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“A ignorancia gera mais frequentemente confianca do que o
conhecimento: sdo aqueles que sabem pouco, e ndo aqueles que
sabem muito, que afirmam tao positivamente que este ou aquele
problema nunca sera resolvido pela ciéncia.”

Charles Darwin (1871, p. 03)



RESUMO

As glandulas adrenais sao 6rgaos enddcrinos localizados na regido perirrenal. Este
orgao é dividido em duas regides: o cortex, que secreta hormonios esteroides; e a
medula, que € responsavel pela producdo de catecolaminas. O cértex apresenta
zonas funcionais, sendo dividido nas zonas glomerulosa, fasciculada e reticulada. O
deidroepiandrosterona (DHEA) e o sulfato de deidroepiandrosterona (DHEA-S) séo
secretados pela zona reticulada e sdo precursores da testosterona e de estrogenos
nos tecidos periféricos. Com o envelhecimento, os niveis de DHEA circulantes no
sangue diminuem em humanos. Em mulheres p6s-menopausa, o DHEA e o DHEA-S
adrenal se tornam os principais precursores dos horménios estrégenos e andrégenos.
O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes morfofuncionais nas glandulas
adrenais mediante a administracdo de DHEA-S em fémeas senis de gerbilos da
Mongolia (Meriones unguiculatus). Para isto, as fémeas foram divididas em 3 grupos
experimentais (n=15): grupo intacto; grupo veiculo (0,1ml de 6leo mineral); grupo
DHEA-S (60mg/kg). As amostras foram submetidas a analises por técnicas de
coloragfes citoquimicas através da hematoxilina-eosina e do tricromico de Gomori-
Halmi. Assim como andlises imunoistoquimicas para os receptores de andrégeno e
estrogenos (AR, ERa e ERB), enzimas esteroidogénicas (3B-HSD e 17B-HSD) e para
proliferacéo celular (anti-PHH3). Portanto, o presente estudo apresentou resultados
relacionados a modulacdo da expressdo de receptores hormonais e as enzimas
esteroidogénicas envolvidas nas glandulas adrenais de fémeas de gerbilo, assim
como o processo de senescéncia celular apds aplicacdo de DHEA-S. Esse sulfatado
esteroide ndo demonstrou ter influéncia sobre a morfometria da adrenal, porém
resultou na diminuicdo da expressao dos receptores estrogénicos ERa e ERB assim
como a expressdo da enzima 17p-HSD. As diferencas na expressdo foram
observadas entre as zonas corticais. Ademais houve um actumulo de granulos de
lipofuscina nas glandulas adrenais do grupo experimental tratado. O DHEA-S acelerou

0 processo de senescéncia celular.

Palavras—chave: Sulfato de Deidroepiandrosterona. DHEA. Glandula Adrenal.

Gerbilo da Mongélia. Envelhecimento. Precursor Estedide.



ABSTRACT

The adrenal glands are endocrine organs located in the perirenal region. This organ is
divided into two regions: the cortex, which secretes steroid hormones; and the medulla,
which is responsible for producing catecholamines. The cortex has functional zones
and is divided into the glomerulosa, fasciculata and reticularis zones.
Dehydroepiandrosterone (DHEA) and dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S) are
secreted by the reticularis zone and are precursors of testosterone and estrogens in
peripheral tissues. With ageing, circulating DHEA levels in the blood decrease in
humans. In postmenopausal women, DHEA and adrenal DHEA-S become the main
precursors of estrogen and androgen hormones. The aim of this study was to evaluate
the morphofunctional changes in the adrenal glands following the administration of
DHEA-S in senile female Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus). For this purpose,
the females were divided into 3 experimental groups (n=15): intact group; vehicle group
(0.1ml of mineral oil); DHEA-S group (60mg/kg). The samples were analyzed by
cytochemical staining techniques using hematoxylin-eosin and Goémori-Halmi
trichrome. As well as immunohistochemical analysis for androgen and estrogen
receptors (AR, ERa and ER), steroidogenic enzymes (33-HSD and 173-HSD) and for
cell proliferation (anti-PHH3). Therefore, the present study presented results related to
the modulation of the expression of hormone receptors and steroidogenic enzymes
involved in the adrenal gland of female gerbils, as well as the process of cellular
senescence following the application of DHEA-S. This sulfated steroid did not prove to
have an influence on adrenal morphometry but resulted in a decrease in the expression
of the estrogen receptors ERa and ERp as well as the expression of the enzyme 17(3-
HSD. Differences in expression were observed between cortical zones. In addition,
there was an accumulation of lipofuscin granules in the adrenal glands of the treated

experimental group. DHEA-S accelerated the process of cellular senescence.

Keywords: Dehydroepiandrosterone sulphate. DHEA. Adrenal gland. Mongolian

gerbil. Ageing. Steoid precursor.
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1 INTRODUGCAO
1.1 Glandulas Adrenais

A glandulas adrenais foram descritas e ilustradas pela primeira vez em
1563 pelo anatomista italiano Bartolomeo Eustachio e desde entdo constantes
descobertas vem sendo feitas quanto a sua estrutura e fisiologia (Yates et al.,
2013). Sado oOrgdos endocrinos bilaterais localizados na regido dos rins e
compostas por cortex e medula, duas regibes que apresentam origem de
desenvolvimento e finalidades distintas (Ross; Louw, 2015). Elas sao
denominadas de glandulas adrenais em animais quadripedes, porém nos seres
humanos recebem o nome de suprarrenais, pois na posicao bipede elas se
localizam acima dos rins (Junqueira; Carneiro, 2023). Nos humanos a formacéo
embriologica do cOrtex adrenal ocorre a partir de uma regido do mesoderma
intermediario adjacente ao rim em desenvolvimento; a medula se origina das
células da crista neural (Schoenwolf; Bleyl; Brauer, 2014). O cortex adrenal é
composto estruturalmente por trés zonas distintas e cada uma produz um tipo de
horménio (Apen, 2016). A zona glomerulosa é a mais periférica e delgada, suas
células sdo pequenas e compactas com pouco citoplasma (Apen, 2016). Essa
zona é responsavel por secretar aldosterona, o principal mineralocorticoide
responsavel por controlar a homeostase do sédio e da agua e por regular a
pressao arterial (Berger et al., 2019). A zona fasciculada é a mais espessa entre
as zonas. Suas células sdo grandes comparativamente e menos densamente
compactadas, além de possuirem grande quantidade de goticulas lipidicas
(Berger et al., 2019). A zona fasciculada secreta hormoénios importantes para o
metabolismo, imunidade e resposta periférica ao estresse, sdo os chamados
glicocorticoides (Sapolsky; Romero; Munck, 2000). A zona reticulada por sua vez
circunda a medula. Suas células possuem menos goticulas lipidicas quando
comparadas as células da zona fasciculada e tem como caracteristica a presenca
do pigmento chamado de lipofuscina (Berger et al., 2019). Ela secreta
principalmente os andrégenos e esteroides adrenais, em especial o DHEA e seu

derivado sulfatado DHEA-S (Dumontet; Martinez, 2021).
A medula adrenal fica localizada no interior das glandulas. E composta por
células ganglionares, células sustentaculares e células cromafins. As células
cromafins sdo responsaveis pela sintese das catecolaminas. A epinefrina e a

norepinefrina fazem parte desse grupo de hormonios encarregados pela resposta



13

rapida do corpo ao estresse (Berger et al., 2019). O cortex e a medula da adrenal,
embora sejam considerados dois oOrgaos diferentes em razdo da origem
embriolégica de ambos, sdo morfologicamente e funcionalmente relacionados e
sua interacdo parece fundamental para o funcionamento adequado das glandulas
(Ehrhart-Bornstein; Bornstein, 2008).

Figura 1: Glandula Suprarrenal Humana. O desenho mostra a localizacdo da glandula
suprarrenal esquerda no polo superior do rim esquerdo, assim como evidencia o suprimento

sanguineo no érgao.

Artérias suprarrenais
Artéria frénica  Superiores esquerdas
inferior esquerda

Glandula
___—suprarrenal
esquerda

_— Artéria
suprarrenal
média esquerda

Artéria e
veia
suprarrenais
inferiores
esquerdas

Artéria e

veia renais
esquerdas

Parte abdominal da aorta

Fonte: Pawlina, 2023

1.2 Esteroidogénese: DHEA e DHEA-S

O deidroepiandrosterona (DHEA) € um precursor esteroide produzido
principalmente na zona reticulada das glandulas adrenais. O DHEA também é
sintetizado nos ovarios e testiculos, e uma pequena quantidade pode ser secretada
pelas células do cértex cerebral (Davis; Panjari; Stanczyk, 2011). Entretanto, sua
principal fonte de sintese e secre¢do ocorre na zona reticulada do cértex adrenal
(Davis; Panjari; Stanczyk, 2011). A via biossintética do DHEA ocorre a partir do
colesterol. A esteroidogénese se inicia na mitocondria, a partir de trés reacdes
sequenciais de monooxigenase catalisadas pelo colesterol monooxigenase
(CYP11A1) onde o colesterol é convertido em pregnenolona (Kater; Giorgi; Costa-

Barbosa, 2022). Através da catalizacdo pelo 17-alfahidroxilase/17,20 liase
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(CYP17A1), a pregnenolona é transformada em 17-hidroxipregnenolona, que por sua
vez é convertida em DHEA pela acdo da CYP17A1 associado a uma hemoproteina, o
cofator citocromo b5 (CYB5) que € expresso somente na zona reticulada. Uma parte
do DHEA é convertido em sulfato de deidroepiandrosterona (DHEA-S) por meio da
sulfotransferase (SULT2A) juntamente com o seu cofator 3'-fosfoadenosina-5'-
fosfosulfato sintase tipo 2 (PAPSS2). Essa conversao ocorre principalmente na zona
reticulada das glandulas adrenais e nas gbnadas, sendo necesséria para controlar a
quantidade de DHEA disponivel para a sintese de andrégenos (Bacila; Elder; Krone,
2019). A outra porcdo de DHEA é catalisado através da acao da 3p-hidroxiesteroide
desidrogenase (33-HSD) em androstenediona que entédo € transformada pela enzima
aromatase (CYP19A1) em estrona ou pela 17B-hidroxiesterdide desidrogenase (173-
HSD) em testosterona e posteriormente pela P450aro em estradiol (Reisch et al.,
2019).

Em humanos os niveis de DHEA e o DHEA-S no sangue sao altos ao
nascimento e atingem seu pico entre os 20-30 anos (Rutkowski et al., 2014). A partir
dessa idade, a producdo desses hormdnios cai progressivamente, até que a
concentracdo diminua cerca de 80% em idosos entre 70 e 80 anos (RUTKOWSKI et
al., 2014). Baixas concentracfes de DHEA-S ja foram relacionadas com diferentes
condi¢cBes que afetam sobretudo a populacéo idosa, como por exemplo em homens
idosos institucionalizados com dependéncia funcional grave ou doenga de Alzheimer
(Rudman; Mattson, 1990). Os niveis séricos de DHEA em idosos também estédo
associados com a porcentagem de gordura corporal, massa adiposa total,
porcentagem massa corporal magra e aptidao fisica (Abbasi et al., 1998). Ademais,
estudos demonstram que os niveis de DHEA sé&o inversamente associados ao
colesterol, obesidade e diabetes, doencas intimamente ligadas ao risco de doenca
cardiaca coronaria (Wu et al., 2019). Atualmente este hormonio € utilizado para
reposicdo hormonal em consequéncia da sua funcdo como precursor de esteroides
estrogenos e andrégenos (Leowattana, 2004). O DHEA é ainda, vulgarmente

conhecido como “super-horménio” e “horménio da juventude ” pois médicos e
farmacéuticos dos anos 80 vincularam sua relacdo com alteracBes fisiologicas
relacionadas com a idade, como a imunossenescéncia e a longevidade (Rutkowski et
al., 2014). A diminuicdo dos niveis de DHEA e DHEA-S é o fator tipico do
envelhecimento das glandulas adrenais. Este fato ocorre devido ao cortex das

glandulas adrenais sofrer altera¢cdes morfolégicas em decorréncia do envelhecimento,
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fenbmeno conhecido como adrenopausa. A massa e a espessura total do cortex
diminuem e a zona reticulada se torna mais delgada (Papierska, 2017). A atividade do
citocromo b5 diminui, assim como a funcéo da enzima CYP17A1 (Dharia et al., 2005).
Na figura 1 observa-se a via de esteroidogénese das glandulas adrenais em humanos.

Estudos demonstram que apenas primatas produzem uma grande quantidade
de DHEA (Gao et al., 2021). Roedores e mais especificamente os camundongos nao
apresentam a zona reticulada assim como ndo possuem expressdo de CYP17Al e
por isso produzem pregnenolona no lugar do DHEA (Keeney; Jenkins; Waterman,
1995). O gerbilo da Mongélia (Meriones unguiculatus) foi o modelo animal utilizado
para este estudo. Esta espécie de roedor é encontrada na Russia, China e Mongolia
e vem sendo cada vez mais utilizado para estudos em glandulas enddcrinas,
fisiologicos, de carcinogénese e de reproducado (Ruiz et al.,, 2023). As glandulas
adrenais desse animal € muito semelhante a dos seres humanos. O cortex também é
dividido e as zonas glomerulosa, fasciculada e reticulada sdo bem evidenciadas. No
entanto, nos gerbilos a zona reticulada € a maior por¢cado do cortex, enquanto a zona
glomerulosa é a mais delgada (Ruiz et al., 2023). O DHEA, testosterona, progesterona
e androstenediona séo os principais hormonios secretados pelo cértex, e a quantidade
de CYP17ALl é significativa (Ruiz et al., 2023).
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Figura 2: Via da esteroidogénese das Glandulas Adrenais em Humanos . Os principais produtos
esteroides secretados pelo cortex adrenal, mineralocorticoides, glicocorticoides e androgenos adrenais
sdo sintetizados em etapas sequenciais por um conjunto de enzimas.
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Fonte: Yates, R. et., 2013

1.3 Envelhecimento e Senescéncia Celular

Durante a senescéncia, 0 envelhecimento celular é observado por
caracteristicas celulares que marcam esse processo, como o0 acumulo de granulos de
lipofuscina (llie et al.,, 2020). O termo lipofuscina é empregado a inclusées
eletrodensas de coloragcdo marrom-amarelada presentes em diferentes tipos de
células pds-mitéticas e que se acumulam principalmente em decorréncia do
envelhecimento, por isso € conhecida como o “pigmento do desgaste” (Terman;
Brunk, 1998). Nos diferentes tipos celulares, os granulos de lipofuscina sdo compostos
por uma porcdo proteica com composi¢do variavel de aminoécidos e uma lipidica
formada principalmente por triglicerideos, colesterol, acidos graxos livres e
fosfolipidios (Terman; Brunk, 2004). A autofluorescéncia é uma propriedade marcante
da lipofuscina, porém a natureza dos fluoréforos ainda ndo esta esclarecida (Terman;
Brunk, 2004). Ademais, uma pequena parte desse material apresenta os metais Fe,
Cu, Al, Zn, Ca e Mn, e é circundado por uma membrana lisossdmica de trés camadas
(Terman; Brunk, 1998). Os organismos biolégicos constantemente reciclam os
componentes celulares e a via lisossomal € a principal forma de autofagia (llie et al.,
2020). Porém com o envelhecimento, biomoléculas e organelas defeituosas deixam

de ser degradadas pelos lisossomos de modo eficiente. O principal motivo é o acumulo
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de inclusdes chamadas de “lixo biolégico”, como € o caso da lipofuscina (Kurz;
Terman; Brunk, 2007). Os lisossomos ndao conseguem degradar a lipofuscina devido
a sua composicao que se assemelha a do plastico; em decorréncia disso a autofagia
celular de outras estruturas celulares é prejudicada e a maquinaria celular passa a
funcionar de maneira defeituosa (Kurz; Terman; Brunk, 2007). Portanto, a lipofuscina
€ um importante marcador do envelhecimento celular.

O envelhecimento feminino em especifico esta diretamente relacionado com o
DHEA. Isto deve-se ao fato de que apds a menopausa a funcao folicular ovariana
diminui drasticamente (Zhu et al., 2021). O DHEA adrenal e o DHEA-S se tornam os
principais precursores dos hormdnios estrogenos e androgenos que sao produzidos
localmente nos tecidos periféricos (Zhu et al., 2021). Por isso, a suplementacao de
DHEA para mulheres é vista como uma estratégia fisiolégica para as consequéncias
da deficiéncia hormonal causada pela menopausa, os tratamentos sdo propostos para
melhora do bem-estar, disfuncdo sexual e sintomas vasomotores (Davis; Panjari;
Stanczyk, 2011). Apesar disso, estudos sobre os efeitos do DHEA exdgeno ainda
demonstram resultados incertos, possivelmente porque ndo foi descoberto um
receptor proprio para ele, mas sabe-se que o DHEA se liga aos receptores de
estrégeno (ERa e ERB) e de andrégeno (AR) (Widstrom; Dillon, 2004).

2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral
O objetivo do projeto foi avaliar o efeito da suplementacdo com DHEA-S nas

glandulas adrenais do gerbilo Meriones unguiculatus em fémeas senis.

2.2 Objetivos Especificos

l. Verificar se o DHEA-S alterou a morfologia das glandulas adrenais
durante o processo de envelhecimento;

Il. Analisar a proliferacao celular, a expressao das enzimas 17-p-HSD3, 3-
B-HSD3 e dos receptores AR, ERa e ERB;

[I. Analisar a morfometria das diferentes zonas que comp&em as glandulas

adrenais sob influéncia do DHEA-S;

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento Experimental e Cuidado Animal
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No projeto em questao foram usadas fémeas nuliparas de gerbilo divididas em
3 grupos (N=15) (CEUA n° 229/2021 - IBILCE/UNESP). Os animais foram mantidos
no Biotério de Manutencdo do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas — IBILCE/UNESP — campus de S&o José do Rio Preto. As
fémeas permaneceram em isoladores de polisulfona, livres de BPA (Bisfenol A)
fabricadas pela empresa Alesco®, em estantes equipadas com exaustao de ar a uma
temperatura de 22 +/- 2°C, com racdo e agua ad libitum. Os procedimentos foram
realizados de acordo com o Conselho Nacional de Controle e Experimentagcdo Animal
(CONCEA, Brasil) e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
local (CEUA, IBILCE, UNESP), sob numero 229/2021. Os 3 grupos foram delimitados
da seguinte forma: grupo DHEA-S: 60 mg/kg de DHEA-S (Wang et al., 2018); grupo
veiculo: 0,1 ml de 6leo mineral; grupo controle intacto.

A administracdo do tratamento foi iniciada no 18° més pois nessa idade o
gerbilo ja é considerado um animal velho (Sohal; Agarwal; Sohal, 1995). O tratamento
se deu com dosagem de 60mg/kg de DHEA-S diluido em 0,1 ml de 6leo mineral via
aplicacao subcutanea no grupo DHEA-S (n=5), assim como as aplicacdes de 0,1 ml
de 6leo mineral no grupo Veiculo (n=5). As aplicacdes aconteceram uma vez por
semana em um periodo de 5 semanas. Passados sete dias da ultima aplicacéo, as
fémeas foram submetidas a citologia vaginal para a identificacdo da fase do ciclo
estral. Os animais foram eutanasiados em estro, com o intuito de conter as alteracdes
morfologicas ocasionadas pelas fases do ciclo. Caso a fémea ndo estivesse nessa

fase, foi reavaliada diariamente e eutanasiadas assim que estivessem no estro.

3.2 Processamento do Material Histologico

Previamente a eutanasia, 0os animais foram pesados e anestesiados por meio
de isoflurano diluidos em 3% de oxigénio. Os animais foram decapitados em
guilhotina. Em seguida, foram retiradas as glandulas adrenais, imediatamente
pesadas e depositados em uma solucéo de fixador paraformaldeido 4% em tampao
fosfato 0,1 M. Os 6érgéos permaneceram no fixador por 24 horas.



19

Figura 3: Representacdo esquematica dos grupos experimentais. A semana 1 representa o inicio
da exposicdo ao DHEA-S (Grupo DHEA-S) e ao 6leo mineral (Grupo Veiculo) em fémeas nuliparas
senis. A Ultima aplicagdo ocorreu na semana 5 e ao fim da semana 6 foi realizada a citologia vaginal.

Eutanasia

Oleo Mineral
0,1 ml/kg/semana

DHEA-S
60 mg/kg/semana

1 2 3 4 5 6 semanas|

Grupo DHEA-S

18 meses Citologia Vaginal

Fonte: autor

3.3 Analises Morfolégicas e Morfométricas

Para as técnicas de coloracdo os blocos foram seccionados no micré6tomo
manualmente a 5um de espessura, para a obtencdo dos cortes histolégicos. Em
seguida, os cortes foram colocados em laminas. Os cortes histol6gicos passaram pela
desparafinizacao através de trés banhos de xilol, posteriormente submetidos a banhos
de alcool em concentra¢ces decrescentes e finalmente colocados em agua destilada
para hidratacdo. Apos esse processo, cada coloracéo foi realizada de acordo com o
seu protocolo especifico e entdo os cortes foram desidratados por meio de banhos de
alcool e xilol e as laminas montadas com a adesdo de uma laminula mediante a
utilizacéo do balsamo do Canada. Os cortes foram corados com: hematoxilina-eosina
(HE) para a avaliacdo da morfologia geral do tecido e tricromico de Gomori-Halmi para
identificar e analisar o acimulo de granulos de lipofuscina, que estdo relacionados
com o processo de peroxidacéo lipidica e indicam senescéncia celular.

Para as analises morfométricas foram utilizadas as laminas coradas pela HE,
através de imagens capturadas em fotomicroscépio Olympus BX60 com software
Image-Pro-Plus ©Média Cybernetics. Foi medido a area celular de células por zona
das glandulas adrenais, para a identificacdo de possiveis alteragcdes na morfologia
celular. Posteriormente foi medida a espessura das trés zonas dos cortex
separadamente, para analisar se houve atrofia ou outras alteracdes morfolégicas no

tamanho das zonas. As analises foram feitas através do QuPath versédo 0.4.3.
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Para a quantificacdo dos granulos de lipofuscina foram capturados 15 campos
aleatérios de cada zona do cértex adrenal separadamente e a porcentagem de area
com granulos de lipofuscina foi dada por meio da densidade de cor utilizando o “limite
global” da ferramenta Imaged versao 1.8.0. Os dados obtidos foram utilizados para

avaliar se houve acumulo de granulos de lipofuscina no cortex adrenal.

3.4 Analises Imunoistoquimicas

Os procedimentos de imunoistoquimica passaram pelas seguintes etapas:
desparafinizacédo e reidratacdo dos cortes respectivamente em banhos em xilol, alcool
e agua; recuperacao antigénica; bloqueio das peroxidases enddgenas, inibicdo das
proteinas inespecificas; incubacdo do anticorpo primario overnight. Em seguida, foi
realizada a incubacdo do anticorpo secundério, revelacdo das ligagcbes com
diaminobenzidina tetrahidroclorido (DAB) ou com fosfatase alcalina e contracoloracéo
com hematoxilina.

Para o AR, ERa e 0 ERB apoés a reidratacdo os cortes sofreram recuperacdo
antigénica a 98°C por 45 minutos intercalado por bloqueios de peroxidases endégenas
com peroxido de hidrogénio a 3% de H202 em temperatura ambiente (2 x 20 minutos),
seguido de bloqueio de proteinas inespecificas com leite desnatado 5% em PBSnp40
por 1 hora. Os cortes entédo foram incubados overnight com o anticorpo primario a 4°C
(tabela 1). Apos a lavagem dos cortes foi aplicado um kit polimero por 1 hora em
temperatura ambiente seguindo as instru¢des do fabricante. A colorac&o positiva foi
revelada usando o diaminobenzidina tetrahidroclorido (DAB) (Novocastra, RE7164,
Leica Biosystems) e a contracoloracao foi realizada com hematoxilina de Mayer. Para
PHHS3 foi realizado protocolo semelhante ao descrito anteriormente, porém o0s cortes
passaram por recuperacdo antigénica a 98°C durante 30 minutos. E para a
quantificacdo das enzimas 3B-HSD e 17B-HSD, apos a reidratagdo os cortes foram
submetidos a recuperagdo antigénica a 98°C por 1 hora seguida de um bloqueio de
peroxidases enddgenas com peroxido de hidrogénio a 3% de H202 em temperatura
ambiente. E entdo o bloqueio de proteinas inespecificas foi realizado com leite
desnatado 5% em TBSt por 1 hora. Apés essa etapa os cortes entdo foram incubados
overnight com o anticorpo primario a 4°C (tabela 1). Depois de lavados, os cortes
foram incubados com um kit polimero a 37°C por 1 hora, seguindo as instru¢cdes do

fabricante. A coloracéo positiva foi detectada através da fosfatase alcalina (Vulcan
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Fast Red Chromogen Kit 2, REFFR8055, Biocare Medical) e a contracoloracao foi feita

por meio da hematoxilina de Mayer.

Para a quantificacdo das células positivas para 0s receptores e enzimas

esteroidogénicas e imunomarcadores descritos, foi utilizado o software automatico

QuPath versédo 0.4.3. A frequéncia relativa das células imunorreativas foi definida pela

porcentagem de células imunopositivas em cada zona do cortex.

Tabela 1: Protocolo e anticorpos primarios utilizados na imunoistoquimica.

Diluicéo
Recuperacéo Tampéao Referéncias do
de Antigeno de Lavagem do anticorpo primério anticorpo
primario
_ Anti-AR policlonal de coelho,
Tampao citrato PBSnp40 1:50 em
AR IgG, sc-816, Santa Cruz
pH: 6 pH: 7,4 ) BSA 1%
Biotechnology
o Anti-ERa monoclonal de rato,
Tampao citrato PBSnp40 1:50 em
ERa IgG2a, SC-8005, Santa Cruz
pH: 6 pH: 7,4 ] BSA 1%
Biotechnology
o Anti-ERB monoclonal de rato,
Tampao citrato PBSnp40 1:50 em
ERB IgG2a, SC-53494, Santa Cruz
pH: 6 pH: 7,4 ) BSA 1%
Biotechnology
_ Anti-Fosfohistona H3 policlonal
Tampao citrato PBS 1:100 em
PHH3 de rato, Serl0, 9701, Cell
pH: 6 pH: 7,4 ) ) BSA 1%
Signaling
Tampéo Anti-3B-HSD policlonal de
. TBSt 1:50 em
3B-HSD  Tris-EDTA pH: coelho, Cat. No.E-AB-15114,
pH: 7,6 ) TBS
9 Elabscience
Anti-17B-HSD (M-174),
Tampéo
. TBSt monoclonal de coelho, 1:50 em
17B-HSD  Tris-EDTA pH:
9 pH: 7,6 sc-32872, Santa Cruz TBS

Biotechnology

Fonte: Autor

3.5 Anélises Estatisticas

bY

Os dados foram analisados quanto a normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e

entdo comparados por ANOVA (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados néo

paramétricos). Os resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando p < 0,05 através do software Graph Prism 6.
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4.1 Dados Biométricos e Morfométricos

O peso corporal, e 0 peso absoluto e o peso relativo das glandulas adrenais

foram avaliados, porém nenhum desses dados apresentaram diferencas

estatisticamente significativas entre 0os grupos experimentais (Tabela 2). Nao houve

diferencas estatisticas significativas nas espessuras das zonas do cortex adrenal, o

mesmo ocorreu com a area celular das células por zona entre os grupos. (Figura 3).

Tabela 2: Dados biométricos dos grupos experimentais. Os dados estdo apresentados em média +

desvio padréo.

Dados Biométricos Intacto Veiculo DHEA-S
Peso Corporal () 74,00+10,43 75,00+7,12 75,67+8,8
Peso Absoluto das 0,031+0,009 0,027+0,006 0,029+0,008
Glandulas Adrenais
)
Peso Relativo das 0,038+0,01 0,036+0,008 0,037+0,006

Glandulas Adrenais

(9)
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Figura 4: Zonas do Cortex das Glandulas Adrenais coradas por hematoxilina-eosina. A-C:
Imagens representativas da coloragdo de HE nos Grupos Intacto, Veiculo e DHEA-S. D-F: quantificagéo
do comprimento de cada uma das zonas corticais. ZG: zona glomerulosa; ZF: zona fasciculada; ZR:
zona reticulada; M: Medula. Os dados estédo apresentados em erro padrao da média.
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4.2 Expressao de Receptores

Foi realizada quantificacdo da expresséo nuclear de receptores de andrégeno
(AR) e estrogénio (ERa e ERp) na regido cortical. O AR foi expresso nas trés zonas
em todos os grupos experimentais (Figura 4). Na zona fasciculada a expressao de AR
foi maior no grupo intacto (Figura 4 A) quando comparado ao grupo veiculo (Figura 4
B). O grupo DHEA-S (Figura 4 C) ndo apresentou diferencas estatisticas. Os graficos
demonstram as diferencas significativas entre os grupos (Figuras 4 D-E) assim como
as imunomarcac0des positivas também estdo sendo representadas (Figuras 4 G-I). A
expressdo do ERa (Figura 5) na zona glomerulosa € maior nos grupos intacto (Figura
5 A) e veiculo (Figura 5 B) quando comparada ao grupo DHEA-S (Figura 5 C), sendo
essa diferenca estatisticamente significativa (Figura 5 D). Na zona fasciculada nao foi
constatada diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 5 E). A expressao desse
receptor também diminuiu na zona reticulada no grupo DHEA-S em referéncia ao
Veiculo (Figura 5 F), constatadas pelas imunomarcacg6es positivas (Figuras G-I). O
ERPB (Figura 6) na zona glomerulosa foi mais expresso no grupo intacto (Figura 6 A)
guando comparado ao grupo veiculo (Figura 6 B). O mesmo ocorreu nessa zona entre

o grupo DHEA-S (Figura 6 C) e o veiculo, onde a expressdao do receptor
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estatisticamente maior no DHEA-S (Figura 6 D). Ja na zona fasciculada a expresséo
de ERp foi menor no DHEA-S comparativamente ao intacto e veiculo (Figura 6 E). Na
zona reticulada também houve reducédo estatistica de expressao de ERB no grupo
DHEA-S com respeito ao grupo intacto (Figura 6 F), verificadas pela marcacéo nuclear
(Figuras 6 G-I).

Figura 5. Expressdo do receptor AR no coértex adrenal. A-C: imagens representativas de
imunoistoquimica para expressao de AR nos grupos Intacto, Veiculo e DHEA-S. D-F: quantificacdo da
expressdo do receptor nas zonas glomerulosa, fasciculada e reticulada. G: imagem representativa do
grupo Intacto em maior aumento (objetiva de 40x). H: imagem representativa do grupo Veiculo em
maior aumento (objetiva de 40x). I: imagem representativa do grupo DHEA-S em maior aumento
(objetiva de 40x). Os asteriscos correlacionam diferencas significativas entre os grupos (*p < 0,05; **p
< 0,01; **p < 0,001). ZG: zona glomerulosa; ZF: zona fasciculada; ZR: zona reticulada; M: Medula;
seta: ndcleo com imunomarcacédo para AR. Os dados estdo apresentados em erro padrdo da média.
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Figura 6: Expressdo do receptor ERa no cOrtex adrenal. A-C: imagens representativas de
imunoistoquimica para expressédo de ERa nos grupos Intacto, Veiculo e DHEA-S. D-F: quantificagcao
da expressédo do receptor nas zonas glomerulosa, fasciculada e reticulada. G: imagem representativa
do grupo Intacto em maior aumento (objetiva de 40x). H: imagem representativa do grupo Veiculo em
maior aumento (objetiva de 40x). |: imagem representativa do grupo DHEA-S em maior aumento
(objetiva de 40x). Os asteriscos correlacionam diferencas significativas entre os grupos (*p < 0,05; **p
< 0,01; **p < 0,001). ZG: zona glomerulosa; ZF: zona fasciculada; ZR: zona reticulada; M: Medula;
seta: nlcleo com imunomarcacao para ERa. Os dados estao apresentados em erro padrao da média.
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Figura 7: Expressdo do receptor ERB no cortex adrenal. A-C: imagens representativas de
imunoistoquimica para expressdo de ERa nos grupos Intacto, Veiculo e DHEA-S. D-F: quantificacdo
da expressédo do receptor nas zonas glomerulosa, fasciculada e reticulada. G: imagem representativa
do grupo Intacto em maior aumento (objetiva de 40x). H: imagem representativa do grupo Veiculo em
maior aumento (objetiva de 40x). |: imagem representativa do grupo DHEA-S em maior aumento
(objetiva de 40x). Os asteriscos correlacionam diferencas significativas entre os grupos (*p < 0,05; **p
< 0,01; **p < 0,001). ZG: zona glomerulosa; ZF: zona fasciculada; ZR: zona reticulada; M: Medula;
seta: ndcleo com imunomarcagédo para ERB. Os dados estdo apresentados em erro padrdo da média.
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4.3 Expressao de enzimas da esteroidogénese

A expressao das enzimas foi analisada com a finalidade de correlacionar sua
modulacdo com a expressao de receptores. Na expressao da enzima 33-HSD (Figura
7) as zonas corticais ndo apresentaram diferenca estatistica significativa na expressao
de 3B-HSD entre os grupos intacto (Figura 7 A) veiculo (Figura 7 B) e DHEA-S (7 C).
No que se refere ao local onde as enzimas foram expressas, a 3B-HSD teve
predominéncia na zona glomerulosa (Figura 7 D) e na zona fasciculada (Figura 7 E)
ao passo que ocorreu de modo menor intenso na zona reticulada (Figura 7 F) as
imunomarcacdes positivas nos trés grupos estao representadas (Figuras 7 G-I). O
mesmo ocorreu com a enzima 17B-HSD (Figura 8), sendo expressa de modo mais

intenso nas zonas glomerulosa e fasciculada. Nao houveram diferencas significativas
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na expressao dessa enzima entre os grupos intacto (Figura 8 A), veiculo (Figura 8 B)
e DHEA-S (Figura 8 C) na zona glomerulosa (Figura 8 D). Por outro lado, ocorreu uma
diminuicdo na expressdo de 17B-HSD na zona fasciculada (Figura 8 E) do grupo
DHEA-S em comparagéo ao Intacto. O mesmo aconteceu na zona reticulada, onde
houve uma reducdo na expressdo de 17p-HSD no grupo DHEA-S relativamente ao
grupo Veiculo (Figura 8 F). As imunomarcacdes positivas para 17p-HSD podem ser

vistas nas figuras abaixo (Figuras 8 G-I).

Figura 8: Expressédo da enzima 3B-HSD no cértex adrenal. A-C: imagens representativas
de imunoistoquimica para expresséo de 3B-HSD nos grupos Intacto, Veiculo e DHEA-S. D-F:
guantificacdo da expressdo da enzima nas zonas corticais). G: imagem representativa do grupo
Intacto em maior aumento (objetiva de 40x). H: imagem representativa do grupo Veiculo em
maior aumento (objetiva de 40x). I: imagem representativa do grupo DHEA-S em maior
aumento (objetiva de 40x). ZG: zona glomerulosa; ZF: zona fasciculada; ZR: zona reticulada;
M: Medula; seta: citoplasma com imunomarcacgéo para 3p-HSD. Os dados estédo apresentados
em erro padrdo da meédia.
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Figura 9: Expressdo da enzima 17B-HSD no coértex adrenal. A-C: imagens
representativas de imunoistoquimica para expresséao de 17B3-HSD nos grupos Intacto,
Veiculo e DHEA-S. D-F: quantificagdo da expressdo da enzima nas zonas corticais). G:
imagem representativa do grupo Intacto em maior aumento (objetiva de 40x). H: imagem
representativa do grupo Veiculo em maior aumento (objetiva de 40x). |: imagem
representativa do grupo DHEA-S em maior aumento (objetiva de 40x). Os asteriscos
correlacionam diferencas significativas entre os grupos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001). ZG: zona glomerulosa; ZF: zona fasciculada; ZR: zona reticulada; M: Medula;
seta: imunomarcacao citoplasmatica para 173-HSD. Os dados estdo apresentados em
erro padrédo da média.
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4.4 Senescéncia Celular

Foi realizada a coloracdo de tricromio Gomori-Halmi afim verificar a presenca
de granulos de lipofuscina, como meio de investigar possiveis interferéncias do DHEA-
S no envelhecimento celular. Apesar da frequéncia de lipofuscina estar mais
associada a zona reticulada do que as outras zonas corticais 0s granulos desse
pigmento foram detectados por toda a regido cortical (Figura 9). Em contraposi¢cao aos
grupos intacto (Figura 9 A) e veiculo (Figura 9 B) houve um aumento expressivo na
guantidade de granulos de lipofuscina no grupo DHEA-S (Figura 9 C) na zona
glomerulosa (Figura 9 D). O mesmo aconteceu na zona fasciculada, onde a

guantidade de granulos foi aumentada no grupo DHEA-S em relacéo ao intacto e ao
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veiculo (Figura 9 E). E o acumulo de granulos de liposfucina foi ainda maior na zona
reticulada do DHEA-S quando comparado aos outros grupos experimentais (Figura 9
F). Apesar de apresentar uma maior frequéncia no grupo DHEA-S os granulos

também s&o observados nos outros dois grupos experimentais (Figuras 9 G-I).

Figura 10: Marcacdo dos granulos de lipofuscina no coOrtex adrenal através do tricromico de
Gomori-Halmi. A-C: imagens representativas de Gomori-Halmi para lipofuscina nos grupos Intacto,
Veiculo e DHEA-S. D-F: quantificacdo dos granulos de lipofuscina nas zonas corticais. ). G: imagem
representativa do grupo Intacto em maior aumento (objetiva de 100x em imerséo de 6leo). H: imagem
representativa do grupo Veiculo em maior aumento (objetiva de 100x em imerséo 6leo). |: imagem
representativa do grupo DHEA-S em maior aumento (objetiva de 100x em imerséo 6leo). Os asteriscos
correlacionam diferencas significativas entre os grupos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). ZG: zona
glomerulosa; ZF: zona fasciculada; ZR: zona reticulada; M: Medula; seta: granulo de lipofuscina. ponta
de seta: célula morta. Os dados estdo apresentados em erro padrdo da média.
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4.5 Proliferacéo Celular
Apoés constatada a interferéncia do DHEA-S no acumulo de granulos de

lipofuscina foi realizada a andlise de células positivas para PHH3 (Figura 10) com o
intuito de correlacionar a administragdo de DHEA-S com possiveis alteragfes na
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proliferacéao celular. Entretanto, os grupos intacto (Figura 10 A), veiculo (Figura 10 B)
e DHEA-S (Figura 10 C) ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas na
proliferacéo das células do nas zonas glomerulosa (Figura 10 D), fasciculada (Figura
10 E) e reticulada (Figura 10 F). As marcacdes positivas sdo observadas nas figuras

abaixo (Figuras 10 G-I).

Figura 11: Imunomarcacédo de PHH3 para proliferacao celular no cdrtex adrenal. A-C: imagens
representativas de imunoistoquimica para PHH3 nos grupos Intacto, Veiculo e DHEA-S. D-F:
quantificacdo de imunomarcacgéo positiva para PHH3 nas zonas glomerulosa, fasciculada e reticulada.
G: imagem representativa do grupo Intacto em maior aumento (objetiva de 40x). H: imagem
representativa do grupo Veiculo em maior aumento (objetiva de 40x). I: imagem representativa do grupo
DHEA-S em maior aumento (objetiva de 40x). ZG: zona glomerulosa; ZF: zona fasciculada; ZR: zona
reticulada; M: Medula; seta: imunomarcac¢éo nuclear para PHH3. Os dados estdo apresentados em
erro padrdo da média.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo apontou os efeitos do uso do DHEA-S e suas
consequéncias nas glandulas adrenais durante o envelhecimento feminino. Em

relacdo as caracteristicas estruturais do tecido, as laminas coradas pela
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hematoxilina-eosina foram fundamentais para a analise da arquitetura e das
caracteristicas normais do tecido. (Chen et al., 2017). Histologicamente
substancias quimicas lesivas as glandulas adrenais sucedem em atrofia ou
aumento cronico das zonas corticais (Lorenzo; Di et al., 2020). Nesta pesquisa ndo
foram observadas diferencas significativas na espessura das zonas do cortex
adrenal entre os grupos experimentais. Assim, o DHEA-S néo teve influéncia sobre
a morfometria destas glandulas, porém alteracbes em relacdo a expressao de
receptores e enzimas esteroidogénicas foram significativas.

Em relacéo aos receptores de andrdgeno e estrogénio no coértex adrenal, a
imunoexpressdo de AR apresentou alteracao significativa na zona fasciculada,
diminuindo no grupo Veiculo em relagéo ao grupo Intacto. GUERRA et al., (2019)
demonstrou que a expressao de AR em grupo tratado com 6leo mineral na préstata
de machos de gerbilo foi aumentada, em oposicéo ao resultado da nossa pesquisa.
Em estudos realizados em glandulas adrenais de camundongos knockout para
receptor de andrégeno (AR) (ARKO) machos, a auséncia de expressao de AR
resultou no aumento da producdo de glicocorticoides na zona fasciculada
(Miyamoto et al., 2007). Ja em camundongos ARKO fémeas sao relatados
principalmente problemas relacionados aos ovarios, onde niveis insuficientes da
expressdo de AR estdo ligados a infertilidade feminina (HU et al., 2004).

No que diz respeito ao receptor ERa, a suplementacdo de DHEA-S diminuiu
sua expressdo nas zonas glomerulosa e reticulada em relacao ao grupo Veiculo.
Do mesmo modo, ERB houve uma reducdo em sua expressao no grupo
experimental tratado com DHEA-S em contraposicdo ao Veiculo nas zonas
fasciculada e reticulada. Sabe-se que a ativagéo do receptor ER, principalmente
de ERaq, ocorre através de vias de sinalizacdo MAPK/ERK ou AKT, (Clarke et al,
2014). E uma dessas vias € ativada por receptor acoplado a proteina G na
membrana plasmatica (Levin, 2015). Como dito anteriormente, o DHEA-S nao
poSsui um receptor proprio, e a associacao desse precursor esteroide ao receptor
acoplado a proteina G € um de seus mecanismos de ativacao de receptores de
membrana (Widstrom; Dillon, 2004). Com a administragcdo de DHEA-S, ele pode
supostamente estar competindo com o estrogénio pelo sitio de ligagdo da Proteina
G, interferindo na via de sinalizacdo e consequentemente diminuindo a expressao

dos receptores ERa e ERB.
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Uma revisdo feita por RUIZ et al., (2023) demonstrou homologias na
morfologia das glandulas adrenais de humanos e gerbilos. NGs constatamos que
além de caracteristicas morfologicas o cortex adrenal também possui enzimas
esteroidogénicas em comum. Este fato deve-se a imunomarcacao positiva tanto
da enzima 3B-HSD quanto da enzima 173-HSD. O DHEA-S possivelmente nao
altera a expressao de 33-HSD, ja que os resultados da quantificacdo da expressao
dessa enzima néo apresentaram diferencas significativas. Por outro lado, o DHEA-
S causou uma redugao na expressao de 173-HSD na zona fasciculada no grupo
DHEA-S em comparacéo com o Intacto. O mesmo ocorreu com o0 grupo Intacto na
zona reticulada, onde 17B-HSD foi estatisticamente menos expresso se
comparado ao grupo Veiculo. A principal fungdo de 17B-HSD € converter
androstenediona em testosterona (Yazawa et al., 2020). Além disso, essa enzima
também pode reduzir a poténcia dos esteroides diidrotestosterona, testosterona e
17B-estradiol por meia da oxidacdo do alcool C17, assim como ativa 5a-
androstanediona, androstenediona e estrona ao reduzir a cetona C17 (Baker,
2001). Desse modo ela se mostra uma importante enzima nas regulacdes
androgénica e estrogénica nos mamiferos e sua supressao pode levar a quadros
de desregulacfes endocrinas. Por outro lado, estudos recentes indicam que a
superexpressao de 17B-HSD esta relacionada a endometriose em mulheres
humanas (Xanthoulea et al., 2021). A inibicdo desta enzima por meio de farmacos
resultou na reducdo de lesBes no endométrio de camundongos fémeas com
modelo de cancer humano (Xanthoulea et al., 2021). Portanto a influéncia do
DHEA-S na menor expressao de 17B-HSD pode gerar efeitos negativos ou
positivos. No figado a falta de 17B-HSD reduz a gliconeogénese hepatica
ocasionando em gordura no figado humano (Wang; Peng, 2023). Por outro lado,
na glandula mamaria o aumento da expressdo dessa enzima vem sendo
relacionada com a presenca de tumores malignos (Cornel et al., 2012), nesse caso
a diminuicdo na expressdo de 17B-HSD ocasionada pelo DHEA-S atuaria
positivamente.

Ainda, o DHEA-S parece ter aumentado o metabolismo celular o que
acelerou o processo de senescéncia celular nas glandulas adrenais. Isso porque
o acumulo de lipofuscina é observado principalmente em células de tecidos com
metabolismo altamente ativo (Song; Shim; Hwang, 2023). Ademais, a lipofuscina

é considerada um marcador de dano oxidativo celular e do envelhecimento dos
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tecidos (Song; Shim; Hwang, 2023). Evidéncias sugerem que 0 processo de
envelhecimento esta ligado a uma reducéo na capacidade antioxidante do corpo,
e assim, com a peroxidacdao lipidica, que aumenta com a idade (Schuessel et al.,
2006). O DHEA foi relacionado com a diminuicdo da monoamina oxidase dos
niveis de peroxidacéo lipidica e consequentemente com a menor acumulacao de
lipofuscina em certas regifes cerebrais de ratos (Kumar et al., 2008). Ao contrario
do que foi visto em nosso trabalho, onde a exposicdo ao DHEA-S resultou em um
acumulo desse pigmento. Mediante a isso, é razoavel supor que nesse trabalho
em questdo, esse precursor esteroide aumentou o processo metabdlico das
células das diferentes zonas do cortex adrenal interferindo na senescéncia celular

nas glandulas adrenais de gerbilos fémeas em idade avancada.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, concluimos que a exposi¢cdo ao DHEA-S durante a senescéncia de
gerbilos fémeas n&o promoveu alteracdes estruturais no tecido das glandulas
adrenais. O DHEA-S reduziu a expressdo dos receptores ERa e ERB
consequentemente reduzindo a acao de estrégenos no 6rgao. A esteroidogénese
também foi alterada por meio da modulagao da expressao de 173-HSD, diminuindo
sua acao. Além disso, houve o acumulo de gréanulos de lipofuscina indicando o
aumento metabdlico celular e consequentemente no processo de senescéncia celular.
Isso possivelmente indica que o DHEA-S interferiu no envelhecimento dos gerbilos
fémea e acelerou o processo de senescéncia celular. Outros estudos correlacionando
o DHEA-S devem ser feitos a fim de esclarecer os processos decorrentes do seu uso

nas glandulas adrenais, sobretudo em relagéo a senescéncia celular.
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