéncia de uma hibridacdo nado especifica, foram realizados dois tipos de controlos
negativos: (1) hibridagdo in situ sem a aplicagdo de sonda e (2) hibridagdo in situ em

tecidos que foram previamente tratados com RNase.

No primeiro caso o procedimento de hibridagdo in situ foi idéntico ao descrito
anteriormente, com excepg¢ao da etapa de hibridagdo que foi realizada usando solugao
de hibridagdo a qual ndo foi adicionada sonda. No segundo caso, os cortes histoldgicos
foram tratados com RNase (0.02mg/ml em 1xPBS) durante 20min a 37°C, logo apos a
etapa de desparafinacdo e re-hidratacdo. Seguidamente, o procedimento de hibridacado in
situ decorreu como descrito anteriormente. Diversas ldminas correspondentes a cada tipo

de tecido foram utilizadas nos respectivos controlos negativos.
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4.2.6 IMUNOHISTOQUIMICA

Com o objectivo de caracterizar a localizagdo da aromatase na glandula pituitaria em
relagdo as principais células endodcrinas, foi realizado um ensaio de imunohistoquimica,
no qual foram utilizados anticorpos especificos para as c€lulas secretoras de hormona do
crescimento (GH), prolactina (PRL) e somatolactina. Deste modo, foi possivel relacionar
a localizacdo das principais células secretoras de hormonas da pituitaria e a localizagao
dos transcritos das duas aromatases. A imunohistoquimica foi realizada de acordo com o

seguinte protocolo.

Desparafinacio e hidratacao

O processo de desparafinacao e re-hidratacdo ¢ em tudo semelhante ao descrito para a
metodologia da hibridagdo in situ. Apds a lavagem com etanol a 70%, ¢ também feito
a desactivacdo da peroxidase endogena, utilizando H,O, em (MeOH/PBS), uma vez
que o anticorpo secundario se encontra associado a peroxidase, que serd responsavel
pela deposi¢ao do cromogénio durante a revelagao. Em seguida, foram efectuadas duas
lavagens em agua destilada (Smin cada) e duas lavagens adicionais com PBS por igual

periodo de tempo.

Reaccoes de bloqueacio e anticorpos

ApoOs a hidratagcdo as laminas foram colocadas em solugdo de bloqueacao durante uma
hora a temperatura ambiente. ApOs este passo, esta solucao foi substituida pelos anticorpos
primarios. As laminas foram colocadas na horizontal € os anticorpos foram individualmente
depositados sobre cada corte e incubados a temperatura ambiente durante 3h. As amostras
foram lavadas em PBS (2x 5min) e incubadas com o anticorpo secundario (anti coelho

IgG, 1/50 em PBS, Sigma-Aldrich) durante uma hora.
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Revelacio

Para remover por completo o excesso de anticorpo secundario, as amostras foram lavadas
em tris 0.1 M pH=7.6 (2x10 min). A mesma soluc¢do utilizada nestas lavagens foi utilizada
para diluir a DAB (1mg/ml), nas seguintes propor¢des: DAB, 500ul, H,0, (30vol.), 30ul,
tris 0.1 M pH=7.6, 25ml. A revelacdo ocorreu durante 20min, as laminas foram lavadas
e foi efectuada uma contra coloragdo com verde de metilo a 0.1% (ver sec¢do 4.2.4). Os

cortes foram desidratados e as preparacdes definitivas montadas com DPX (Sigma).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 MORFOLOGIA GERAL DO CEREBRO DE TILAPIA

A Figura 31 esquematiza um corte sagital mediano de um cérebro de O. mossambicus
(correspondendo a 2310um a partir da periferia do tecido) em que sdo representadas as

principais divisdes baseado na classificagdo de Wulliman (1996).

Mesencéfalo

Rombencéfalo
Telencéfalo

Medula espinal

Diencéfalo

Pituitaria

Figura 31 — Esquema de um corte mediano de um cérebro de uma fémea adulta de tilapia (2310um
desde a periferia). No esquema estdo representadas as principais divisdes. BO — bolbo olfactivo; NO
—nervo optico, POA - area pré-optica do hipotadlamo; Hyp — hipotalamo; TO — tecto 6ptico; C — cerebelo;
MO — medula oblongata.
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O cérebro deste teledsteo ¢ simétrico longitudinalmente e composto por 5 regides
principais: telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo e espinal-medula. Cada
uma destas grandes regides pode ser subdividida em estruturas mas pequenas. Por exemplo
o telencéfalo ¢ formado pelos bolbos olfactivos (BO - estruturas pares), e pelas areas dorsal
e ventral telencefalicas. O diencéfalo ¢ constituido por cinco grandes divisdes. Sao elas
o epitalamo, o talamo dorsal, o tdlamo ventral, o tubérculo posterior e o hipotalamo. O
diencéfalo merecera algum destaque, uma vez que assegura a mediagao de alguns estimulos
exteriores € a pituitaria, sendo por isto crucial na mediacdo dos estimulos enddcrinos. A
area pré-optica do hipotdlamo ¢ uma estrutura que constitui uma regido intermédia entre
o telencéfalo e o diencéfalo. Embora haja alguma controvérsia sobre a localizagio exacta
desta estrutura, ela serd aqui considerada como parte do diencéfalo. O mesencéfalo pode
também ser subdividido. Dorsalmente encontra-se uma estrutura multi-sensorial, o tecto
optico (TO), e podem ainda ser distinguidos o toro semicircular (torus semi-circularis)
e o tegumento (tegumentum). No rombencéfalo destacam-se essencialmente o cerebelo
e a medula oblongata. Por fim, a espinal-medula que conduz os estimulos neuronais as

restantes partes do corpo e que ndo serd abordada neste trabalho.

Além das estruturas referidas acima, na Figura 31 sdo ainda apresentadas as localizagdes
aproximadas dos bolbos olfactivos, que se localizam rostro-ventralmente em relagao
ao telencéfalo do qual ainda fazem parte, os nervos Opticos e a area pré-Optica entre
o telencéfalo e a regido mais rostral do diencéfalo, e o hipotdlamo. No decorrer a
apresentacao dos resultados desta seccao, sempre que necessario, serdo feitas alusdes a

nucleos especificos para melhor compreensao das figuras.

Na tilapia, como nos restantes peixes, a morfologia das regides do cérebro reflectem
de algum modo o seu estilo de vida. Neste teledsteo as regides que parecem ser mais

hipertrofiadas sdo as do tecto dptico e os bolbos olfactivos.

A morfologia geral dos tecidos observada através da coloragdo com hematoxilina e eosina
ndo permitiu detectar diferencas entre o cérebro de machos e fémeas. Por esta razdo serd

dada uma descri¢do geral que pode ser aplicada a ambos os sexos.
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Figura 32 — Representagao esquematica da regido mediana sagital do cérebro de uma fémea. O corte

apresentado tem como todos os restantes 11pum de espessura e situa-se sensivelmente a 2288um da
periferia do tecido. Neste corte encontram-se a azul identificadas as principais regides que serdo

individualizadas na Figura 33.

Na Figura 32 encontram-se identificados os bolbos olfactivos (A) o telencéfalo (com
destaque para area dorsal telencefalica - B), a regido posterior do telencéfalo e por¢ao
rostral do tecto optico (C), a pituitaria com o hipotdlamo localizado imediatamente por
cima (D), a regido caudal do diencéfalo (E), o cerebelo (individualizando particularmente
o corpus cerebelli - F), a medula oblongata e a regido inicial da espinal-medula. Estas
regides foram escolhidas por serem algumas das que mais revelaram sinais especificos no

trabalho subsequente.

A Figura 33 corresponde a um conjunto de fotografias tiradas ao corte da regido sagital
mediana do cérebro da fémea, apresentado na Figura 32, e corado com hematoxilina e
eosina. Estes corantes marcam respectivamente o nucleo e o citoplasma das células, pelo
que esta coloragdo para além de fornecer a ideia geral de algumas regides do tecido, permite
ainda a percepcao de qual das regides sub-celulares estd efectivamente a ser marcada
pelas sondas especificas. Na Figura 33A podem ser observados os bolbos olfactivos
que projectam diferentes tractos neuronais para as restantes areas do telencéfalo. Nesta
estrutura ¢ possivel observar a alternancia entre regides fundamentalmente axoniais e

outras celulares observaveis pela coloragdo dos nucleos em tom violeta.
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Figura 33 — Resultado da coloracdo com hematoxilina e eosina a um corte mediano do cérebro de uma
fémea. A—no centro o bolbo olfactivo e projectadas ventralmente as fibras olfactivas. B— Regido superior
do telencéfalo; C — Regido que compreende o diencéfalo, mais propriamente os talamos ventral e dorsal;
D — Pituitaria com o hipotalamo imediatamente situado por cima; E — regido posterior do diencéfalo
e inicio da medula oblongata, F — cerebelo; regido ventral posterior do mesencéfalo, regido posterior
do diencéfalo e inicio da medula oblongata. Todos os cortes foram fotografados a uma ampliagao de
40x%. Nestas fotografias sdo ainda realcadas algumas regides particulares como € o caso do nervo e dos
bolbos olfactivos (a), de uma estrutura membranar que se localiza entre o telencéfalo e o tecto optico
(b); o tecto Optico (c); o ventriculo diencefélico (d) que apresenta um conjunto de células que orientam
os seus nucleos para o ventriculo; o corpo do cerebelo (e) que é densamente celular e que tem na sua
periferia uma camada de células de grandes dimensdes que o separam da restante estrutura do cerebelo,

maioritariamente axonial (divisdo mediana da valvula do cerebelo); e por fim o ventriculo tectal (f).

Na parte mais rostroventral desta fotografia pode ainda ser observado o nervo olfactivo
principalmente axonial e que termina numa regido celular. A Figura 33B evidencia a area
dorsal telencefélica que na sua zona central (posterior esquerdo na fotografia) apresenta
uma zona fundamentalmente celular. Alias, todo o telencéfalo parece ser fundamentalmente
celular, embora a regido média da area dorsal telencefalica apresente uma densidade
de nucleos muito inferior a sua regido central. A Figura 33C permite observar, na sua
parte mais caudal, o ventriculo tectal médio que se situa anteriormente ao ventriculo
rombencefalico (Figura 33G). O ventriculo tectal médio ¢ delimitado dorsalmente pelo
toro longitudinal (forus longitudinalis) que se situa ventralmente ao tecto Optico. Toda
a periferia da regido ventricular parece ser composta por zonas celulares, e a restante
porcdo, fundamentalmente axonial, embora com corpos celulares dispersos. A zona do
toro longitudinal propriamente dita ¢ uma zona fundamentalmente celular. Segundo
(Wullimann et al., 1996), a regido mais superficial do tecto Optico ndo € composta por
fibras retinais como na maior parte dos vertebrados, mas sim essencialmente constituida
por axénios cujas pericarias ficam localizadas no toro longitudinal. Na regido inferior
desta fotografia estdo ainda presentes parte dos tdlamos dorsal e ventral. A Figura 33D
mostra a glandula pituitaria ao centro e na parte superior da fotografia o hipotalamo,
maioritariamente axonial, embora na periferia do tecido e em torno do ventriculo

diencefalico exista uma grande concentrag¢do de corpos celulares que parecem projectar
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0s seus axonios para o exterior destas regides. A Figura 33E centra-se na parte mais
caudal do diencéfalo onde se encontra bem evidenciado o ventriculo diencefélico e o
recesso posterior deste ventriculo. De novo, em torno das cavidades dos ventriculos pode
ser observado uma grande quantidade de corpos celulares. Estas zonas celulares parecem
projectar-se dorso-rostralmente até atingir o ventriculo tectal. A fotografia F da Figura
33 representa o cerebelo, caracteristico pelo corpo do cerebelo (corpus cerebelli), regido
central com uma grande concentracdo de nucleos corados, o que determina a presenca
de uma zona fundamentalmente celular, em contraste com a divisdo média da valvula do
cerebelo onde se conseguem distinguir claramente as projec¢des axoniais para a periferia
do tecido. Na separacao destas duas estruturas, encontram-se as células de Purkinje que
sdo neurodnios extremamente ramificados. Nesta fotografia ¢ ainda possivel distinguir
o lobo caudal do cerebelo, com tractos celulares a projectarem-se rostro-caudalmente.
Por ultimo, na Figura 33G, observa-se a regido mais rostral da medula oblongata que se
desenvolve ventralmente ao ventriculo rombencefalico. Esta regido ¢ maioritariamente

axonial, embora com alguns nucleos de corpos celulares dispersos.

4.3.2 EXPRESSAO DA AROMATASE NO CEREBRO DO MACHO

A Figura 34 ¢ uma representagdo de observagdes de camara clara de diferentes cortes do
cérebro de um macho adulto e sexualmente activo, que apresentava na altura da recolha
dos tecidos uma intensa coloragdo sexual. Provavelmente devido as grandes dimensdes
do cérebro do macho, este sofreu alguma distor¢ao durante o processamento histologico.
Este facto, bem patente se compararmos a Figura 34 com a Figura 43 (cérebro da fémea),
levou a que no caso do macho a pituitaria tivesse sido deslocada rostralmente em relagao
a o que seria de esperar. Nesta figura, o esquema (A) apresenta a regido mais exterior do
cérebro (situado aproximadamente a 400pum), onde podem ser observados parte do tronco
cerebral e da medula oblongata em baixo, a regido intermédia corresponde sensivelmente
a porcao lateral do diencéfalo, e, em cima, a zona lateral do tecto optico. A Figura 34B,

um pouco mais para o interior do cérebro (1280um), apresenta uma maior diversidade
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de estruturas. Neste esquema ¢ ja possivel visualizar o telencéfalo e o tecto dptico, com
realce para a zona cinzenta periventricular do tecto Optico, imediatamente por cima do
ventriculo tectal. E possivel observar também a regido lateral do cerebelo, que se situa
entre o tecto Optico e a crista do cerebelo (crista cerebellaris) e que, por sua vez, se
situa rostralmente ao ventriculo rombencefélico. Projectado rostralmente, pelo efeito da
distor¢do incutida ao tecido durante o processamento, localiza-se a regido adjacente aos
bolbos olfactivo. Neste esquema ¢ ja possivel identificar a regido diencefalica pelo menos
com as zonas dos tdlamos dorsal e ventral e do hipotdlamo. Ventralmente, em relagao
ao cerebelo, desenvolve-se a medula oblongata que culmina a espinal-medula. Por
ultimo, o corte C da Figura 34, correspondente a regido mediana do cérebro deste macho
(aproximadamente 1600pm a partir da periferia). Neste esquema, de uma forma geral,
podem observar-se as mesmas estruturas que no corte anterior, apenas numa outra sec¢ao,
com excepcdes para os lobos facial e vagal que surgem situados em posicdo posterior
relativamente a crista do cerebelo ja na medula oblongata. Na regido ventral do corte
pode ser observado o nucleo difuso do lobo inferior e o corpo mamilar e, imediatamente
a seguir a regido de localizacdo dos bolbos olfactivos, em posi¢do ventral, a glandula

pituitaria também deslocada rostralmente em relacdo a sua posicao original.

A Figura 34 permite visualizar globalmente as principais regides do cérebro para que se
possa ter uma nocdo geral de onde ocorrem os sinais especificos da aromatase. Note-se
que a medida que os cortes se sucedem desde a periferia até a regido central do cérebro,
as estruturas encontradas vao variando. A progressao dessas estruturas ¢ identificada para

que, em cada corte, a localiza¢do dos sinais seja tdo clara quanto possivel.

A pesquisa dos transcritos de mRNA dos genes Cypl9B e Cypl94 no cérebro por
hibridacdo in situ, revelou a presenga de ambos os genes em ambos os sexos. O sinal
detectado para cada gene pdde ser encontrado quer no cérebro quer na pituitaria, embora
com intensidades diferentes. A expressdo dos dois genes foi detectada de forma muito

particular na pituitaria, que ¢ apresentada em separado na sec¢ao 4.3.4.
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Figura 34 — Esquema de trés cortes sagitais do cérebro de um macho de Oreochromis mossambicus. As
trés imagens A, B e C correspondem respectivamente a cortes situados a 400, 1280 e 1600pum medidos
da periferia para o interior do cérebro. Cada corte foi feito a uma espessura de 11pm, sendo o tltimo
corte correspondente sensivelmente a zona mediana do cérebro. Nos cortes encontram-se representadas
algumas das regides e das estruturas mais relevantes a este trabalho. E dado particular realce ao telencéfalo
e bolbo olfactivo, ao tecto optico, diencéfalo e cerebelo e também a alguns ntcleos claramente evidentes

ao longo da medula oblongata. No corte C ¢ também apresentado um esquema da pituitaria.

4.3.2.1 Distribuicio dos transcritos do gene CypI9B no cérebro do macho

A sonda F3BR3 utilizada para detectar a aromatase do cérebro (gene Cyp9B) ndo revelou
qualquer sinal no corte mais periférico (Figura 34A). Os sinais tornam-se mais claros a
medida que nos aproximamos da regido central do tecido.

Na seccdo a 1280um, foi observado um grande conjunto de nucleos cerebrais em que foi
possivel detectar transcritos de Cyp/9B. Na Figura 35 encontram-se esquematizadas um
conjunto de regides onde foram representados a sombreado os locais especificos onde
foram encontradas reacc¢des positivas, sem consideracdo da intensidade do sinal. De entre
as varias regides, optou-se por ndo mostrar na imagem a posicao assinalada com (A), uma
vez que o sinal foi pouco expressivo e de baixa intensidade. Estaregido ¢ fundamentalmente
celular, com um nucleo bastante bem individualizado de células no que parece ser a regiao
do hipotalamo. Assinalados com as letras B e C no mesencéfalo, ventralmente em relagdo
ao tecto Optico, podem também ser identificados nlicleos que revelam sinal especifico.
As zonas assinaladas com as letras D e G localizam-se respectivamente na transi¢do do
tecto Optico para o cerebelo, na divisdo lateral da valvula do cerebelo, e no telencéfalo.
O lobo caudal do cerebelo, parece também reagir positivamente a sonda F3BR3 (Figura
35F). Os restantes sinais detectados com esta sonda e expressos na Figura 35 (E, H, I e
J) encontram-se dispersos ao longo da medula oblongata estendendo-se desde a zona
ventral ao cerebelo e estendendo-se ventralmente a crista do cerebelo, ao ventriculo

rombencefalico e aos lobos facial e vagal.
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Figura 35 — Esquema do corte sagital do cérebro do macho a 1180um da periferia. Neste corte
encontram-se representados algumas das principais regides. Sao ainda identificadas a sombreado as
zonas que apresentam um sinal mais evidente e a azul encontram-se delimitadas as areas correspondentes
as fotografias apresentadas na Figura 36.

Na Figura 36 sdo apresentadas as fotografias correspondentes as seccdes acima referidas.
Estes sinais sdo particularmente evidentes na regido ventral do tecto Optico com dois
nucleos muito bem definidos (Figura 36B e C), no que aparenta serem nticleos de corpos
celulares inseridos em regides maioritariamente axoniais. Uma outra regido com sinal
bastante evidente ¢ a regido que medeia a fronteira entre o tecto Optico e o cerebelo,
mais especificamente na divisdo média da valvula do cerebelo (que ¢ uma estrutura que
se projecta rostralmente para a regido mesencefalica) (Figura 36D) e que consiste num
conjunto de células bem individualizado. Também no lobo caudal cerebelo (Figura 36F)
conjuntos de corpos celulares parecem projectar-se horizontalmente para o exterior do
tecido, revelando estes nucleos um sinal positivo embora ndo muito marcado. O lobo
caudal do cerebelo individualiza-se da restante frac¢do por ser maioritariamente celular,
em contraste com a sua envolvente axonial. Na drea dorsal mediana do telencéfalo (Figura
36QG), grupos de células apresentam uma coloracao forte. Toda esta regido ¢ celular, embora
ndo de forma muito densa. As restantes fotografias da Figura 36 (E, H e I) localizam-se

na medula oblongata.
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Figura 36 — Hibridacdo in situ com a sonda F3BR3. A — O sinal aqui indicado localiza-se no diencéfalo
em posicao caudal ao bolbo olfactivo: Ampliacao 100x; B — O sinal localiza-se imediatamente por baixo
do inicio do tecto optico provavelmente no talamo ventral: Ampliag@o - 400%; C — sinal localizado na
area telencefalica dorsal. Ampliagdo - 200x%; D -divisdo média da valvula do cerebelo: D — Ampliacdo
200x; D1 — Ampliagao 400x%; E — regido anterior do rombencéfalo (medula oblongata): Ampliagao
200%; F — lobo caudal do cerebelo: Ampliagao - 400%; G — telencéfalo, regido mediana da area dorsal
telencefalica: Ampliacao - 400x; H, I, J — diferentes regides da medula oblongata que expressam nucleos
especificos de células com sinal positivo (H, I). Ampliagdes: H - 200x; I - 40x; I1 — 200x; 12 - 400x; J
- 100x
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A regido da medula oblongata ¢ rica em diferentes nucleos celulares e tractos neuronais. As
fotografias E, H e I focam alguns destes nucleos, que sdo perfeitamente individualizados e que
sdo fundamentalmente celulares em relagdo as estruturas envolventes. Embora a localizagdo
precisa dos nucleos seja dificil de determinar, o que impede a sua identificagdo exacta, a Figura

36H parece corresponder a base sensorial do nervo facial (VIIs) que controla as branquias.

Cerebelo
Tectodptico

Telencéfalo
Ventriculotectal

V entriculo rombence filico

. - Cristacerebellaris
' Lobo facial

Lobovagal

B ,
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C orpomamilar
Medula oblonga ta

Pituitaria Nucleo difuso do lobo inferior

Figura 37 — Esquema de um corte sagital mediano do cérebro de um macho adulto correspondente
a 1640um a partir da periferia do tecido. Neste esquema sdo apresentadas as localizagdes dos sinais

especificos para a sonda F3BR3.

Ocortecorrespondentearegidomediana (1640um)do cérebrodomacho estaesquematizado
na Figura 37 e as respectivas imagens dos sinais positivos encontrados, na Figura 38. Na
Figura 37, observa-se também a pituitdria que, como referido, serd abordada na sec¢do
4.3.4, pelo que a sua representacdo no esquema ¢ meramente orientadora. A maioria das
estruturas representadas neste corte foram ja identificadas e descritas nos cortes anteriores.
Sao exemplos o telencéfalo, o tecto Optico, o cerebelo, os bolbos olfactivos e as medulas
oblongata e espinal. Por esta razdo, apenas as estruturas ainda ndo descritas serdo aqui
referidas. O corpo mamilar e o ntcleo difuso do lobo inferior situam-se na por¢ao mais
caudal do hipotadlamo. O nucleo difuso do lobo inferior resulta da migracdo das células

periventriculares que circundam os recessos do ventriculo diencefalico e ¢ constituido por
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células de pequenas dimensdes. A porcao caudal do lobo inferior situa-se ventralmente
ao tegumento e inclui o corpo mamilar, que integra a informagao oriunda dos nucleos

sensoriais € motores.

A érea pré-optica do hipotdlamo situa-se na por¢do mais rostral do diencéfalo,
imediatamente por cima do nervo optico. Pode ser dividida num nucleo ventral pré-optico
parvocelular e um nucleo dorsal pré-optico magnocelular, que no entanto ndo foram aqui
identificados. A area pré-Optica desenvolve um tracto de fibras nervosas que atravessam o

tracto Optico e se projectam maioritariamente para a hipofise. Os neuronios que constituem

Figura 38 — Hibridagao in situ com a sonda F3BR3 ao corte sagital mediano de um cérebro de macho
(1760um). B — Sinal entre a parte ventral do telencéfalo e a regido anterior do diencéfalo: Ampliagao -
400x; C —recesso posterior do ventriculo diencefalico: Ampliacao C - 400x; D, E — diferentes nticleos de
células dispersos ao longo da medula oblongata. D parece corresponder ao nticleo facial motor (NVIIm)
onde se insere o nucleo sénico motor (SMN): D - 40x, D1 - 200x, E - 100x%, E1 - 400x; F — talamo dorsal
ventralmente situado em relacdo ao ventriculo tectal: Ampliagdo F - 200x, F1 - 400%; G — telencéfalo,
regido mediana da area dorsal telencefalica: Ampliacao 400%. As setas indicam alguns exemplos de

alguns sinais especificos.
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a area pré-oOptica sdo de grandes dimensdes. De forma geral, a pericéria das células da
area pré-Optica encontra-se nos peixes geralmente associada a vasos sanguineos, sendo
esta regido normalmente rica em fluxo sanguineo. Os lobos facial e vagal situam-se em
posicdo posterior a crista do cerebelo e situam-se em posi¢do central a um conjunto
de tractos que da regido dorsal para a ventral sdo identificados como o griseu central,
fundamentalmente celular; o fasciculo longitudinal mediano (MLF) que se estende ao
longo de uma grande por¢ao da medula oblongata e que ¢ fundamentalmente axonial; a
comissura ventral telencefalica (Cven) cuja estrutura ¢ composta por ntcleos celulares
mais ou menos bem individualizados; e de novo pelo fasciculo longitudinal mediano.
Ainda ventralmente colocado em relagdo ao lobo vagal encontra-se o nticleo vagal motor
(NXm) que apresenta um conjunto de células extremamente grande e que se individualiza

perfeitamente (Figura 37).

Na Figura 38 os destaques situam-se fundamentalmente na regido mediana da area dorsal
telencefalica (Figura 38G), no tdlamo dorsal imediatamente por baixo do ventriculo tectal
e do tecto optico (Figura 38F) e que parece projectar-se em diferentes nucleos celulares
ao longo da medula oblongata, particularmente em dois nticleos especificos (Figura 38D,
E, E1, E2). Os ntcleos representados em D e F desta figura sdo caracteristicos por serem
compostos por células de grandes dimensdes, o que caracteriza os niicleos motores. Embora
neste caso a sua identificagdo ndo possa ser precisa, o niicleo apresentado na Figura 38F
parece corresponder ao nticleo oculomotor (NIII), e o ntcleo presente na Figura 38D parece
corresponder ao nucleo facial motor (NVIIm), onde se encontra inserido o ntcleo sénico
motor. A Figura 38E apresenta a visdo geral (E) e em detalhe (E1) a comissura ventral
rombencefalica. Foi também localizado um sinal em posigao rostral a area pré-Optica, que
embora bem definido, ¢ extremamente localizado e restrito a um conjunto muito reduzido
de células, inseridas numa regido fundamentalmente axonial. Por ultimo, pode também
identificar-se um nucleo celular que apresenta uma reacc¢ao positiva clara a sonda F3BR3,
que se localiza em torno do recesso lateral do ventriculo diencefalico, possivelmente no

nucleo tuberal posterior e na zona dorsal do hipotdlamo periventricular (Figura 38C).

No geral, e apds analisadas estas trés seccdes de tecido, as reacgdes especificas do
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cérebro dos machos a sonda F3BR3 distribuem-se no telencéfalo, em algumas regides
do diencéfalo, mais especificamente no hipotdlamo e no talamo dorsal, no rombencéfalo,

com alguma expressao no cerebelo, mas sobretudo ao longo da medula oblongata.

4.3.2.2 Distribuicio dos transcritos do gene Cyp19A4 no cérebro do macho

Nesta seccdo sdo apresentados os resultados da hibridacado in situ para o gene Cypl94 no
cérebro de um macho de O. mossambicus, utilizando a sonda 30V1. A abordagem sera
idéntica a da seccdo anterior, olhando para cortes adjacentes aos utilizados para a sonda
F3BR3. A marcagdo da sonda 30V1 foi feita com biotina, conjugada com peroxidase e

foi utilizado DAB como substrato, o que produziu uma coloragdo castanha.

Nas duas primeiras sec¢des analisadas (periferia até aproximadamente 1300pm), os
sinais especificos ndo sdo muito claros, sendo por esta razao apresentados em conjunto na
mesma imagem. Este resultado ¢ de alguma forma coerente com o detectado com a sonda
F3BR3 em que também nio tinha sido possivel detectar quaisquer sinais nesta regido mais
periférica do cérebro do macho. No entanto, parece haver algumas reacgdes positivas
que serdo apresentadas na Figura 40. As principais regides que se encontram patentes na
Figura 39 foram ja caracterizadas em pontos anteriores, nomeadamente quando foi feita a

descricao da Figura 34. Por esta razdo, a mesma descrigdo ndo sera aqui apresentada.
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Figura 39 — Desenho esquematico de dois cortes sagitais do cérebro de um macho adulto. A — esquema
correspondente a um corte com 440um de profundidade em relacdo a periferia do tecido; (B) esquema
correspondente a um corte da mesma estrutura com 1408um de profundidade em relagdo a periferia do
tecido. Nos cortes encontram-se as indicagdes das regides onde foi detectado sinal com a sonda 30V1,

bem como algumas indicagdes gerais para melhor localizagao.

Na regido mais periférica, apenas pode ser apresentada uma reac¢do positiva na regiao
diencefalica e imediatamente por baixo do tecto Optico, no que parece ser uma regiao
francamente celular (Figura 40A). Ainda nesta regidao foi também detectado um sinal

fraco que pareceu localizar-se numa estrutura membranar envolvente ao tecido nervoso.

Embora pouco claros, foram detectados dois sinais especificos para esta sonda na regido até
1408um. Um deles aparece associado a regido inicial do tecto Optico, mais precisamente
entre a zona cinzenta periventricular do tecto Optico e o talamo dorsal (Figura 40B).

A zona cinzenta periventricular do tecto oOptico € rica em corpos celulares e a regido
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do tdlamo dorsal que emerge por baixo da por¢do caudal do nicleo habenular ventral,
aproximadamente na fronteira com mesencéfalo com o telencéfalo. O segundo (Figura
40C) apresenta um nucleo especifico em que também pode ser identificado um sinal claro

em posicao ventral ao lobo vagal.
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Figura 40 — Hibridac&o in sifu com a sonda 30V 1. A — regido diencefalica; B — Regido rostral ventral do tecto
optico; C — Tracto celular localizado ventralmente ao lobo vagal. Ampliagdo: A—400 x; B —400 x; C—400 x.

Porultimo, o esquema do corte sagital correspondente a regido mediana do cérebro do macho
com o qual foi hibridada a sonda 30V1. A semelhanca do que foi feito anteriormente, a
Figura 41 apresenta algumas das estruturas do cérebro e com um contorno azul estdo ainda
representadas as zonas que revelaram os sinais especificos mais claros e para os quais serao
apresentadas as fotografias na Figura 42. Adicionalmente, este esquema apresenta ainda a
sombreado as regidoes em que foram detectados sinais positivos para o gene Cypl9A4. Mais
uma vez, embora neste corte de forma bastante mais clara, pode observar-se um tracto
celular que se desenvolve ao longo da medula oblongata (Figura 41B, C) e que parece ter
origem por baixo do tecto optico e do ventriculo tectal, (Figura 41G). Este tracto localiza-
se ao longo da comissura ventral telencefalica, fundamentalmente celular e com diferentes
nucleos de células que se destacam pelas grandes dimensoes, ¢ do fasciculo mediano
longitudinal. Ambas as estruturas celulares se localizam ventralmente em relagao a crista
cerebellaris, ao lobo facial e ao lobo vagal. Este tracto celular parece projectar-se dorso-
rostralmente pelo griseu central (Figura 41F) até atingir a regido posterior do ventriculo

tectal na base do toro longitudinal (Figura 41G).
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Figura 41 — Corte sagital esquematico da regido mediana do cérebro de um macho (1760pm desde a periferia
do tecido). Sdo apresentadas as principais regides, bem como a azul se encontram realgadas as principais

zonas onde foram detectados sinais especificos, cujas fotografias sdo apresentadas na Figura 42.

Também a zona cinzenta periventricular do tecto Optico parece apresentar um sinal
significativo. Esta regido ¢ fundamentalmente constituida por corpos celulares,
projectando-se os axonios para a periferia. Outro sinal mais nitido encontra-se na por¢ao
mais caudal do toro longitudinal e perto da divisao média da valvula do cerebelo (Figura
41A), na transi¢do do tecto Optico para o cerebelo. A Figura 41D mostra a regido de
ligagdo do corpo mamilar com o restante diencéfalo e, também aqui, pode ser observado

um sinal especifico.

A Figura 42 mostra as fotografias das principais regides registadas na Figura 41. Foram
seleccionadas seis regides por apresentarem os sinais mais evidentes. A Figura42 A compreende
a parte mais caudal do toro longitudinal que se situa sob o tecto Optico. O sinal especifico situa-
se em torno de uma regido marcadamente celular, aparecendo associado a regido nuclear.
Nas Figura 42B e C os sinais de hibridagdo com o gene Cypl94 localizam-se na comissura
ventral rombencefélica (Cven). Esta regido € caracteristica por ter nicleos especificos bem
individualizados estendendo-se ao longo de toda a medula oblongata. Os sinais encontram-se

de forma mais ou menos dispersa nas regides identificadas na Figura 41.
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Figura 42 — Hibridag@o in situ com a sonda 30V1. A — tecto Optico, toro longitudinal. Ampliagao: A
—400x%; B, C — Nucleos especificos, na medula oblongata, ao longo da comissura ventral rombencefalica.
Ampliagdo: B—400%; Ampliacao: C —400x%; D, E —hipotalamo; Ampliacdo: D - 400x; E —Nucleo difuso
do lobo inferior. Ampliacao: E — 400x. F — tracto localizado por baixo do ventriculo rombencefalico, no
griseu central. Ampliagdo: F — 400x%.

Na regido mais caudal do diencéfalo, por cima do corpo mamilar encontra-se ainda um
grupo perfeitamente individualizado de células que hibridaram com a sonda 30V1 (Figura
42D) e que se inserem numa regido maioritariamente celular. Por Gltimo, todo o nucleo
difuso do lobo inferior e o corpo mamilar apresentam uma reaccao positiva a sonda 30V1

embora nao muito intensa.

Em posicao ventral ao ventriculo rombencefalico estende-se um nucleo de células que
apresentam sinal, embora um pouco disperso. Esta regido, que parece ser o griseu central
(Figura 42F), apresenta corpos celulares dispersos, onde se verifica o sinal especifico.
Este tracto celular parece continuar pela medula oblongata ao longo da comissura ventral

rombencefalica.

4.3.3 EXPRESSAO DA AROMATASE NO CEREBRO DA FEMEA

Nesta sec¢do, a semelhanca do que foi feito no ponto 4.3.2 serdo apresentados numa
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primeira fase, os esquemas dos diferentes cortes do cérebro, aos quais foram efectuadas
as hibridacdes in situ. Estes esquemas (Figura 43) serdo acompanhados por uma descri¢do
resumida das principais regides que podem ser individualizadas, sempre que estas
ainda ndo tenham sido feitas na sec¢do anterior. A localiza¢do destas areas especificas
¢ identificada para melhor reconhecimento das estruturas que revelaram a presenca dos

transcritos. A restante apresentagdo sera feita como para o cérebro do macho.

A Figura 43 ¢é composta por trés secgdes longitudinais de um cérebro de uma fémea adulta
e sexualmente activa. Ao contrario do cérebro do macho, este cérebro ndo apresenta
qualquer distor¢do e as estruturas podem ser identificadas com bastante mais precisao.
Os cortes apresentados e identificados como A, B e C correspondem respectivamente a
1056pm, 2112pum e 2310um de espessura a partir da periferia do tecido. Na primeira sec¢do
(Figura 43A) ¢ possivel observar na sua regido mediana, o ventriculo tectal, delimitado
antero-rostralmente pela zona cinzenta periventricular do tecto dptico, seguida pelo tecto
optico. O ventriculo ¢ delimitado caudal e ventralmente pelo toro semicircular. Na regido
mais caudal do tecido podem identificar-se duas estruturas redondas que dardo origem
ao cerebelo. Ventralmente ao toro semicircular, situa-se o toro lateral e o nucleo difuso
do lobo inferior, estruturas fundamentalmente celulares, a semelhanga das anteriormente
descritas, com excepg¢do da regido do cerebelo que parece ser maioritariamente axonial.
Na regido mais anterior do esquema, encontra-se representada a zona lateral da area dorsal

telencefalica, mais uma vez uma regido celular.
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Figura 43 — Esquema de trés cortes sagitais do cérebro de uma fémea de Oreochromis mossambicus. As
trés imagens A, B ¢ C correspondem respectivamente aos cortes 1056um, 2112um e 2310pum efectuados
ao cérebro de uma fémea, com espessuras de 11pm cada corte, sendo o tltimo corte correspondente
sensivelmente a zona sagital mediana do cérebro. Nos cortes encontram-se representadas algumas das
regides e das estruturas mais relevantes a este trabalho. E também indicado a ponteado a area pré-6ptica
e o hipotalamo, regides bastante importantes pelas suas caracteristicas neuroenddcrinas e implicagdes na

activacao dos comportamentos sexuais.

A Figura 43B apresenta fundamentalmente as mesmas estruturas que Figura 43A. O
telencéfalo, em que se podem observar na sua regido mais dorsal a zona central da area
dorsal telencefalica e ventralmente o bolbo olfactivo, ambas estruturas celulares, seguido
pelo nervo olfactivo maioritariamente axonial. Imediatamente a seguir ao bolbo olfactivo,
em posicao caudal, o nervo 6ptico composto por fibras axoniais. Na Figura 43B continua
a observar-se quer o tecto optico, quer o cerebelo, embora ja se consiga visualizar o corpo
do cerebelo (corpus cerebelli), delimitado ventralmente pelo ventriculo rombencefélico.
Em relacdo ao corte anterior surgem ainda duas estruturas que ndo estavam antes
representadas: a medula oblongata e a pituitaria. A Figura 43C correspondente ao corte
com 2310um coincide aproximadamente a regido sagital mediana do cérebro da fémea, o
que pode ser observado pela localizagdo da pituitaria que inclusivamente apresenta a sua
ligagdo ao hipotalamo. Neste esquema ¢ ainda representada a localizagdo aproximada do
hipotalamo, que se desenvolve ventralmente em relagcdo ao ventriculo diencefélico e que

¢ delimitado dorso rostralmente pela area pré-optica.

4.3.3.1 Expressao do gene Cypl9B no cérebro da fémea

A Figura 44 corresponde ao corte mais periférico do cérebro da fémea. Nele encontram-
se as principais regides e, delimitadas a azul, as areas correspondentes as fotografias
apresentadas na Figura 45. Sado ainda representadas a sombreado as duas regides onde foi

detectado sinal especifico para a sonda F3BR3.
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Figura 44 — Esquema de um corte sagital do cérebro de uma fémea. O corte foi feito a 1056um da

periferia do tecido.
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O telencéfalo tem um sinal em praticamente toda a sua area visivel, correspondente
zona lateral da area dorsal telencefalica (Figura 45A). Esta area dorsal telencefalica ¢
maioritariamente celular, como pode ser observado pela presenca de ntcleos (ver Figura
33B). Este sinal, embora especifico, apresenta uma fraca intensidade, sobretudo quando
comparado com o encontrado no tecto dptico, muito mais localizado e restrito a um nucleo

muito restrito de células, mas com muito maior intensidade (Figura 45B).

Figura 45 — Hibridagao in situ com a sonda F3BR3. A localizagao das fotos (A e B) € indicada na Figura
44. A regido telencefalica parece apresentar um sinal especifico (A). Também a regido assinalada com
B na parte posterior do tecto Optico apresenta uma reacgdo positiva ao gene Cypl9B. (A) — ampliacio
100%; (A1) — ampliagao 400%; (B) - ampliagao 400x%.
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A Figura 46 mostra o esquema do corte sagital do cérebro da fémea a 2112um da periferia
do tecido e sdo delimitadas a sombreado as zonas onde foram encontradas as reac¢oes
positivas mais significativas a hibridagdo com a sonda F3BR3. Nesta sec¢do foram detectados
transcritos do gene Cyp/9B em torno do ventriculo diencefélico (Figura 46A) numa regido
fundamentalmente celular, como ja tinha sido detectado no cérebro do macho. Nesta regido,
a pericaria das células nervosas parece dispor-se na regido periventricular, enquanto que
0s axonios se projectam para a periferia, afastando-se do ventriculo. Em posi¢ao caudal
em relacdo ao ventriculo diencefalico pode observar-se um nucleo celular bastante bem
individualizado em cuja periferia parece expressar mRNA do Cyp/9B (Figura 46B). As zonas
onde sdo detectados os sinais parecem ser maioritariamente celulares. O mesmo acontece com
os sinais representados na Figura 46D em que um pequeno conjunto de células revela um sinal
positivo. Estas células situam-se na medula oblongata e a deposi¢@o de sinal parece fazer-se
na regido nuclear, uma vez que pode observar-se o citoplasma perfeitamente translucido. No
mesmo tracto celular, na medula oblongata em posicao caudal as anteriores, pode verificar-
se um outro nucleo com um sinal bastante claro, no que aparenta ser uma estrutura celular
num meio maioritariamente axonial. Os restantes sinais com maior relevancia localizam-se
ao longo do corpo do cerebelo, na sua periferia nas células de Purkinje, com uma grande

densidade de corpos celulares (Figura 46H), e na area dorsal telencefalica (Figura 46G).
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Figura 46 — Esquema de um corte sagital correspondente a 2112um de espessura desde a periferia do

tecido, em que sdo destacadas as regides que apresentam sinal especifico para o gene Cypl9B.
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No corte sagital intermédio no cérebro da fémea (Figura 46), ¢ possivel distinguir um
sinal distribuido por diferentes regides do cérebro, o que ndo acontecia numa regido
mais periférica ilustrada no corte anterior. Os sinais mais evidentes foram observados na
pituitaria (seccdo 4.3.4). Embora também evidentes, as restantes regides revelaram uma
reac¢do especifica um pouco menos intensa. A Figura 47A ilustra uma concentragao de
células onde se observam transcritos do gene Cypl9B, localizadas em nticleos em torno
do ventriculo dienceféalico: em posi¢do caudal ao ventriculo, no nicleo tuberal posterior,
em posicao rostral no nucleo tuberal anterior, e dorsoventralmente na zona dorsal do
hipotdlamo periventricular. As células que parecem apresentar o sinal mais intenso sao

exactamente as que se situam em torno do ventriculo.

Na Figura 47B pode observar-se um nucleo celular bem individualizado perto do corpo
mamilar, no final do hipotadlamo. Este sinal localiza-se quer na por¢ao dorsal, quer na
porcao ventral do nucleo identificado (B2). Nesta sec¢do ¢ ainda de destacar a existéncia
de sinais especificos no cerebelo, com o sinal a estender-se por toda a linha de células
que delimita a regido do corpo do cerebelo (corpus cerebelli) (Figura 47C). As células de
Purkinje apresentam corpos celulares de grandes dimensdes e com dendrites extremamente
ramificadas. Também ao longo da medula oblongata (Figura 47D e E) podem ser observados
transcritos da aromatase do cérebro em nticleos celulares especificos dispersos ao longo de
um tracto celular (provavelmente no fasciculo longitudinal mediano). No telencéfalo, ao
longo de toda a area dorsal telencefalica, existe um sinal evidente, embora ndo tao intenso

como o registado para os nucleos da medula e do ventriculo diencefalico (Figura 47G).
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Figura 47 — Hibridagao in situ com a sonda F3BR3 na seccao sagital intermédia do cérebro de fémea.
Nesta regido o sinal encontra-se disperso por diferentes regides, com principal destaque para a regiao
do hipotalamo (A e B), telencéfalo (F e G), cerebelo (C) e ainda na regido da medula oblongata (D e
E). (A) — ampliacao 400%; (B) - ampliagao 100x; (B1) — ampliagdo 400x; (C) — ampliagao 100x%; (C1)
—ampliagao 400x%; (D) - ampliacdo 400x; (E) — ampliagdo 400%; (F) — ampliagdo 100x%; (F1) — ampliagdo
400%; (G) — ampliagdo 100%; (G1) — ampliagao 400x%.
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Figura 48 — Esquema de um corte sagital mediano do cérebro de uma fémea de O. mossambicus. Esta
sec¢do do tecido corresponde a uma espessura de 2310um. A azul encontram-se as zonas a realgar com

sinal positivo.

A terceira seccdo sagital (Figura 48) em que o cérebro da fémea foi amostrado,
correspondente a 2310um de espessura desde a periferia do tecido e corresponde
sensivelmente a regido mediana do cérebro. A area pré-optica do hipotdlamo situa-se
rostralmente em relacdo ao ventriculo diencefélico e culmina anteriormente nos nervos
opticos. A caixa marcada com a letra A compreende a regido da habénula e do talamo
dorsal. A habénula localiza-se no epitdlamo e pode ainda ser dividida num nucleo dorsal

e num nucleo ventral.
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Figura 49 — Hibridacdo in situ com a sonda F3BR3 no cérebro da fémea na terceira secgdo amostrada.
Nas fotos A e Al pode distinguir-se um sinal associado ao citoplasma de um nucleo celular na habénula,
com a regido nuclear ndo corada. O mesmo pode ser observado nas fotos C e Cl para a area pré-
optica do hipotalamo; a foto D representa a por¢ao caudal do ntcleo difuso do lobo inferior; as fotos
E e F representam detalhes de nicleos despersos na regidao anterior da medula oblongata ventralmente
situados em relagdo ao cerebelo e as fotos G e H detalhes do tecto optico e do lobo caudal do cerebelo,
respectivamente. (A) —ampliacao 100%; (A1) —ampliagdo 400%; (B) —ampliacao 100%; (B1)—ampliagdo
400x%; (C) — ampliagdo 100%; (C1) —ampliagdo 400x; (D) — ampliagdo 100x; (D1) — ampliacdo 400x; (E)
—ampliagao 400%; (F) — ampliagdo 100%; (G) — ampliacao 100x; (H) — ampliagdo 100%;

A seccdo mediana ¢ a que apresenta os sinais mais claros para a sonda F3BR3 na fémea.
A Figura 49 mostra um nucleo celular extremamente bem definido que corresponde
sensivelmente a regido habenular e ao tdlamo dorsal. Em cortes adjacentes, o sinal que

neste corte parece localizar-se na habénula, projecta-se para uma posi¢do mais ventral e
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ligeiramente recuada, atingindo o que parece ser o tadlamo dorsal (Figura 49A). O sinal
encontrado nestas células ¢ claramente localizado no citoplasma (Figura49A1). A area dorsal
telencefélica apresenta um sinal claro e regular ao longo de todas a suas por¢des dorsal,
central, lateral e posterior (Figura 49B). A regido rostral da area pré-optica do hipotdlamo
apresenta, também no citoplasma, um sinal localizado mas claro (Figura 49C). O sinal parece
aqui estar localizado numa regido maioritariamente celular. Sdo encontrados transcritos do
Cyp19B na porcao mais caudal do ntcleo difuso do lobo inferior, num pequeno conjunto
de células localizado na regido citoplasmatica (Figura 49D). Podem ainda ser identificados
sinais especificos na parte anterior da medula oblongata, ventralmente localizados em
relag@o a por¢ao mais rostral do cerebelo, que se estendem, embora de forma descontinua,
para a regido caudal pela medula oblongata (Figura 49E, F). Detecta-se também um sinal

fraco perto do lobo caudal do cerebelo (Figura 49H).

4.3.3.2 Expressao do gene Cypl9A4 no cérebro da fémea

A sonda 30V1 foi hibridada com cortes adjacentes aos utilizados para a sonda anterior. A

primeira sec¢do corresponde a uma espessura total de tecido com cerca de 946um.

Cerebelo
Tecto 6ptico D
. B
Telencéfalo = \\

Ventriculo tectal

/

Toros lateral

Figura 50 — Esquema de um corte sagital do cérebro da fémea, a aproximadamente 946um da periferia do
tecido. Neste esquema ¢ indicado a sombreado a localizagdo dos principais sinais especificos observados
por hibridagdo com a sonda 30V 1. Encontram-se ainda realgadas a azul as as regides que sdo observadas

na Figura 51.
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A Figura 50 representa um corte da primeira sec¢do, em que sdo indicadas as principais
regides onde foram detectados os transcritos do gene Cyp/94. A semelhanga do ja descrito
para a Figura 44, neste esquema pode ser observada rostralmente a zona lateral da darea
dorsal telencefalica, estando definida a sombreado a regido que apresenta sinal especifico. Os
restantes sinais sdo muito mais localizados e situam-se no toro semicircular, assinalados com

as letras B e C, parecendo também haver uma reacgao positiva no cerebelo (Figura 50D).

Figura 51 — Hibridagao in situ com a sonda 30V 1 na primeira sec¢ao do cérebro da fémea amostrada. O
corte corresponde a uma profundidade no tecido de 946pum. As fotos A e Al correspondem a detalhes da
zona lateral da area dorsal telencefalica, enquanto que os sinais apresentados em B e C correspondem ao
toro semicircular; o sinal observado em D localiza-se no cerebelo. (A) — ampliagao 100%; (A1) — ampliagdo
400x%; (B) — ampliagao 100x%; (B1) — ampliagdo 400x; (C) — ampliagdo 100%; (D) — ampliagdo 100x;

Toda a zona lateral da 4rea dorsal telencefalica apresenta uma reac¢do positiva que aparenta
estar associada ao nucleo das células numa regido maioritariamente celular e com uma
grande intensidade de sinal (Figura 51A). Os restantes sinais sdo de intensidade bastante
inferior e localizam-se dois deles no toro semicircular (Figura 51B e C). Por ultimo, o
cerebelo apresenta também um pequeno nucleo de células coradas positivamente, embora

com uma intensidade muito fraca (Figura 51D).
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Figura 52 — Esquema do corte intermédio do cérebro da fémea utilizado para a detecgdo dos transcritos do
gene Cypl94. A seccdo situa-se a 1914um da periferia do tecido. Neste esquema s@o ainda apresentados

a sombreado os locais que revelam sinais especificos, bem como as regides apresentadas na Figura 53.

A segunda seccdo, a 1914um, apresenta-se esquematizada na Figura 52. Nesta sec¢do o

mRNA para o gene Cypl94 foi detectado em duas zonas, embora com fraca intensidade.

Figura 53 — Hibridagdo in situ com a sonda 30V 1 na segunda secgdo do cérebro da fémea amostrada.
O corte corresponde a uma profundidade no tecido de 1914pm. As fotos apresentadas em A e Al
corespondem a um detalhe do tecto optico e as B e Bl a um detalhe da porgao caudal do corpo do
cerebelo, junto ao seu lobo caudal. (A) — ampliacdo 100x; (A1) — ampliagdo 400%; (B) — ampliacdo
100x%; (B1) — ampliagao 400x.
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A Figura 53 apresenta os sinais da hibridacdo de 30V 1 encontrados para a segunda sec¢ao
(1914um). Os transcritos localizam-se fundamentalmente no tecto dptico, na sua camada
mais dorsal (Figura 53A). Observou-se também uma hibridagdo num grupo de células
na periferia do corpo do cerebelo, em posi¢ao caudal e densamente celular (Figura 53B).
Foi ainda possivel detectar em algumas regides uma estrutura membranar unicelular que

aparenta também deposicao de sinal especifico.

Aterceiraseccao hibridada encontra-se esquematizadana Figura 54. Este corte corresponde
a uma espessura de tecido com 2332um. Os sinais individualizados encontram-se
maioritariamente na pituitaria, no cerebelo e na medula oblongata, no tecto dptico e na
parte frontal da area pré-optica do hipotdlamo. Foram detectadas nove regides com sinal
especifico identificadas com letras de A a H. O sinal registado em A ndo sera apresentado
uma vez que se localiza numa estrutura membranar localizada rostralmente ao nervo

optico e que parece formada por células de grandes dimensdes.

Cerebelo

4

Tecto dptico _~ Ventriculo tectal

Telencéfalo

™~

-
\ §/ c G Ventriculo rombencefélico

[

H

Corpo mamilar

W

Medula espinal

Hipotalamo Nucleo difuso do lobo inferior
Bolbo olfactivo ,
Area pré-optica Terceiro ventriculo

Nervo 6ptico Pituitaria

Figura 54 — Corte esquematico da seccao sagital do cérebro da fémea, sensivelmente coincidente com
a regido mediana do cérebro. Neste corte encontram-se esquematizadas a sombreado as regides em que
os sinais mais relevantes foram detectados e ainda, delimitadas a azul, as areas que serdo apresentadas
em fotografia na Figura 55.
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Os sinais individualizados na figura anterior sdo apresentados na Figura 55. Na regido B1,
o sinal localiza-se num nucleo de células de grandes dimensdes junto ao inicio do nervo
optico. A Figura 55C centra-se na regido caudal da zona cinzenta periventricular do tecto
optico. Também ao longo do corpo do cerebelo, existe um sinal associado as células de
Purkinje que contornam toda esta estrutura (Figura 55G). Os restantes sinais (Figura 55E,
F e H) localizam-se ao longo da medula oblongata, no que parece ser um tracto celular
que vai exibindo sinal em nucleos especificos e individualizados de células ao longo de
toda esta estrutura. Estes sinais sdo localizados e caracterizam-se por estar presentes em

grupos de células com grandes dimensdes.

Figura 55 — Hibridagao in situ com a sonda 30V 1 na segunda sec¢io do cérebro da fémea amostrada. O corte
corresponde a uma profundidade no tecido de 2332um. A foto apresentada em B (e B1) corresponde a regido
rostral da area pré-optica do hipotalamo, junto ao nervo optico; a foto C localiza-se na regido caudal da zona
cinzenta periventricular do tecto optico; a caixa apresentada com a letra D na Figura 54 ndo ¢ apresentada por
pouca clareza no sinal obtido; As fotos marcadas como E, F e H corespondem a nucleos de células localizados
os longo da medula oblongata; A foto indicada com a letra G apresenta a regidao caudal do corpo do cerebelo.
(B) — ampliacao 100x; (B1) — ampliagao 400x; (C) — ampliagdo 400x; (E) — ampliagdo 400x; (F) — ampliagdo
400x%; (G) — ampliagao 100x; (G1) —ampliagao 400x; (H) — ampliagao 400x.
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Neste corte puderam ainda ser identificadas outras regides que apresentaram alguma
coloragdo especifica. No telencéfalo, por exemplo, mais uma vez foi observado um sinal
embora fraco. Toda a regido do toro longitudinal parece revelar também um sinal regular

embora discreto (ndo apresentados na figura).

4.3.4 EXPRESSAO DA AROMATASE NA PITUITARIA DE O. MOSSAMBICUS

Embora em algumas situagdes a pituitaria possa aparecer em mais do que um corte,
apenas sera feita uma comparagdo baseada nos cortes centrais desta glandula. Assim, sera
apresentado um esquema com as localiza¢des dos sinais especificos para cada gene em
cada sexo, apos o que serdo apresentadas as fotografias referentes as regides que revelaram
os sinais mais significativos. A pituitaria (ou hipofise) ¢ constituida fundamentalmente
por trés regides. A adeno-hipodfise, geralmente situada em posi¢do mais rostral; a neuro-
hipofise em posicao posterior e ainda a pars intermédia que se situa na fronteira entre as
duas. A adeno-hipofise foi a inica regido em que foi possivel detectar sinal para qualquer

um dos genes em ambos 0S Se€Xo0s.

4.3.4.1 Imunohistoquimica

Com o objectivo de identificar quais as c€lulas em que foram verificados os sinais
especificos para a aromatase, foram elaborados alguns testes de imunohistoquimica
utilizando anticorpos especificos para a hormona do crescimento (GH), prolactina (PRL)

e somatolactina (SL) de dourada.
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Figura 56 — Imunohistoquimica da glandula pituitaria utilizando anticorpos para: A — somatolactina, B —

Prolactina, C — Hormona do crescimento (GH). O esquema representa divisdo esquematica dos diferentes
tipos celulares que puderam ser identificados com base nos cortes obtidos. E apresentada a localizagdo
da neuro-hipofise, das células produtoras de prolactina que se localizam na rostral pars distalis, das
células produtoras de hormonas de crescimento na proximal pars distalis, ¢ as células produtoras de
somatolactina e de gonadotrofinas na pars intermedia. (A) — ampliagdo 100x; (A1) — ampliagao 200%;

(B) — ampliacdo 200%; (C) — ampliagdo 200x.

Os anticorpos foram testados apenas no cérebro do macho, uma vez que ndo era esperado
dimorfismo sexual na expressao destas hormonas na hipofise. Na Figura 56A ¢ apresentado
a reaccdo com o anticorpo para a somatolactina. A imunoactividade para esta hormona
encontra-se na regido ventral pars distalis da adeno-hipofise num grupo de células
muito bem individualizado. Na Figura 56B ¢ mostrado o nucleo celular responsavel pela
producdo da prolactina e que se localiza na regido anterior da pars distalis da adeno-
hipdfise, e a imunoactividade para a hormona de crescimento localiza-se também na pars
distalis da adeno-hipdfise, mas na sua regido posterior, na fronteira com a neuro-hipéfise

(Figura 56C).
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4.3.4.2 Hibridacao in situ na pituitaria para ambos os genes Cyp19

A Figura 57 representa um corte esquematico da pituitaria do macho. Neste esquema
sdo representadas a sombreado, as regides em que foram observados sinais especificos
para cada um dos genes. Deste modo pode ser estabelecida uma comparagao entre as
distribuicdes dos dois genes nesta estrutura. As diferentes intensidades de sinal sdo

representadas pela intensidade do sombreado nas diferentes regides.

O Sinal mais intenso

? [0  Sinal menos intenso
N/
a

—> Regido posterior

Regido anterior €——

i

Cyp19b Cyp19a

Figura 57 — Esquema comparativo da distribuig@o dos sinais especificos entre os dois genes da aromatase
na pituitaria do macho. A sombreado encontram-se representadas as regides que apresentam sinais e as
diferentes intensidades de sombreado retratam diferentes intensidades de sinal. As caixas delimitadas a

azul representam as regides para as quais sao apresentadas fotografias na Figura 58.

Todos os sinais obtidos para ambos os genes e sexos localizam-se na adeno-hipofise.
O sinal dos transcritos do gene Cypl9B situa-se fundamentalmente na regido mais
proxima da neuro-hipdfise, sensivelmente na mesma zona das células somatotréficas e
gonadotréficas (produtoras respectivamente de GH e hormonas gonadotroficas — GTH).
A Figura 58A e Al permitem observar a fronteira entre a adeno e a neuro-hipdfise que
se encontra bem marcada pelo sinal especifico produzido pelos transcritos deste gene. O
sinal registado para o gene Cyp19A4 de forma mais clara parece distribuir-se num conjunto
de células localizadas ventralmente em relag@o as que apresentaram reacgao positiva para
o Cypl9B. Situa-se na regido ventral da adeno-hipdfise no grupo de células produtoras
de somatolactina (Figura 58B). No entanto, o Cypl9A4 parece ainda apresentar alguma

expressao, embora pontual, na regido deferida para o gene anterior. Parece haver algumas
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células especificas que se distribuem nesta zona e os sinais sdo identificados com a ajuda

de setas colocadas por cima das fotos Figura 58B1.

Figura 58 — Hibridag2o in situ com as sondas F3BR3 e 30V 1 na pituitaria no macho de O. mossambicus.
A e Al —sinais obtidos com a sonda F3BR3; B e B1 —sinais obtidos com a sonda 30V 1. (A) — ampliacio
400%; (A1) — ampliagao 1000x%; (B) — ampliagdo 400x%; (B1) — ampliagao 1000x.

Na Figura 59 sdo apresentadas a sombreado as distribui¢des dos sinais para cada gene
na pituitdria da fémea. Na distribuicdo dos genes as diferentes intensidades indicam
diferentes niveis de expressao nas diferentes regides. Neste esquema sdo ainda realgadas

a azul as regides para as quais serdo apresentadas fotografias em seguida.

O Sinal mais intenso
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Figura 59 — Comparacao dos sinais especificos entre os dois genes na pituitaria da fémea.
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A semelhanga do que se passou no cérebro do macho, os sinais encontrados na pituitaria
foram claramente os sinais mais expressivos. A velocidade da reac¢ao foi inequivocamente
maior na pituitaria do que em qualquer outra regido do tecido amostrado. Com destaque para
o gene Cyp19B, a intensidade e a velocidade da reaccao foi sistematicamente nesta glandula
superior as restantes regides do tecido nervoso. Por exemplo quer na fémea quer no macho,
sempre que uma sec¢do da pituitaria estava presente, o sinal comecava a evidenciar-se nesta
glandula ao fim de aproximadamente 20 minutos de reac¢do. Os restantes sinais foram

deixados a revelar por periodos compreendidos entre as 2 e as 6 horas.

LR
L

X

Figura 60 — Hibridagao in situ com as sondas F3BR3 e 30V 1 na pituitaria da fémea de O. mossambicus.
(A) — ampliagdo 200%; (A1) — ampliagdo 400x (A2) — ampliagao 1000x (B) — ampliagao 200%; (B1)
- ampliagdo 400x; (B2) — ampliagdo 400x; (B3) - ampliagdo 1000x%.

O padrao de distribuicao dos transcritos para os dois genes parece ser idéntico em ambos

os sexos, embora o Cypl9A4 pareca ter a intensidade invertida entre machos e fémeas.

Neste caso ¢ possivel observar uma regido especifica para o gene Cypl/9B, mais uma
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vez coincidente com as células produtoras de GH (Figura 60A). Nestas fotos consegue
claramente observar-se o sinal depositado na regido citoplasmatica, podendo o nucleo
ser individualizado a branco por falta de marcacdo. A distribui¢do do gene Cypl94
na pituitaria da fémea faz-se maioritariamente nas células produtoras de GH (Figura
60B), embora possa ser observado um sinal pontual mas intenso também nas células

somatolactotroficas (Figura 60B1).

4.3.5 CoNTROLO NEGATIVO

Neste capitulo foram realizados dois controlos negativos para demonstrar a especificidade
das sondas. Um deles foi realizado sem a presenca de qualquer sonda (Figura 61A), e no

segundo o RNA presente nos tecidos, foi hidrolisado enzimaticamente (Figura 61C).

Figura 61 — Controlos negativos. As fotos A e C expressam dois controlos negativos diferentes; em A, o
controlo foi feito ndo utilizando sonda; em B, o controlo foi feito utilizando Rnase como tratamento. Ao
lado de cada uma destas fotos, encontram-se também cortes ja apresentados da mesma regido, mas com
sinal especifico para a sonda F3BR3 para que possa ser estabelecida uma comparagio. (A) — ampliagdo
100%; (B) — ampliagao 100x (C) — ampliagdo 40x (D) — ampliagdo 100x%.
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4.4 Discussio

Os diferentes grupos de vertebrados desenvolveram as suas capacidades de acordo com o
estilo de vida que adoptaram, com o ambiente e com as diferentes necessidades inerentes
ao seu desenvolvimento. De acordo com as caracteristicas das diferentes espécies e com
o tipo de ambiente que as rodeia, associado as necessidades de sobrevivéncia especificas,
o ceérebro dos varios grupos sofreu desenvolvimentos particulares. As diferentes regioes
cerebrais foram ou desenvolvidas ou atrofiadas, para fornecer uma melhor resposta as
necessidades de cada espécie. Nos peixes, em espécies cujas estratégias de reprodugdo e
de sobrevivéncia em geral assentam na comunicagdo quimica mediada pelo olfacto, ¢ de
esperar que apresentem o tracto e os lobos olfactivos mais desenvolvidos. Por outro lado,
individuos que dependem essencialmente de estimulos visuais, para o cumprimento das
suas fungdes vitais, terdo desenvolvido particularmente o tecto Optico. Estas sdo algumas
das macro-areas em que puderam ser identificados sinais especificos claros para pelo menos
um dos dois genes em estudo. O cérebro da tilapia apresenta, na sua anatomia geral, a
mesma morfologia que o do peixe zebra, razao pela qual a identificagdo das localizacdes
dos sinais foi feita com base no atlas do cérebro deste vertebrado (Wullimann ef al., 1996).
Algumas destas regides estdo relacionadas com a activagdo de diferentes tipos de
comportamentos em vertebrados, nomeadamente dos comportamentos sexuais. Na
tilapia os comportamentos de corte e de cuidados parentais sdo bastante elaborados.
O comportamento de corte ¢ fundamentalmente guiado pelo macho que o leva a cabo
apds a constru¢do de um ninho. O macho inicia a sequéncia elaborando um convite a
fémea e todo o ritual ¢ composto por um conjunto de unidades de comportamento que
visam orientar a fémea para o ninho onde esta depositard os ovos (etograma da espécie
em Oliveira, 1995). Alguns autores referem ainda que estes comportamentos de corte
elaborados pelo macho sdo acompanhados de vocalizagdes (Lanzing, 1974; Amorim et
al., 2003; Amorim & Almada, 2005), embora estas ainda ndo tenham sido associadas
ao desempenho dos comportamentos sexuais de forma clara. Apds a entrada no ninho, a
fémea deposita os ovos que sao em seguida recolhidos com a boca. Este processo implica

que a fecundagdo ocorra ja na boca da fémea e a postura mantém-se permanentemente
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dentro da boca da mae até que adquira capacidade natatoria e ainda ocasionalmente até
que deixe de necessitar de proteccdo. Além de protec¢do, com este comportamento a
fémea garante uma continua oxigenagao da postura praticando movimentos mastigatdrios
com as mandibulas. Este conjunto de comportamentos acontecem quando as fémeas se
encontram sexualmente receptivas e prestes a emitir a postura, processo que ocorre no
culminar do seu ciclo sexual (ver Capitulo 2). Os comportamentos sexuais e de cuidados
parentais sdo controlados por alguns dos nucleos cerebrais que expressam aromatase na
tildpia e que foram detectados neste trabalho.

A distribuicdo dos genes Cyp19B e Cyp19A4 no cérebro do macho da tildpia mogambicana
¢ complementar e existem algumas regides em que 0s genes sao expressos em conjunto.
No entanto, a intensidade da expressdo difere e em geral o Cyp/9B ¢ mais intenso do que
o Cyp194 (Figura 62). Ambos os genes que codificam aromatase, € que por esta razao sao
responsaveis pela aromatizagdo central de androgénios a estrogénios, distribuem-se de
forma a produzir dois tractos no cérebro: um que se divide entre o telencéfalo dorsal e que
se projecta para o diencéfalo, mais especificamente para o hipotalamo; e um outro que se
estende desde o tecto Optico e se projecta caudalmente ao longo da medula oblongata. No
caso da fémea, os sinais parecem mais localizados do que no macho, embora as regides

que expressam aromatase sejam fundamentalmente idénticas.

H cyp1op
Cerebelo B cyptoa
Tectodptico Os obreposigao dos dois genes
Telencéfalo
Ventriculo tectal

Ventriculo rombenceélico

Crista cerebellaris

Lobo facial
Lobo vaga

Bolbo olfactivo Medula espinal

Corpo mamilar
Medula oblongata

Pituitaria Nucleo difuso do lobo inferior

Figura 62 — Esquema representativo da seccdo mediana do cérebro do macho com a representagao
da distribuicdo dos transcritos identificados para cada gene. A azul escuro o sinal para o gene Cyp/9B; a

encarnado, o sinal para o gene Cyp194; a azul claro, as regides que apresentam sobreposi¢ao dos dois sinais.
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Os bolbos olfactivos (BO) sdao importantes na mediacdo dos estimulos olfactivos que
podem estar envolvidos na reproducdo. Nos teledsteos, o gene Cypl9B ¢é expresso nestas
estruturas como acontece no peixe zebra (Chiang et al., 2001a; Tong et al., 2001a; Goto-
Kazeto et al., 2004) e na garoupa (Epinephelus coioides) (Zhang et al., 2004), embora
alguns autores refiram que o sinal se localiza apenas nas células da glia (Menuet et al.,
2005). Na tilapia nao foi possivel identificar este sinal com clareza: no macho pelo facto
da localizacdo destas estruturas ndo ser clara; na fémea porque o sinal detectado parece
estar associado apenas as regides axoniais € com pouca intensidade para ambos os genes.
Embora neste trabalho se tenha optado por ndo considerar os sinais associados a estruturas
axoniais, a aromatase foi ja identificada nos sinaptossomas, nos axénios € nos terminais
axoniais pré-sinapticos (Naftolin et al., 1996; Balthazart et al., 1991; Saldanha et al., 2000),
podendo esta ser importante na producao de estradiol para a mediagao das fung¢des sindpticas
(Saldanha et al., 2000). A éarea dorsal telencefalica, onde foram detectados o Cyp/9B nos
machos e ambos os genes nas fémeas, encontra-se ligada ao diencéfalo por diferentes
tractos celulares, recebendo ainda projec¢des dos BO (Wullimann ef al., 1996). Diversos
trabalhos referem o telencéfalo juntamente com a area pré-Optica, como uma das regides
com maior actividade para a aromatase em peixes (exemplo em Schlinger et al., 1999). A
presenca de células imunorreactivas a aromatase também ja tinha sido detectada em grande
quantidade no telencéfalo de algumas aves (Schlinger & Arnold, 1991; Shen ef al., 1995).
Nestas, os nucleos de controlo do canto, presentes no telencéfalo, apresentam uma elevada
imunorreactividade a aromatase (Saldanha et a/., 2000; Saldanha & Coomaralingam, 2005)
indicando uma regulagdo do controlo do canto e da reprodu¢do, por parte das hormonas
esterdides. Também os peixes como a tilapia apresentam comportamentos de produgdo de
sons durante os rituais de acasalamento (Amorim & Almada, 2005), pelo que a presenca de
mRNA de ambos os genes produtores de P450-aromatase no telencéfalo, e a consequente
producao de estradiol, pode indicar que estes genes estejam envolvidos na producao de sons

durante os comportamentos de acasalamento também nesta espécie.

Os ntcleos motores presentes na medula oblongata apresentam diferentes funcdes

que podem estar relacionadas com a produ¢do de movimentos natatdrios, respiracdo e
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movimentagdo da regido opercular, e movimentacdo dos musculos da boca. Alguns dos
nucleos que revelaram sinal foram ja anteriormente relacionados com a producdo de
som nos peixes, como por exemplo o nticleo facial motor (NVIIm), e o nucleo sonico
motor (SMN), sugerindo mais uma vez que os genes da aromatase podem ter um papel
na producdo de sons durante a reproducdo em tildpia. A presenca de maior expressao
dos genes da aromatase no cérebro dos machos pode significar que a produgao local de
estrogénios influencia directamente a producao de sons que os machos emitem durante
os rituais de acasalamento. Contrariamente, em P. notatus, uma espécie que apresenta
estratégias alternativas de reproducdo com a existéncia de machos satélite (machos tipo
IT), Schlinger e colaboradores (Schlinger ef al., 1999) identificaram niveis relativamente
elevados de actividade da aromatase associada aos nucleos de produgdo de sons no
rombencéfalo, com niveis mais significativos em fémeas e em machos tipo II do que
em machos parentais (machos tipo I). Por esta razdo, estes autores especularam que este
mecanismo pode estar presente para regular a diminui¢do da producao de sons nas fémeas

e nos machos tipo II.

A produgdo de sons associados a reproducdo em ciclideos ocorre fundamentalmente
durante o inicio do ritual de acasalamento. Em O. mossambicus, estes comportamentos de
produgdo de sons (Marshall, 1971; Marshall, 1972) acontecem durante todas as fases do
processo, com particular incidéncia nas fases finais (Amorim ef al., 2003), o que realca a
importancia deste processo na reproducao desta espécie. A producao de estimulos sonoros
relacionados com a reproducdo esta geralmente associada @ movimentac¢ao dos musculos
que controlam a bexiga gasosa (exemplo em Modesto & Canario, 2003), no entanto, em
tilapia estes musculos ndo se encontram particularmente desenvolvidos, e a producao
de sons parece depender dos dentes faringicos (Lanzing, 1974). Em qualquer uma das
situacdes a producao dos sons devera ser controlada por nticleos nervosos localizados na
medula oblongata e que neste trabalho revelaram expressar aromatase, quer sejam eles o

nucleo facial motor, quer um nicleo sénico motor ja identificado noutras espécies.

As estruturas produtoras de sons nos peixes sdo reguladas pelas hormonas esteroides,

essencialmente pelos androgénios. Por exemplo a administracdo de testosterona aumenta a
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massa do muisculo sénico em Cynoscion regalis apenas nos machos (Connaughton & Taylor,
1995), revelando um dimorfismo sexual neste processo. Como referido por Remage-Healey
(2004), a acgdo das hormonas esterdides aumenta a actividade vocal motora de Opsanus
beta. Neste caso, parece haver uma relagdo entre o rapido incremento da 11K-testosterona
(um androgénio ndo aromatizével) e a actividade vocal desta espécie em situagdes de
desafio pontuais como confrontos agonisticos ou sexuais (Remage-Healey & Bass, 2005).
Remage-Healey & Bass (Remage-Healey & Bass, 2005) postulam ainda que outros tipos de
hormonas, como por exemplo os estrogénios, podem estar na base da mediacao da producao
destes chamamentos sonoros em situacdes que nao de desafio. A presenca de aromatase no
nucleo sonico motor em tilapia, aqui identificada, podera servir esta fungdo convertendo os
androgénios aromatizaveis circulantes em estrogénios e, desta forma, mediando a produ¢ao
dos comportamentos sonoros utilizados nos rituais de acasalamento desta espécie. Também
nas aves, as hormonas esterdides (estrogénios e androgénios) influenciam a estrutura
sexualmente dimorfica de producdo de sons (Syrinx) (Veney & Wade, 2005), o que indica
claramente que o controlo da producdo de sons ¢ estabelecido pelos esterdides sexuais,
fundamentalmente pelos androgénios pelo menos nos nucleos produtores de sons. Por outro
lado, os resultados aqui apresentados sobre a expressdo da aromatase em centros nervosos
que controlam a movimentagao dos musculos da face e que poderao ser contiguos aos nticleos
sonico motores, parecem indicar que a conversdo central de androgénios em estrogénios
pode estar implicada no processo de activagdo deste comportamento sexual, uma vez que
ele acontece apenas nos machos. Em diferentes espécies de peixes, independentemente da
zona que detém a capacidade sonora, os nucleos nervosos de controlo destas estruturas
situam-se na medula oblongata, onde nos identificimos transcritos de ambos os genes, mais
propriamente em torno do fasciculo longitudinal mediano (MLF) e do fasciculo ventral (Fv)

(revisdo em Ladich & Bass, 1998).
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Figura 63—Esquemarepresentativo daseccao mediana do cérebro da fémea com arepresentagao da distribuigao
dos transcritos identificados para cada gene. A azul escuro o sinal para o gene Cypl9B; a encarnado, o sinal

para o gene Cypl94; a azul claro, as regides que apresentam sobreposi¢ao dos dois sinais.

Por outro lado, o telencéfalo estabelece ainda ligagdes com a habénula, um outro
nucleo diencefalico que se localiza dorsalmente em relagdo ao nucleo talamico anterior,
ao talamo dorsal e ao tdlamo ventral e que revelou um sinal altamente especifico para
ambos os genes apenas na fémea. Este complexo parece centralizar diferentes fungoes,
entre as quais a mediacdo de comportamentos de reproducdo (Wagner et al., 1998).
Essencialmente, nas fémeas de mamiferos, a habénula desempenha um papel importante
em comportamentos activados hormonalmente e que sdo cruciais para a reprodugdo,
como a lordose (Etgen & Barfield, 1986) e os comportamentos de cuidados parentais.
Os resultados aqui apresentados demonstram a presen¢a de ambos os genes apenas na
regido habenular da fémea (Figura 49 — A e Figura 55 — D, respectivamente para os genes
Cyp19B e Cyp194). Além do telencéfalo, esta regido estabelece ligagdes com a area pré-
optica do hipotadlamo (Tomizawa ef al., 2001; Giuliani et al., 2002) fazendo parte de um
complexo que controla as actividades comportamentais reprodutoras. A produgdo local
de estrogénios neste nucleo pode estar implicada na regulagdo dos comportamentos de
incubacgao por parte da fémea, que necessita de produzir movimentos mastigatorios para

manter uma boa qualidade de oxigenagdo da descendéncia incubada na boca. A nogdo de
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que a produc¢do de estrogénios no complexo habénular devera ser importante ¢ reforgada
pela identificacdo de receptores de estrogénios nestes nucleos para ratos (Shughrue et al.,

1997; Wagner et al., 1998).

A ultima regido do cérebro que revelou a presenca significativa dos transcritos foi a area
pré-optica, onde a fémea revelou um sinal claro para ambos os genes € em que no macho
pode também ser detectado um sinal em torno do ventriculo diencefalico embora apenas
para o Cypl9B. Esta diferenca esta seguramente relacionada com a distor¢ao do cérebro
do macho sem a qual seria esperado que o nucleo pré-6ptico fosse mais expressivo no
cérebro masculino do que no feminino. Esta regido tem sido implicada na regulacao dos
comportamentos sexuais por expressar aromatase em diferentes vertebrados (exemplos em
Balthazart & Surlemont, 1990; Balthazart et al., 1990b). A melhor qualidade histologica
do cérebro da fémea permite observar de forma clara, a area pré-dptica e o nervo optico.
Esta regido ¢ descrita como sendo sexualmente dimorfica, além de que nos peixes, este
nlcleo expressa niveis de actividade para a aromatase entre 100 e 1000 vezes superior a
descrita para os mamiferos (Callard et al., 1990). No entanto, por ser dificil a localizagdo
desta estrutura no cérebro do macho, ndo foi possivel detectar quaisquer transcritos
associados a este nicleo, com excepcao de um sinal pontual junto ao recesso do ventriculo
diencefalico. Por outro lado, no cérebro da fémea ambos os genes sdo expressos de forma
muito clara e localizada num pequeno nucleo de células na por¢do mais rostral da area
pré-optica (Figura 49 e Figura 55), perto do nervo optico. A detec¢ao de aromatase na
area pré-oOptica foi ja feita para outros vertebrados, quer no que se refere a detecgdo de
células imunorreactivas e actividade da aromatase (Balthazart & Foidart, 1993; Roselli et
al., 1997; Roselli et al., 1998b; Absil et al., 2001b; Saldanha & Coomaralingam, 2005),
quer no que se refere a presenga de mRNA (Abdelgadir et al., 1994; Aste et al., 1998;
Roselli et al., 1998a).

Estudos feitos em truta arco-iris revelaram a presenca de transcritos da aromatase para
o gene Cypl9B em diferentes regides do cérebro, algumas delas coincidentes com os
resultados aqui apresentados como a area dorsal telencefalica e a drea pré-optica do

hipotalamo (Menuet et al., 2003). Estes autores referem ainda a presenca de transcritos do
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mesmo gene na pituitaria, com uma grande incidéncia na pars intermédia e na pars distalis
proximal, enquanto Callard e colaboradores (1988) referem para a tilapia mogambicana
que a pars distalis proximal € regido da pituitaria que concentra maior actividade para a
aromatase. Neste trabalho pudemos verificar que na tildpia a pituitaria foi a regido que
revelou a maior intensidade de sinal especifico ndo s6 para o gene Cyp 9B como também
para o Cypl94, embora este ultimo com uma expressdo mais fraca. A comparacao
da distribui¢do dos sinais das hibridac¢des in situ dos dois genes com os resultados da
imunocitoquimica efectuada com anticorpos para a somatolactina, para a prolactina e para
a hormona do crescimento (Figura 56) permitiram estabelecer a localizacdo das células
que estdo a expressar aromatase. A distribuicdo dos sinais foi sensivelmente parecida
entre os dois sexos, ndo sendo claro um dimorfismo sexual associado a esta enzima. Os
genes parecem localizar-se de forma complementar, com o Cyp/9B a ocupar uma posi¢ao
ventral em relagdo a neuro-hipdfise e o Cyp 194 expressando-se numa posi¢ao mais ventral
em relagdo ao Cypl9B e ao longo dos nucleos celulares que expressaram somatolactina
e hormona do crescimento. Pode ainda ser observada uma ligeira sobreposi¢ao do gene
Cyp19A4 com o Cyp19B perto da neuro-hipdfise, mas apenas no cérebro da fémea, embora

este sinal revele uma intensidade muito fraca.

A localizagao de elevados niveis de actividade da aromatase na pituitaria tem vindo a ser
referida desde meados dos anos 80 (Pasmanik & Callard, 1985). A presenca de mRNA
do gene Cypl9B na pituitaria foi detectada no peixe vermelho (Gelinas et al., 1998;
Tchoudakova & Callard, 1998) e mais recentemente no peixe zebra (Goto-Kazeto et al.,
2004) por hibridagdo in situ. A expressao da aromatase do cérebro estd bem caracterizada
em mamiferos por estar envolvida no controlo das fun¢des reprodutivas (Lephart, 1996).
Ja em peixes, estas fun¢des nao estdo ainda bem determinadas. Mais ainda, se por um lado
¢ sabido que os estrogénios circulantes desempenham um importante papel no mecanismo
de retroac¢do as gonadotrofinas (Saligaut et al., 1998), ndo sdo ainda conhecidas outras

fungdes fisiologicas dos estrogénios na pituitdria.

Embora a presenga da aromatase no cérebro dos teledsteos se encontre essencialmente

associada as células da glia, como descrito para Porichthys notatus (Forlano et al., 2001), e
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para a truta, O. mykiss (Menuet et al., 2003), neste trabalho ndo foi possivel determinar qual
a natureza das células em que foram detectados os sinais especificos. No entanto, pelo tipo
de estruturas celulares presentes, pelo menos alguns dos transcritos parecem localizar-se
em neuronios € nao nas estruturas de suporte, como € o caso dos diferentes nucleos motores
em que foram identificados, bem como as células de Purkinje, neurénios extremamente
ramificados e que se localizam no cerebelo. Nestas tlltimas pode ser detectado um sinal para
ambos 0s genes no cérebro da fémea. A expressdo da aromatase nas células de Purkinje no
cérebro de e recém nascidos, e a consequente producdo de estradiol promove o crescimento
das dendrites das proprias células (Sakamoto et al., 2003) tendo também sido identificado
nesta regido mRNA de ambos os receptores de estrogénios (Era ¢ ERP) (Shughrue ef al.,
1997), o que reforga o papel importante que a aromatizacdo apresenta nesta estrutura. No
cerebelo das aves (Taeniopygia guttata) as mesmas células foram também identificadas

como imunorreactivas a aromatase (Saldanha et al., 2000).

De forma resumida, a distribuicdo complementar de ambos os genes que codificam para a
aromatase e a sua expressao emnucleos que de alguma forma estao ligados ao comportamento
reforcam, também nos peixes, a importancia da conversdo de androgénios em estrogénios
para a activacdo dos comportamentos sexuais. A expressdo muito forte e complementar
dos dois genes na pituitaria, detectada no presente estudo, pde em evidéncia a importancia
desta enzima na mediacdo da actuacdo das gonadotrofinas. Embora ndo evidente para
os sinais encontrados na pituitaria, a distribui¢do dos transcritos revelou um dimorfismo
sexual que parece acompanhar as necessidades comportamentais de cada um dos sexos: no
macho a distribuicdo no telencéfalo, na regido periventricular ao ventriculo diencefélico,
mas sobretudo ao longo da medula oblongata, associado a nicleos motores que de alguma
forma regulam quer movimentos natatorios, quer movimentos dos musculos da face e que
por isso poderdo estar envolvidos nos mecanismos de producao de sons pelos machos, sons
estes que fazem parte dos rituais de acasalamento; na fémea os cldssicos sinais na area pré-
Optica, embora estes tenham sido sobretudo referidos nos machos, mas também sinais no
cerebelo, nas células de Purkinje, e sobretudo na habénula pode significar a sua influéncia

no comportamento maternal que implica a incubagdo da postura.
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Embora falte ainda informagao sobre as fun¢des da aromatase no controlo pelo sistema
nervoso central do comportamento reprodutor, a distribuicdo do gene Cyp/9B em dareas
semelhantes ao que acontece para os mamiferos, associada ao facto de se verificar ainda a
existéncia de transcritos para o gene Cyp/94 em areas proximas ou complementares, leva
a crer que a aromatase deva desempenhar um papel importante no controlo das fung¢des
reprodutoras na tildpia e que os mecanismos basicos de regulagdo destes comportamentos

foram conservados durante a evolugdes dos vertebrados.



CAPITULOV

DISCUSSAO GERAL






Discussdo Geral

A tilapia mocambicana ¢ um ciclideo africano que apresenta uma enorme plasticidade no
que se refere a sua actuagao face a diferentes factores ambientais. Apresenta caracteristicas
de um verdadeiro euritérmico, suportando varia¢des de temperatura de grande amplitude
e também caracteristicas de uma espécie eurialina. Esta tltima caracteristica tornou
possivel que esta espécie, originariamente de cursos de dgua doce, fosse bem sucedida
na colonizag¢do de quase todos os ambientes aquaticos, a par de uma ampla distribui¢do
geografica. A par destas caracteristicas, a tildpia mogambicana apresenta uma enorme
eficiéncia reprodutora, reproduzindo-se continuamente sempre que as condi¢cdes de

temperatura e de fotoperiodo o permitem, o que acontece a latitudes tropicais.

Para espécies proximas (Coward & Bromage, 1999; Coward & Bromage, 2000; Campos-
Mendoza et al., 2004), e mesmo para O. mossambicus (Smith & Haley, 1988), tém
sido propostas diferentes dimensdes de ciclos sexuais sobretudo nas fémeas, embora a
dimensdo dos ciclos possa variar com as condi¢des de cultura (revisdo em Coward &
Bromage, 2000). Neste trabalho, e para as nossas condi¢des experimentais (fotoperiodo
natural e 27+1°C de temperatura), o ciclo sexual, definido entre a emissao de duas posturas
consecutivas apos interrup¢do do ciclo por remog¢do da postura, apresenta uma classe
modal centrada nos 17 dias, embora tenha sido observada uma grande dispersdo dos
valores em torno deste ponto. A dimensao do ciclo ja definida por outros autores aumenta
substancialmente acaso ocorra incubacao da descendéncia por parte da progenitora e a
consequente proteccdo aos alevins, podendo nestes casos o ciclo estender-se até perto dos

40 dias (Smith & Haley, 1988).

Para a determina¢do da durag¢do dos ciclos, optou-se por estabelecer nicleos familiares
compostos por um macho e conjuntos de 4 fémeas. Esta estrutura permitiu observar de
forma sistematica que nestes grupos apenas algumas fémeas revelaram capacidade de emitir
posturas. Mais ainda, das fémeas que entraram em ovulagdo, geralmente em cada tanque
apenas uma delas o fazia de forma regular. Em algumas situacdes foi ainda verificado
que uma segunda fémea conseguia irregularmente produzir posturas, ndo resultando
muitas vezes estas em descendéncias vidveis (dados ndo apresentados). Este facto leva-

nos a especular que provavelmente existe um mecanismo comportamental que permite a
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algumas fémeas tornarem-se dominantes em relacdo as restantes, o que pode ser devido
a uma hierarquia de dominancia previamente estabelecida entre elas, ou a uma eventual
escolha por parte do macho parental. No caso desta disparidade na emissdao das posturas
ser devida a uma questao social hierdrquica e ndo a selec¢@o por parte do macho de apenas
algumas fémeas, permanece em aberto qual serd o factor que determinard esta hierarquia.
Do nosso ponto de vista parece-nos provavel que um de dois mecanismos deva estar na
origem desta questdo: por um lado, a dimensdo da fémea, que a podera tornar dominante
do ponto de vista corporal, sendo este o factor que lhe permite mais facilmente o acesso ao
ninho construido pelo macho, inibindo comportamental e/ou quimicamente a emissao das
posturas das demais conspecificas; por outro lado, a idade da fémea, o que a verificar-se
devera funcionar inversamente ao descrito anteriormente, uma vez que fémeas mais jovens
e portanto de menores dimensdes, apresentam uma eficiéncia reprodutiva mais elevada,

quer na viabilidade, quer na dimensao das posturas emitidas (dados ndo apresentados).

No seguimento desta disparidade na emissdo das posturas, foram ainda verificados
diferentes perfis hormonais. As hormonas que foram seguidas ao longo do ciclo sexual
da tilapia mogambicana foram o E, € a 17,20B-P. No primeiro caso, e sempre que foram
verificados ciclos regulares (entre 14 e 34 dias IEP) o estradiol apresentou um pico
situado sensivelmente a meio do ciclo, como ja verificado para outras espécies de peixes
(exemplos em Kobayashi et al., 1988; Barnett & Pankhurst, 1994; Modesto & Canario,
2003b) e que ¢ responsavel pelo incremento da vitelogénese activa. O acompanhamento
da 17,20B-P, um dos universalmente aceites MIS, demonstrou que apenas se conseguem
detectar valores relativamente elevados desta hormona junto a fase final do seu ciclo
sexual, perto da emissdo da postura. A hipotese de partida era que durante o curto periodo
de maturagao final dos ovocitos, menor taxa de metabolizagdo e aumento da secregao
originasse niveis elevados da hormona no sangue. Estes valores sdo, contudo, bastante
fracos, ndo excedendo as 10ng/ml. Considera-se, no entanto, que esta observagdo
pode ter duas possiveis origens, sendo que uma se prende com causas naturais € que
poderd ser explicada pela assincronia de emissdo das posturas nesta espécie. A tilapia

mogambicana apresenta um desenvolvimento assincrono do ovério, o que faz com que
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apenas os foliculos ovaricos que se preparam para emitir os seus ovocitos devam estar
a produzir activamente este progestogénios. No caso de ser este o esteroide responsavel
pela maturacdo final dos ovocitos nesta espécie, este facto podera explicar a dificuldade
de deteccdo desta hormona. Nao foi, no entanto, possivel estabelecer inequivocamente
uma relag@o entre a maturacao final dos ovocitos e a 17,20B-P. As fracas concentragdes de
17,20B-P poderdo ainda ser explicadas por um artefacto experimental, relacionado com
o facto das amostragens terem sido sistematicamente efectuadas no periodo da manha.
Permanece assim, por esclarecer se este serd ou ndo o esteroéide indutor da maturagao final
na tilapia mogambicana, ou se os niveis que aqui foram detectados terdo uma outra fungdo

no contexto social e reprodutivo da espécie.

Foi ainda interessante verificar que nos casos em que o IEP foi mais elevado, e por
isso fora do que consideramos ser um padrao de emissdo regular, os perfis destas duas
hormonas foram diametralmente alterados, deixando de se verificar um pico claro a meio
do ciclo para o estradiol e o pico final para a 17,20B-P. Esta observagdo pode explicar a
fraca eficiéncia reprodutiva de algumas fémeas nos nucleos familiares e reforga a nossa
convic¢ao de que devera existir um factor social, relacionado com o estatuto social de

cada fémea no grupo.

O estradiol, fundamental para o correcto desenvolvimento do ovério, apresenta uma
enorme variedade de outras fungdes nos vertebrados (Nelson & Bulun, 2001; Parducz et
al., 2006). A sua producdo depende da conversdo da testosterona pela accdo enzimatica da
aromatase. Embora os ovarios sejam a principal fonte de producao de estradiol, e uma das
principais fungdes deste a estimulagdo hepdtica de vitelogenina, a circulagdo do estradiol,
fornece ao cérebro informagdes fundamentais sobre a reproducdo, num complexo
sistema de controlo por mecanismos de retroaccdo. Todo o processo de regulagdo da
enzima que produz esta hormona ¢ relativamente complexo, como foi j& retratado na
introducdo geral desta tese. Nos peixes, esta complexidade expressa-se pela existéncia
de dois transcritos produzidos por dois genes distintos, que inicialmente se considerava
ser uma particularidade dos ciprinideos (Callard & Tchoudakova, 1997), mas que foi pela

primeira vez por nés demonstrado ndo ser apenas uma caracteristica desta familia (Cruz
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& Canario, 1999), podendo por isso ser estendida a outros teledsteos. Na tilapia nilotica
foi ja demonstrado que os dois genes Cypl9 se encontram situados em cromossomas
distintos e que nenhum dos dois se localiza nos cromossomas sexuais, pelo que estes
genes ndo deverdo ter um papel primordial na determinagdo sexual desta espécie (Harvey
et al.,2003). Por outro lado, a sua elevada expressao no cérebro dos peixes (ex: Chang et
al., 2005a; Greytak et al., 2005) parece indicar que terdo um papel importante na mediagao
da reproducdo do grupo, sobretudo no que se refere a toda a componente comportamental.
A existéncia de dois genes devera ter tido origem num fendmeno de duplicacdo génica
(Chiang et al., 2001b), mas a existéncia de duas formas activas da mesma enzima acabou
por servir fungdes e mecanismos de controlo especificos nos grupos em que aparecem,

talvez associados a uma determinada fun¢do em tecidos especificos.

Embora classicamente os dois genes Cypl94 e Cypl9B sejam associados ao ovario e ao
cérebro, os nossos resultados permitiram clarificar que a distribui¢ao dos transcritos destes
dois genes ¢ bastante mais vasta do que nestes dois tecidos, ndo podendo inclusivamente
ser estabelecida uma relagdo directa entre cada um dos genes e um conjunto particular
de tecidos. E claro que o gene Cypl94 ¢é fundamentalmente expresso no ovario e que o
gene Cypl9B apresenta uma forte expressdo no cérebro, rim, pituitiria e também nas
branquias, o que ndo impede que exista alguma sobreposicao da distribui¢do dos dois
transcritos no mesmo tecido. Globalmente, hd uma predominancia da distribuicdo dos
dois transcritos nos tecidos referidos, mas acompanhada de uma sobreposi¢ao que podera
afirmar um mecanismo redundante de actuagdo, o que reforca a importancia da aromatase

em diferentes funcdes fisioldgicas.

Os resultados aqui apresentados por analise de RT-PCR quer a conjuntos de larvas quer a
larvas individuais em diferentes estddios de desenvolvimento, permitiram concluir que os
genes Cypl9 sdo expressos muito cedo na organogénese, provavelmente com transmissao
maternal de transcritos, revelando a importancia da producdo de estrogénios desde o inicio
do desenvolvimento nesta espécie. Esta hipdtese € suportada pela expressao de ERa desde o
inicio do desenvolvimento embrionario, indicando que a actuacao dos estrogénios devera ser

regulada através da expressao deste receptor. Embora a forma de aromatase que ¢ detectada
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mais cedo por RT-PCR seja a codificada pelo Cyp194, o gene responsavel pela producao
da aromatase do cérebro (Cyp19B) ¢ detectado com a mesma técnica a partir do dia 9 apos
a fertilizacdo. No entanto, a andlise de larvas individuais permitiu observar que ambas as
formas sdo expressas a partir das primeiras horas do desenvolvimento (ver Figura 27). Em
qualquer uma das situagdes, ambos os genes sao expressos dentro do periodo sensivel que
determina a organizacao sexual do cérebro em tilapias, por accdo das hormonas esteroides.
Noutros vertebrados a diferenciagdo sexual € pelo menos em parte dependente da produgao
de estrogénios localmente no cérebro (revisdo em Becker et al., 2002; Balthazart et al., 2003),
sobretudo nos machos, o que podera também estar a acontecer na tildpia mogambicana. Este
argumento parece ser suportado pelos resultados por nos obtidos e descritos ao longo do
capitulo 4, que indicam que ambas as formas da enzima podem ser claramente encontradas
no cérebro quer de machos quer de fémeas desta espécie, embora em localiza¢des diferentes

e eventualmente com fungdes distintas.

O estudo da distribuicdo da aromatase quer durante o desenvolvimento larvar, quer no
sistema nervoso central em juvenis e adultos, reveste-se de particular interesse. Este
interesse resulta do papel dos estrogénios na estruturagcdo dos individuos, na diferenciagdo
sexual e na organizacdo sexualmente dimorfica do cérebro, o que culmina com o
desempenho dos comportamentos sexuais. Quer ao longo do inicio do desenvolvimento
embriondrio, em que a aromatase ¢ responsavel pela organizacdo do cérebro, quer na
mediacdo da activacdo dos comportamentos sociais, esta enzima desempenha papéis
chave, dos quais podem depender a capacidade de resposta a estimulos sexuais por
parceiros conspecificos, bem como o desempenho dos proprios comportamentos sexuais.
No entanto, grande parte destes trabalhos foram feitos em aves e mamiferos (Bakker et al.,
2003; Balthazart et al., 2003; Balthazart et al., 2004), ¢ a documentacao da estruturagao do
cérebro pelas hormonas esterdide nos peixes € escassa. Embora este trabalho ndo aborde
as alteragdes fisiologicas emergentes da actividade da aromatase no desenvolvimento da
tildpia, foi aqui possivel visualizar as diferentes distribui¢cdes dos transcritos dos dois
genes no cérebro dos dois sexos. Desta observagao, foi ainda possivel estabelecer uma

relacdo entre a localizacdo da aromatase em areas especificas do cérebro desta espécie e
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as diferentes fun¢des comportamentais entre machos e fémeas.

Com este trabalho tornou-se claro que a aromatase apresenta uma ampla distribui¢do no
SNC dos dois sexos, embora com algumas diferengas na localizacdo e intensidade dos
transcritos. No cérebro, os dois genes distribuem-se de forma a produzir dois tractos:
um que se divide entre o telencéfalo dorsal e que se projecta para o diencéfalo, mais
especificamente para o hipotdlamo; e um outro que se estende desde o tecto Optico e se
projecta caudalmente ao longo da medula oblongata. Estas distribui¢cdes aparentam ser

idénticas, embora mais localizadas, na fémea.

Uma das estruturas importantes na mediacao quimica da reproducdo sdo os BO, em que a
especificidade do sinal detectado ndo pode ser confirmado. Esta questao deve, no entanto,
ser clarificada, uma vez que existem relatos da presenga de transcritos da aromatase nas
regides axoniais € nos botdes sinapticos (Naftolin et al., 1996; Balthazart et al., 1991;

Saldanha et al., 2000).

Apresenganos machos de Cyp/9na area dorsal telencefélica, regido que nas aves comporta
os nucleos de controlo do canto, podera significar que a presenca deste gene nesta regido
pode ser importante na mediacdo da producdo dos sons utilizados durante os rituais de
acasalamento. Nos peixes, a producdo de som tem sobretudo sido associada a nucleos
motores presentes na medula oblongata, como sdo exemplos o nuicleo facial motor (NVIIm),
e o nucleo sonico motor (SMN), que controlam uma série de musculos responsaveis por
estruturas produtoras de sons, como a bexiga gasosa ou a regido opercular. Como na tilapia
a producdo de sons parece depender dos dentes faringicos (Lanzing, 1974), os nucleos
onde foram identificados sinais especificos para o gene Cypl9 poderdo ser responsaveis
pela movimentacdo destas estruturas. Embora ndo o tenhamos conseguido identificar com
clareza, ¢ possivel a existéncia de um trato neuronal que estabelega a ligacdo entre o
telencéfalo e a medula oblongata que expresse também o gene Cypl9 e que em conjunto
medeiem a producdo de sons, sob a influéncia da producao local de estrogénios, uma vez
que na medula oblongata a sobreposi¢ao dos dois genes ¢ bastante significativa nos dois

sexos. Este facto reforca a ideia da importancia da aromatase no processo.
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No que diz respeito as fémeas, puderam também ser identificados sinais especificos para
os dois genes nos nucleos motores da medula oblongata, bem como em algumas regides
do diencéfalo e na area pré-Optica. Mais ainda, a habénula, apresentou também um sinal
extremamente bem definido para os dois genes. As fémeas de tilapia mogambicana, como
outros ciclideos, encubam a descendéncia com a boca, comportamento no qual as mesmas
desenvolvem movimentos mandibulares para oxigenar a descendéncia. E possivel que este
comportamento seja mediado pela habénula, que noutros vertebrados ¢ referida como um

centro de controlo de comportamentos de cuidados parentais (Etgen & Barfield, 1986).

Desta forma, podemos dividir em duas as estruturas cerebrais que revelaram a presenga da
aromatase: um conjunto de nicleos motores que serdo responsaveis pela movimentacao
quer de estruturas produtoras de sons, quer de estruturas responsaveis pela produgdo de
diferentes movimentagdes musculares que medeiem comportamentos sexuais; € por
outro lado conjuntos de células que sdo classicamente apontadas como mediadoras de
ac¢des comportamentais directas. Assim, estruturas como o telencéfalo, o tecto dptico
e a habénula, enviardo informacdo para os nucleos motores que serdo responsaveis pela
activacdo das movimentacdes e producdo dos comportamentos especificos, quer estes
sejam comportamentos de corte ou producdo sonora nos machos ou ainda comportamentos
de cuidados parentais nas fémeas. Estas estruturas receberdo ainda informagdo directa a
partir do hipotalamo, em que o sinal foi mais claramente detectado nas fémeas do que nos
machos. A for¢a do sinal detectado para ambos os genes na pituitaria, pode ainda significar
que o estradiol ¢ importante na mediagdo da producdo de outras hormonas com diferentes
fungdes no organismo e/ou que exercera mecanismos de retroac¢do sobre as gonadotrofinas

de forma a regular a reproducdo e os comportamentos reprodutores numa outra instancia.

Em conclusdo, ¢ clara e inequivoca a presenga de dois genes para a aromatase na tilapia
mogambicana, genes estes que sdo expressos quer ao longo da ontogenia da espécie desde
os primeiros estadios do desenvolvimento, e que nos adultos apresentam uma distribui¢cdo
tecidular bastante vasta. Embora com diferentes distribuicdes no SNC de machos e
fémeas, os dois genes Cypl9 puderam ser identificados em regides especificas que

foram anteriormente relacionadas com o desempenho de actividades comportamentais,
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nomeadamente no desenvolvimento de comportamentos reprodutores. Os centros em que
os transcritos da aromatase puderam ser identificados no cérebro foram apenas mapeados
para individuos reprodutivamente activos, pelo que nos parece coerente especular que a
presenca destes transcritos em areas com reconhecida importancia nos comportamentos
sexuais, deva estar relacionada com a mediacdo dos mesmo comportamentos. Assim,
a confirmar-se, poderemos estender aos teledsteos o controlo hormonal da actividade
comportamental para ambos os sexos, como foi ja descrito para outros vertebrados.
Parece-nos, no entanto, importante analisar no futuro qual a distribui¢do dos transcritos
em individuos ndo reprodutores, em que os comportamentos de corte e de cuidados
parentais ndo estejam presentes ou eminentes, para que a relacdo da presencga dos genes

com o comportamento possa ser estabelecida com maior seguranga.

Este trabalho forneceu-nos um conjunto de ferramentas que permitem a futura investigagao
dos mecanismos moleculares associados aos processos em que os estrogénios estdo
envolvidos. Estas ferramentas estendem-se desde a compreensdo da dimensao do ciclo
sexual feminino e a variagdo das hormonas que o acompanham em peixes com ovulagdes
regulares e irregulares, a distribuicao dos diferentes genes ao longo do primeiro més de vida
e nos diferentes tecidos em adultos, bem como a distribui¢@o especifica destes transcritos
no cérebro de ambos os sexos. Assim, estes resultados permitirdo iniciar um conjunto
diverso de estudos comportamentais que permitam compreender mais claramente a relagdo
entre a aromatase e consequente producdo de estrogénios no cérebro, e a activagao dos
comportamentos que medeiam a reproducdo. Permitem ainda compreender de que forma
a expressao, quer dos transcritos do gene quer das proprias proteinas por eles codificadas

influenciam o estatuto social dos grupos estabelecidos.

Ficam assim abertas perspectivas experimentais bastante vastas que se estendem desde a
compreensdo do papel dos estrogénios quer na estruturacao sexual do cérebro dos peixes,
quer naactivagdo dos comportamentos sexuais durante a fase adulta. Ficatambém em aberto
a hipdtese de estudo da actuacdo dos estrogénios como mediadores do comportamento
e a possivel investiga¢do sobre a sua localizagdo nos axénios € mesmo na transmissao

sinaptica como neurotransmissores, onde podem regular diferentes mecanismos.
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ANEXO I — SOLUCOES

As solugdes usadas nos protocolos descritos nos capitulos II, III e IV, e no anexo II sdao
apresentadas por ordem alfabética no presente anexo. As solucdes necessarias a preparagao

dos reagentes de trabalho sao igualmente descritas no presente anexo.

ACETATO DE sOp1o 3M, pH 5.2

Preparagdo de 100ml de solugao:
24.6g de acetato de sodio (Merck)

Dissolver o acetato de sddio em 60ml de 4gua bidestilada e ajustar o pH com &cido acético
até 5.2. Ajustar o volume final da solu¢do com 4gua bidestilada até 100ml. Armazenar a

temperatura ambiente.

Acipo Citrico 2M

Preparacao de 100ml de solugdo:
42g acido citrico (Merck)

Dissolver em 100ml de agua MilliQ. Autoclavar durante 20 minutos a 121°C e armazenar

a temperatura ambiente.

Acipo ETILENODIAMINOTETRAACETICO TRATADO coM DEPC (EDTA, 0.2M £ 0.5M)

Preparagdo de 100ml de solugao:
7.6g EDTA (0.2M) (Sigma-Aldrich)
19g EDTA (0.5M)

Dissolver a quantidade adequada de EDTA para a molaridade desejada, em agua DEPC
(ver abaixo), ajustando o pH para 8.0 com hidréxido de sddio e misturando bem. Ajustar o

volume final da solucdo até 100ml com dgua DEPC. Armazenar a temperatura ambiente.
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AGUA TRATADA COM DIETIL PITOCARBONATO (AGUA DEPC)

Preparacao de 100ml de solugao:

Encher uma garrafa de Duran de 100ml com dgua MilliQ e adicionar 10pL de DEPC (dietil
pirocarbonato, Sigma-Aldrich). Misturar vigorosamente e deixar repousar a temperatura
ambiente durante pelo menos 1 hora antes de autoclavar durante 20 minutos a 121°C.

Armazenar a temperatura ambiente.

CHAPS 2% (3-]|3-COLAMIDPROPIL)DIMETILAMONIO]-1-PROPANESULFONATO)
Preparagdo de 100ml de solugdo:
2g CHAPS (Sigma-Aldrich)

Dissolver em 100ml de 4gua estéril tratada com dietil pirocarbonato (ver acima) e

armazenar a temperatura ambiente.

CHURCH-GILBERT (SOLUCAO DE HIBRIDAGCAO PARA NORTHERN BLOT)

Preparacao de 11 de solugdo:
2ml de EDTA 0.5M pH = 8.0
500ml de 0.5M de SPB
350ml de SDS 20%

Perfazer com agua destilada até 11 de volume

CLORETO DE LiTIO 4M (TRATADO COM DEPC)

Preparagdo de 100ml de solugdo:
16.96g de cloreto de litio (Sigma-Aldrich)

Dissolver em 100ml de 4gua DEPC (ver acima) e armazenar a temperatura ambiente.
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HEePARINA (10MG.ML™)

Preparacao de 100ml de solugao:
100mg de heparina (Sigma-Aldrich)

Dissolver a heparina em 10ml de 4gua MilliQ, aliquotar e armazenar a -20°C.

PARAFORMALDEIDO 4% (PFA, PH 7.4), PARA FIXACAO DE TECIDOS

Preparagdo de 100ml de solugao:

4g de paraformaldeido (Sigma-Aldrich)

90ml de agua estéril MilliQ

10uL de hidroxido de sédio (solugdo saturada)

Misturar o paraformaldeido em 90ml de 4gua e aquecer a 65°C com agitagdo continua
numa hotte até o paraformaldeido se dissolver completamente. Deixar a solugdo arrefecer
até a temperatura ambiente e adicionar 10ml de tampao fosfato 1M pH 7.4 estéril (PB,
ver abaixo) e, se necessario, corrigir o pH até 7.4 com hidroxido de sédio. A solucdo de

fixador pode ser armazenado durante 1 semana a 4°C.

PARAFORMALDEIDO 4%, PARA HIBRIDACAO IN SITU

Preparacao de 100ml de solugao:

Diluir 10.8ml de uma solugdo de paraformaldeido 37% (Sigma-Aldrich) com 89.2ml de

tampao fosfato-tween (PTW, ver abaixo) e utilizar imediatamente.

PRrOTEINASE K — soLUCAO sTock (IMG.ML™!)

Preparagdo de 100ml de solugdo:

10mg de proteinase K (Sigma-Aldrich, >30 U/mg)
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Diluir a proteinase K em 10ml de agua estéril. Aliquotar e armazenar a -20°C. A solu¢ado
de trabalho (0.01mg.ml") deve ser preparada diluindo um volume adequado de solugdo

stock com PTW (ver abaixo) e utilizada imediatamente.

SoLucAo AQUOSA DE EosiNA Y 1%
Preparacao de 100ml de solugao:

lg de eosina Y (C.I. 45380, Sigma-Aldrich)

Dissolver a eosina em 100ml de dgua bidestilada e armazenar até utilizagao posterior.

SOLUCAO DE ALBUMINA DE SORO BOVINO (BSA, 10MG.ML™!)

Preparag@o de 10ml de solugdo:
100mg de albumina de soro bovino (Randox, Irlanda)

Dissolver em 10ml de agua estéril. Aliquotar e armazenar a -20°C.

SoLucAo pE BLoQuEACAO 1%

Preparacao de 100ml de solugao:
l1g de reagente de bloqueacao (Boehringer Mannheim GmbH; para solucdo a 1%)

Dissolver em 100ml de MAB (ver abaixo) a 65°C e mexer ocasionalmente. Arrefecer até

a temperatura ambiente, aliquotar e armazenar a -20°C.

SOLUCAO DE CLORETO DE MAGNESIO 1M
Preparagdo de 100ml de solugao:
20.33g de cloreto de magnésio, hexahidratado (Sigma-Aldrich)

Dissolver em 100ml de 4gua bidestilada e armazenar a temperatura ambiente.
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SOLUCAO DE CLORETO DE SODIO 5SM

Preparacao de 100ml de solugao:
29.25g de cloreto de sddio

Dissolver o cloreto de sodio em 100ml de dgua bidestilada. Armazenar a temperatura

ambiente.

SoLucAo pE DENHARDT 50x

Preparagdo de 100ml de solugao:

1g albumina de soro bovino

1g ficol (Sigma-Aldrich)

1g polivinilpirrolidone (PVP, Sigma-Aldrich)

Dissolver durante a noite a 4°C, filtrar, aliquotar e armazenar a -20°C.

SOLUCAO DE HEMATOXILINA HARRIS

Preparacao de 100ml de solugao:

1g de hematoxilina (C.1.75290, Merck)

10g de sulfato de potassio e aluminio.12 H20 (Merck)
0.25g de 6xido de mercurio (Merck)

4ml de 4cido acético glacial

5ml de etanol absoluto

Dissolver a hematoxilina em 5ml de etanol absoluto. Dissolver o sulfato de potassio e
aluminio em 100ml de dgua bidestilada, previamente aquecida. Combinar as solucdes e
ferver durante 4 minutos, remover do calor e adicionar o 6xido de mercurio, misturar bem

e depois ferver durante 1 minuto ou até o corante adquirir a cor purpura escura. Arrefecer
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rapidamente a solugdo, debaixo de dgua corrente e adicionar 4ml de acido acético glacial
e filtrar. Imediatamente antes de utilizar, diluir 50:50 em etanol absoluto e filtrar a solucao

resultante. Armazenar a solugdo stock no escuro a temperatura ambiente.

SOLUCAO DE HIBRIDACAO, PARA HIBRIDACAO IN SITU

Preparacao de 100ml de solugao:

50ml de formamida desionizada (Sigma-Aldrich)

20ml de tampao SSC 20x estéril (ver abaixo)

2ml de solucao de Denhardt 50x (ver acima)

2ml de torula de RNA de levedura (50mg.ml!, ver abaixo)
2ml de CHAPS 2% (ver acima)

Iml de heparina (10 mg.ml"!, ver acima)

Misturar todos os reagentes e ajustar o pH até 6.0 com uma solu¢ao de acido citrico 2M
(ver acima). Ajustar o volume final da solucdo resultante até 100ml com agua DEPC

estéril (ver acima). Aliquotar e armazenar a -20°C.

SOLUCAO DE HIDROXIDO DE POTASSIO 1% (KOH)

Preparagdo de 100ml de solugdo:
1g de hidroxido de potassio (pellets, Merck)

Dissolver o hidroxido de potassio em 100ml de dgua bidestilada. Armazenar a temperatura

ambiente.
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SorucAo TrRis-HCL 1M, pH 7.5 (ou pH 9.5)

Preparacao de 100ml de solugao:
12.114g de tris (tris(hidroximetil)aminometano)

Dissolver o tris em 60ml de 4gua bidestilada e ajustar o pH até 7.5 ou 9.5 com acido
hidrocloridrico concentrado ou hidroxido de sodio, respectivamente. Ajustar o volume

final da solugao até 100ml com agua bidestilada. Armazenar a temperatura ambiente.

SorLucAo TRiS-NACL (Tris-HCL 100 MM, NACL 150 MM, pH 7.5)

Preparagdo de 100ml de solugao:
10ml de solugdo tris-HCI 1M, pH 7.5 (ver acima)
3ml de solucao de cloreto de s6dio SM (ver acima)

Misturar ambas as solucdes e perfazer o volume até 100ml com agua bidestilada e utilizar

imediatamente.

SULFATO DODECIL DE sODIO 10% (SDS)

Preparacao de 100ml de solugao:
10g de sulfato dedocil de sodio (SDS, Merck)

Dissolver em agua bidestilada sem agitagdo para evitar a formacao de bolhas. Armazenar

a temperatura ambiente.

TamrAo0 DE ACIDO MALICO (MAB; Acipo maLico 100MM, NACL 100MM, TWEEN-20 0.1%,

pH 7.5)
Preparacao de 100ml de solugao:

1.161g de acido malico (Sigma-Aldrich)
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0.8775g de cloreto de sodio (Sigma-Aldrich)

Dissolver em 4gua MilliQ e ajustar o pH até 7.5. Perfazer o volume até 100ml e autoclavar
durante 20 minutos a 121°C. Deixar arrefecer até a temperatura ambiente e adicionar

100pul de tween-20. Armazenar a temperatura ambiente.

TAMPAO DE HIBRIDACAO, PARA NORTHERN BLOT

Preparacao de 100ml de solugao:

25ml de SSC 20x (ver abaixo)

10ml de solugdo de Denhardt 50x (ver acima)

Iml de solucdo de sulfato de sddio dodecil 10% (SDS, ver acima)
100ul de solugao de torula de RNA de levedura (50mg.ml-, ver abaixo)

Misturar todos os reagentes e ajustar o volume da solugdo resultante até 100ml com agua

DEPC estéril (ver acima). Armazenar a -20°C.

TamMrPA0 DE REVELACAO PARA HIBRIDACAO IN SITU (TRIS-HCL 100MM, NACL 100MM,

MgCrL2 50mM, pPH 9.5)

Preparagdo de 100ml de solugao:

10ml de uma solugdo Tris-HCI 1M, pH 9.5 (ver acima)

2ml de uma solugdo de cloreto de sdédio SM (ver acima)
5ml de uma solu¢do de cloreto de magnésio 1M (ver acima)

Misturar os devidos volumes das solucgdes, ajustar o volume até¢ 100ml com agua

bidestilada e usar imediatamente.
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TampAo FOSFATO 1M PH 7.4 (PB), PARA A PREPARACAO DE SOLUCOES DE PFA

Preparacao de 100ml de solugao:
12.46g de hidrogeno-fosfato dissodico, di-hidratado (Na2HPO4.2H20, Merck)
4.68g de di-hidrogeno fosfato de sédio, di-hidratado (NaH2PO4.2H20, Merck)

Dissolver os reagentes em 60ml de 4gua MilliQ; ajustar o pH até 7.4 e perfazer o volume
final da soluc¢ao até 100ml. Autoclavar a solu¢ao durante 20 minutos a 121°C. Armazenar

a temperatura ambiente.

TAMPAO FOSFATO SALINO 10x pH 7.0 (PBS), PARA HIBRIDACAO IN SITU E

IMUNOCITOQUIMICA

Preparagdo de 100ml de solugao:

7.597g de cloreto de sodio

1.246g de hidrogeno-fosfato dissddico, di-hidratado (Na2HPO4.2H20)
0.48g de dihidrogeno-fosfato de sddio (NaH2PO4.2H20)

Dissolver os reagentes em 60ml de dgua MilliQ; ajustar o pH até 7.0 e perfazer o volume
final da solugdo até 100ml. Autoclavar a solu¢ao durante 20 minutos a 121°C. Armazenar

a solucgdo stock a temperatura ambiente.

Preparagdo de 100ml de tampao PBS 1x:

Diluir 10ml de tampao PBS 10x com 90ml de agua DEPC (ver acima).

TAMPAO FOSFATO-TRITON (PBST)

Preparacao de 100ml de solugao:

Adicionar 100uL de triton-X (Sigma-Aldrich) a 100ml de PBS 1x (ver acima) e misturar
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bem para dissolver completamente o triton-X.

TAMPAO FOSFATO-TWEEN (PTW)

Preparacao de 100ml de solugdo:

Adicionar 100uL de tween-20 a 100ml de PBS 1x (ver acima) e misturar bem para

dissolver completamente o tween-20.

TAmPAO TRIS-BORATO-EDTA 10x (TBE 10x)

Preparagdo de 100ml de solugao:

10.8g de tris base (Sigma-Aldrich)

5.5g de 4cido bdrico (Sigma-Aldrich)
10ml de EDTA 0.5M pH 8.0 (ver acima)

Dissolver os sais em agua bidestilada e ajustar o volume até 100ml. Autoclavar a solugdo

durante 20 minutos a 121°C. Armazenar a solugdo stock a temperatura ambiente.

Para preparar 100ml de tampao TBE 1x diluir 10ml de tampao TBE 10x com 90ml de
agua bidestilada (para géis para correr amostras de DNA) ou dgua DEPC (para géis para

correr amostras de RNA).

TampAo TrIS saLiNo 1x (TBS) pH 7.4

Preparacao de 100ml de solugao:

1.2114g de tris (tris(hidroximetil)Jaminometano, Merck)
0.8775g de cloreto de sodio

Dissolver os sais em agua MilliQ e ajustar o pH até 7.4 com acido hidrocloridrico
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concentrado (HCl) e perfazer o volume at¢ 100ml. Autoclavar a solugdo durante 20

minutos a 121°C. Armazenar a temperatura ambiente.

TAMPAO SODIUM CHLORIDE-SODIUM CITRATE 20x (SSC 20x)

Preparacao de 100ml de solugdo:
17.53g de cloreto de sddio
8.82g de citrato de sodio

Dissolver os reagentes em 60ml de agua bidestilada. Ajustar o pH até 7.0 com NaOH 5N
e perfazer o volume até 100ml com agua bidestilada. Autoclavar a solugdo durante 20

minutos a 121°C. Armazenar a solugdo stock a temperatura ambiente.

Para preparar 100ml de SSC 2x diluir 10ml de SSC 20x em 90ml de agua estéril. Todas
as outras concentragdes de tampao SSC devem ser preparadas como descrito, utilizando

a quantidade adequada de solugdo concentrada.

ToruLA RNA DE LEVEDURA (50MG.ML™)

Preparagdo de 100ml de solugdo:
0.5g de torula de RNA de levedura (Roche diagnostics)

Adicionar o RNA de levedura a 10ml de 4dgua bidestilada e a 50ul de solucdo saturada
de hidroxido de sodio e aquecer a solugdo até aproximadamente 60°C até se dissolver

completamente. Deixar a solugao arrefecer, preparar aliquotas e armazenar a -20°C.
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ANEXO II — MEIOS DE CULTURA E PREPARACAO DE CELULAS

LB AGAR/AMPICILINA

NaCl 10g/1

Triptona 10g/1

Extracto de levedura 5g/l
Agar 20g/1

Adicionar agua desionizada até perfazer um volume final de 11. Ajustar o pH até¢ 7.0
com 5N NaOH, autoclavar, arrefecer até 50°C, adicionar 1ml de Ampicilina (50mg/ml) e

distribuir por placas de Petri.

LB BrotH

NaCl 10g/1

Triptona 10g/1

Extracto de levedura 5g/l

Adicionar agua desionizada até perfazer um volume final de 11. Ajustar o pH até 7.0 com

5N NaOH e autoclavar.

MOPS (10x)

20.9g MOPS
2.05g de acetato de sodio anidro
12.5ml de EDTA 0.4M

Adicionar dgua duas vezes destilada até perfazer um volume final de 500ml, ajustar o pH

até 7.0 com dgua NaOH 5N e autoclavar
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A preparacao de MOPS 1x implica a dilui¢do de um para dez do stock original.

NZY AGAr

S5g de NaCl

2g de MgSO,.7H,0

S5g de extracto de levedura

10g de NZ amina (casein hydrolizate)
15¢g de agar

Adicionar agua bidestilada até perfazer um volume final de 11, ajustar o pH até 7.5 com

NaOH, autoclavar e distribuir por placas de Petri.

NZY BroOTH

5g de NaCl

2g de MgSO,.7H,0

5g de extracto de levedura

10g de NZ amina (casein hydrolizate)

Adicionar agua bidestilada até perfazer um volume final de 11, ajustar o pH até 7.5 com

NaOH, autoclavar.

NZY Tor AGAR

Preparar 11 de NZY broth, adicionar agarose para 7% (p/v) e autoclavar.

Tamrio SM

5.8g de NaCl

2.0g de MgSO,.7H,0
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50ml de Tris-HC1 1M (pH 7.5)
5ml de gelatina 2%

Adicionar 4gua bidestilada até perfazer um volume final de 11 e autoclavar.

PREPARACAO E TRANSFORMACAO DE CELULAS E. coLr (XL1BLUE MRF’) COMPETENTES

100ul de uma cultura crescida durante a noite (20ml) inoculada com uma tinica colénia de XL.1B
MRF’ foram inoculados em 10ml de meio LB fresco e crescidos a 37°C com agitacao orbital,
durante 3h, centrifugadas a 2000rpm durante 10 minutos e o precipitado resultante ressuspendido
em 5Sml de CaCl, 0.IM. As c¢lulas foram mantidas no gelo durante 30 minutos, centrifugadas a

2000rpm durante 10 minutos € o precipitado resultante ressuspendido em 1ml de CaCl, 0.1M.

O plasmideo foi adicionado a uma aliquota (200Ip), incubado no gelo durante 35 minutos,

aquecido a 42°C durante 2 minutos e plaqueado.

PREPARACAO E TRANSFORMACAO DE CELULAS E. corr (XL1BLUE MRF’) HOSPEDEIRAS

100ul de uma cultura crescida durante a noite (20ml) inoculada com uma tnica colénia
de XL1B MRF’ foram inoculados em 10ml de meio LB fresco e crescidos a 37°C com
agitacdo orbital, durante 3h, centrifugadas a 2000rpm durante 10 minutos e o precipitado
resultante ressuspendido em 5Sml de MgSO, 0.1M.e aliquotado. Foi adicionado 1-30ul de
fago (biblioteca de cDNA), incubado a 37°C durante 15 minutos, misturado com 10ml de

NZY top agar e distribuido por placas NZY agar.

PREPARACAO E TRANSFORMACAO DE CELULAS E. coLr (SOLR) HOSPEDEIRAS

100ul de uma cultura crescida durante a noite (20ml) inoculada com uma tnica coldnia
de SolR foram inoculados em 10ml de meio LB fresco e crescidos a 37°C com agitagao
orbital, durante 3h, centrifugadas a 2000rpm durante 10 minutos e o precipitado resultante

ressuspendido em Sml de MgSO, 0.1M.e aliquotado.
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ANEXO III — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS COMPLEMENTARES
PREPARACAO DO GEL DE AGAROSE EM TBE

A preparacao de géis de agarose para electroforese foi realizada de modo idéntico em
todos os procedimentos. O volume das solugdes de agarose preparadas foi ajustado de
forma a ser apropriado para o tamanho do molde de gel utilizado e para a concentracao do

gel pretendido. Para um gel de agarose 1% de 50ml (molde 10.5x7.5x1.5cm):

A agarose (0.5g) foi pesada e adicionada a 50ml de tampao TBE1x (anexo I). A mistura
foi aquecida num microondas ou numa placa de aquecimento até a agarose se ter
dissolvido completamente e a solugdo estar transparente. A solugdo foi deixada arrefecer
até aproximadamente 55°C, foram adicionados 20l de uma solucdo de brometo de etidio
(0.5mg.ml"), misturou-se a solugdo, deitou-se para dentro do molde de gel e deixou-se
solidificar. A quantidade de agarose utilizada foi variada de acordo com a percentagem

final de agarose requerida.

PREPARACAO DO GEL PARA NORTHERN BLOT (200ML)

3g de agarose
150ml de agua DEPC
20ml de MOPS 10x

Dissolver por fervura, arrefecer até¢ 60°C e adicionar 30ml de Solugdo de formaldeido

37%, misturar bem.

SoLUCAO DESNATURANTE

500ul formamida desionizada
100pl de MOPS 10x

150ul de formaldeido
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4ul de brometo de etidio (10mg/ml)

SOLUCOES E TEMPO DE TRATAMENTO (MINUTOS) PARA INCLUSAO DOS TECIDOS EM BLOCOS DE

PARAFINA:

As amostras (tecidos e larvas) foram colocadas em cassetes histologicas apropriadas e
imersas numa solucao de 70% DEPC em etanol, num processador automatico de tecidos
(Leica TP 1020). O seguinte programa automatico de desidratagdo, aclaramento e inclusao

foi definido conforme as instru¢des do instrumento e consistiu em:

Tratamento (rzflﬁggs)
Desidratag@o em Etanol 70% 10
Desidratagao em Etanol 95% 30
Desidratag@o em Etanol 95% 30
Desidrata¢ao em Etanol 100% 60
Desidrata¢do em Etanol 100% 60
Aclaramento em Etanol 100%: Xilol (1:1) 60
Aclaramento em Xilol 60
Aclaramento em Xilol 90
Inclusao em Xileno:Parafina (1:1) 120
Inclusdo em Parafina 120

Uma vez terminado o programa, prepararam-se os blocos de parafina com o processador

de materiais utilizando moldes de tamanho apropriado.

PREPARACAO DE LAMINAS COM APES (AMINOPROPILTRIETOXISILANE) PARA MONTAGEM DE

SECCOES DE PARAFINA

Um conjunto de laminas foi tratado de cada vez, utilizando um suporte de laminas de

vidro que comporta 20-50 laminas.

As laminas foram lavadas por imersdo numa solu¢do de 1% &cido/dlcool (1% acido

cloridrico concentrado, 70% etanol, 29% agua destilada, v/v), durante 30 minutos, com
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agitacdo ocasional. As laminas foram removidas, deixou-se escorrer o excesso de solugao
acidica e em seguida foram lavadas debaixo de 4dgua da torneira corrente durante 1-2
minutos, tendo sido depois brevemente imersas em agua destilada. As laminas foram

secas numa estufa a 37°C.

As laminas foram cobertas com aminopropiltrietoxisilane (APES, Sigma-Aldrich)
por imersdo em acetona, durante 10 minutos e em seguida numa solu¢do de APES em
acetona, durante 5 minutos. Deixou-se escorrer o excesso de solu¢do de APES, depois
do que as laminas foram lavadas em dgua destilada, secas a 37°C, arrumadas em caixas e

armazenadas a temperatura ambiente até utilizacao posterior.

DESIDRATACAO E ACLARAMENTO DE SECCOES DE TECIDOS PARA OBTENCAO DE PREPARACOES

DEFINITIVAS

Apo6s a conclusdo dos respectivos tratamentos (hibridacdo in situ, imunocitoquimica e
coloragdes simples), foram feitas preparacdes definitivas por desidratacdo, aclaramento (ver

tabela abaixo), montagem em DPX (FLUKA) e cobertura com uma lamela de vidro.

Tratamento Tempo (minutos)
Desidratagdo em Etanol 70% (2x) 5
Desidratagao em Etanol 95% (2%) 5
Desidratagdo Etanol 100% (2x) 5
Aclaramento Xilol 10 (2x) 10
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