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RESUMO 
 

O receptor de estrogênio α (REα) regula a  diferenciação  celular e a proliferação do epitélio de 

tecidos-alvo do sistema reprodutivo feminino. Pouco se sabe, entretanto, sobre a expressão de 

REα durante o desenvolvimento  pré-puberdade. O objetivo do presente estudo foi investigar as 

mudanças na expressão do  REα  em alguns tecidos responsivos a  estrógenos,  tais como 

ovário, útero e vagina, durante a abertura de vagina, um evento crítico que marca o início da 

puberdade em ratas. A expressão de  REα  foi avaliada em grupos de ratas Sprague-Dawley 

sacrificados por decapitação no dia 21 pós-natal (21 DPN) e no dia de abertura de vagina (VA). 

A expressão de  REα  também foi avaliada em um terceiro grupo de ratas com vagina fechada 

(VF) pareados com animais do grupo VA por idade e, sempre que possível, por ninhada de 

origem. Imediatamente após o sacrifício os órgãos-alvo (ovários, útero e vagina) foram 

removidos e armazenados à –80°C até o uso. Os órgãos foram pesados ainda congelados, 

descongelados e homogeneizados (útero e vagina, individualmente, e pool de três ovários do 

mesmo grupo) antes das análises de SDS-PAGE e Western Blot. As membranas foram 

incubadas com anticorpo policlonal contra REα de camundongo (1:200) e posteriormente com 

anticorpo  IgG  secundário  anti-coelho (1:5000). Diferenças de peso corporal entre os grupos 

VA e VF foram analisadas pelo teste de Wilcoxon Signed-rank entre animais pareados. Os 

pesos dos órgãos absolutos foram comparados por ANOVA e pelo teste t de student e as 

diferenças de peso relativo dos órgãos e densidades de bandas foram avaliados pelo teste de 

Kruskal Wallis seguido pelo teste U de Mann-Whitney. Em todos os casos a diferença foi 

considerada como estatisticamente significativa quando p<0,05. Apesar de terem a mesma 

idade, e pertencerem à mesma ninhada, as fêmeas do grupo VA estavam mais pesadas que as do 

grupo VF. Esse fato vem confirmar achados anteriores de diferentes autores sugerindo que o 

peso corporal e os fatores metabólicos desempenham papel fundamental no período da 

puberdade.   Três variantes do  REα  – com pesos moleculares aparentes de 64, 56 e 42 kD – 

foram encontradas nos ovários, útero e vagina. A expressão de todas as três variantes em 

ovários e úteros, bem como as variantes 64 e 56 kD na vagina, das fêmeas do grupo VA, parece 

ter sido menor do que em ratas do grupo 21 DPN. Por outro lado, a expressão da variante 42 kD 

em tecido de vagina de ratas do grupo 21 DPN foi menor do que a expressão nas fêmeas do 

grupo VA e VF. Nossos resultados sugerem que – com exceção da variante 42 kD na vagina – a 

expressão de todas as variantes de REα nos ovários, úteros e vaginas parecem diminuir nas ratas 

quando ocorre a abertura de vagina. 
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ABSTRACT 

 
 
Estrogen receptor alpha (ERα) regulates cellular differentiation and proliferation in 

epithelial target tissues of the female reproductive system. Little is known, however, 

about expression of ERα during pre-pubertal development. The objective of the present  

study was to evaluate the expression of ERα in some estrogen responsive tissues such as 

ovary, vagina and uterus, during vagina opening, an event that marks the begining of 

puberty in female rats. Expression of ERα was evaluated in groups of Sprague-Dawley 

rats killed by decapitation on postnatal day 21 (PND 21), and on the day of vaginal 

opening (VO). ERα was also evaluated in a third group of female rats with closed 

vaginas (VC) matched to animals of VO group by age and, whenever possible, by litter 

of origin. Immediately after sacrifice the target organs (ovaries, uteri and vagina) were 

removed and stored at –80°C until further use. The organs were weighed still frozen, 

thawed and homogenized (individual organs for uterus and vagina and pools of three 

ovaries of the same group) before SDS PAGE and Western Blot analysis. Immunoblots 

were incubated with polyclonal antibodies against mouse ERα (1:200) and afterwards 

with secondary antibodies antirabbit IgG (1:5000). Body weight differences between 

VO and VC groups were analysed by the Wilcoxon Signed-rank test between paired 

animals. Absolute organ weights were compared by ANOVA and Student`s t-test and 

differences of relative organ weights and band densities were evaluated by the Kruskal-

Wallis test followed by the Mann-Whitney U test. In any case a difference was 

considered as statistically significant when p<0,05. Despite having the same age and 

litter of origin, females of VO group were heavier than those of VC group. This fact 

seems to confirm previous findings from several authors suggesting that body weight 

and metabolic cues play a fundamental role on the timing of puberty. Three different 

variants of ERα – with apparent molecular weights of 64, 56 and 42 kDa – were found 

in ovaries, uteri and vaginas. Expression of all three variants in ovaries and uteri, as well 

as 64 and 56 kDa variants in vaginas of VO group females seemed to be lower than 

those in rats of PND 21 group. On the other hand, expression of 42 kDa variant in 

vaginal tissue of rats from PND 21 group was much lower than that of females from VO 

and VC groups. Altogether present study findings suggest that – with the exception of 

42 kDa variant in vagina – expression of all variants of ERα in uterus, ovary and vagina 

seem to decrease as vaginas open in rats. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

 Nos últimos anos os efeitos de substâncias suspeitas de serem “desreguladores 

endócrinos” têm sido intensamente investigados. Segundo definição do EDSTAC 

(Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee, comitê constituído 

pela Agência de Proteção Ambiental americana – US EPA), desreguladores endócrinos 

(DEs) são quaisquer substâncias exógenas que alterem funções endócrinas e causem 

efeitos adversos no indivíduo, sua progênie e/ou (sub) populações de organismos 

(Goldman et al, 2000).  Esses efeitos adversos podem resultar da interferência com a 

produção, liberação, transporte, metabolismo, ligação, ação ou eliminação de hormônios 

naturais responsáveis pela manutenção da homeostase e regulação de processos do 

desenvolvimento (Kavlock et al, 1996). 

Entre os DEs conhecidos se incluem os estrógenos ambientais ou 

xenoestrógenos (Klaassen, 2001), cujas ações podem ser mediadas pela: (1) 

interferência com as enzimas envolvidas no metabolismo dos hormônios esteróides; (2) 

alteração da liberação hormonal do eixo hipotalâmico-pituitário; e (3) atuação como 

ligantes de receptores esteróides. As alterações funcionais mediadas pela ligação de 

xenobióticos a receptores de estrógenos, andrógenos e hormônios tireoidianos 

específicos, tem sido as mais estudadas no contexto de desregulação endócrina, 

principalmente os efeitos destes desreguladores nos sistemas reprodutivos masculino e 

feminino. 

 A diminuição do número e motilidade de espermatozóides e aumento de 

incidência de câncer testicular e descida anormal de testículos, são algumas alterações 

que podem estar associadas à desregulação do desenvolvimento de gônadas masculinas 

por agentes exógenos (Goldman et al, 2000). 

 Por outro lado, várias ocorrências como puberdade precoce, endometriose e 

câncer de mama, podem estar relacionadas à interferência de substâncias exógenas com 

o sistema reprodutor feminino (Goldman et al, 2000). Um exemplo neste sentido é o do 

DES (dietilestilbestrol), estrógeno sintético usado, até o início da década de 70, para 

evitar a ocorrência de abortos espontâneos. Embora não haja comprovação científica de 

que o DES é eficaz para este fim, este medicamento foi prescrito para grávidas sendo 

responsável pelo aparecimento de uma forma rara de câncer, o adenocarcinoma de 

vagina em mulheres jovens (14 a 21 anos de idade) que haviam sido expostas in utero 

(Giusti et al, 1995). 
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Os andrógenos e estrógenos, assim como a progesterona, são hormônios 

esteróides sexuais, derivados do colesterol. Os andrógenos e estrógenos são 

responsáveis principalmente pelo desenvolvimento dos caracteres sexuais secundários, e 

a progesterona, por sua vez, pela manutenção do ciclo reprodutivo feminino. Os 

hormônios sexuais, assim como todos os hormônios esteróides são eficazes em 

concentrações extremamente baixas e, portanto, são sintetizados em pequenas 

quantidades, medidas no plasma em concentrações da ordem do nanomol ou inferiores. 

 

 

1.1 Síntese de estrógenos 

 

Os estrógenos endógenos, 17 β-estradiol, estrona e estriol, são esteróides com 18 

átomos de carbono, derivados do colesterol (Figura 1) e sintetizados nos ovários, 

testículos e glândulas adrenais (Gruber et al, 2002). A síntese dos estrógenos é descrita 

a seguir. 

Após se ligar a receptores lipoprotéicos, o colesterol é capturado por células 

esteroidogênicas e levado aos sítios de síntese de esteróides. Os diferentes hormônios 

esteróides são formados pela clivagem da cadeia lateral que se projeta do anel D do 

colesterol - reduzindo o número dos átomos de carbono de 27 para 18 - que ocorre nas 

mitocôndrias de tecidos formadores de hormônios esteróides. O passo limitante na 

produção de esteróides é a transferência do colesterol do citosol para a membrana 

interna mitocondrial. Todas as reações de hidroxilação e oxigenação que ocorrem 

durante a biossíntese de esteróides, são catalisadas por oxidases de função-mista 

(citocromo P450 mitocondrial), que utilizam NADPH e O2 (Nelson & Cox, 2000). 
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Figura 1: Fórmula estrutural do colesterol (Nelson & Cox, 2000).  

 

 

A aromatização, último passo no processo de formação de estrógenos, é 

catalisada pelas aromatases do complexo enzimático citocromo P450 (CYP450), que 

funcionam como desmetilases, e estão presentes no retículo endoplasmático liso 

(Gruber et al, 2002). Como mostrado na Figura 2, essa etapa converte testosterona em 

estradiol, androstenodiona em estrona e 16 α-hidroxiestrona em estriol (Meinhardt & 

Mullis, 2002). As fontes primárias de estradiol são as células da teca e as células 

granulosas dos ovários. Resumidamente, as células da teca secretam andrógenos, que se 

difundem para as células granulosas onde, sob ação das aromatases, são transformadas 

em estrógenos. A descrição desse processo será retomada adiante quando abordarmos o 
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desenvolvimento sexual. A estrona e o estriol são formados no fígado e ovários a partir 

do estradiol (Gruber et al, 2002 e Klaassen, 2001). 
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Figura 2: Biossíntese de estrógenos (modificado de Katsung, 1998 e Gruber et al, 2002)  



1.2 Transporte e metabolismo de estrógenos 

 

 Por serem altamente hidrofóbicos, os hormônios esteróides são transportados, 

por proteínas carreadoras específicas, dos órgãos produtores até os respectivos tecidos-

alvo, onde passam para o meio intracelular por difusão simples e se ligam a receptores 

nucleares.  

 O estradiol se liga de modo reversível a uma β-globulina (ligante de hormônios 

esteróides) e, com menos afinidade, à albumina. Cerca de 2 a 3 % do estradiol total se 

encontra livre no plasma (Gruber et al, 2002). 

 Segundo Blom e colaboradores (2001), os estrógenos são metabolizados por 

sulfotransferases (sulfatação) ou pela UDP-glucuronosil transferase (glucuronidação) e 

os conjugados são excretados na bile e na urina. A hidrólise desses conjugados pela 

flora intestinal possibilita a subseqüente reabsorção do estrógeno, resultando em uma 

recirculação entero-hepática. 

 Os estrógenos também são metabolizados por hidroxilação e subseqüente 

metilação, formando catecóis e estrógenos metoxilados (Osawa et al, 1993). A 

hidroxilação de estrógenos leva a formação dos catecóis estrógenos, e.g., 2-

hidroxiextrógenos, 4-hidroxiextrógenos e 16α- hidroxiextrógenos. Dentre estes, a 4-

hidroxiestrona e o 16 α-hidroxiestradiol são considerados carcinogênicos (Gruber et al, 

2002 e Zhu & Liehr, 1993). A metilação de 2-hidroxiextrógenos e 4-hidroxiextrógenos 

pela catecol-O-metiltransferase dá origem a metabólitos metoxilados (Gruber & Huber, 

2001). Os catecóis-estrógenos se ligam a receptores de estrogênio e possuem fraca 

atividade estrogênica em animais. Além disso, os catecóis-estrógenos são capazes de 

manter um processo de oxi-redução cíclico e contínuo formando quinonas 

intermediárias (Gruber et al, 2002). Devido à formação de radicais livres durante esse 

processo, e a ligação covalente desses intermediários ao DNA, os estrógenos podem 

apresentar atividade genotóxica (Liehr, 2000). 

Outros agentes como os fitoestrógenos (e.g. genesteína e daidzeína - 

isoflavonóides encontrados na soja e no cravo), alguns desreguladores hormonais 

ambientais, e estrógenos sintéticos como o DES, também possuem atividade 

estrogênica, ou seja, mimetizam algumas das ações dos estrógenos endógenos em 

tecidos-alvo. 
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1.3 Ações gerais dos estrógenos 

 

Os estrógenos endógenos (i.e., 17β-estradiol, estrona e estriol) são responsáveis 

pela regulação de diversos processos fisiológicos em tecidos-alvo, principalmente em 

órgãos do sistema reprodutivo, onde desempenham um importante papel na 

diferenciação sexual, na regulação da fertilidade e no crescimento e desenvolvimento 

desses tecidos. 

Os sistemas cardiovascular (Barret-Connor e Bush, 1991), esquelético 

(Migliaccio et al, 1992), entre outros, também são alvos de estrógenos endógenos. 

Os estrógenos podem influenciar vários processos fisiológicos, são agentes 

vasoprotetores naturais, protegem contra a arteroesclerose, reduzem o tônus vascular da 

musculatura lisa e abrem canais de cálcio específicos (White et al, 1995). O papel dos 

estrógenos na manutenção da integridade óssea é comprovado pelo aumento da 

susceptibilidade a fraturas (osteoporose), decorrente da deficiência de estrógenos, que 

ocorre principalmente a partir da menopausa.  

Além disso, os estrógenos podem atuar no sistema nervoso central (Naftolin et 

al, 1990 e Garcia et al, 1999), na pele (Schmidt et al, 1996), no desenvolvimento de 

câncer de mama e endometrial e na proteção contra neoplasias de cólon (Calle et al, 

1995). 

Os efeitos fisiológicos dos estrógenos de ação mais rápida, como a vasodilatação 

de curta duração de artérias coronárias (Kim et al, 1999), são promovidos por 

mecanismos envolvendo efeitos não-genômicos ou não-clássicos, ou seja, são mediados 

por receptores de esteróides presentes na superfície celular (Revelli et al, 1998) e 

geralmente envolvem o Ca2+ como mensageiro secundário. As ações clássicas ou 

genômicas dos estrógenos (assim como as de outros hormônios esteróides), requerem a 

ligação destes a receptores de alta afinidade localizados no interior das células-alvo, 

receptores estes que regulam a transcrição de genes específicos. É possível ainda que 

ações genômicas e não-genômicas atuem de maneira sinergística, promovendo ações 

imediatas e também de longa duração ou persistentes (Klaassen, 2001). 

 

 

1.4 Mecanismos de ações dos estrógenos 

 

 Os estrógenos desencadeiam suas ações biológicas (agonistas e antagonistas) em 

diferentes tipos celulares, por meio de ligação a receptores nucleares específicos, os 
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receptores de estrogênio (RE), membros da superfamília dos receptores nucleares (que 

incluem também os receptores do ácido retinóico e de hormônios tireoidianos).  

Como ilustrado na Figura 3, o RE livre no citoplasma ou localizado na 

membrana nuclear se encontra ligado a proteínas receptores-associadas. Estas proteínas 

servem como ´chaperones` que estabilizam o receptor no seu estado inativo ou 

“mascaram” o domínio de ligação ao DNA do próprio receptor (Smith & Toft, 1993). A 

localização exata do RE (assim como de outros receptores de esteróides) não é 

totalmente conhecida, embora o mais provável seja que os receptores se encontrem 

distribuídos igualmente entre o citoplasma e o núcleo celular, equilíbrio este alterado 

após a ligação a estrógenos (Gruber et al, 2002). 

Quando o estrógeno se difunde para o meio intracelular, ele se liga ao domínio 

de ligação ao ligante (DLL) do receptor que, por sua vez, se dissocia dos seus 

´chaperones`. Esse complexo formado pelo receptor e pelo estrógeno (RE-E), se difunde 

para o interior do núcleo da célula e se liga a sequências específicas nas regiões 

promotoras do DNA, chamadas elementos de resposta a estrógenos (ERE). Dessa 

maneira ocorre a estimulação ou supressão da transcrição dos genes alvo dos 

estrógenos, também influenciada pela ligação a proteínas co-reguladoras (coativadores e 

co-repressores), que serão mencionadas a seguir (Pettersson et al, 1997). O mecanismo 

de translocação do complexo RE-E não é inteiramente conhecido. Sabe-se, porém que 

esse movimento é estimulado pela proteína caveolina-1, que interage diretamente com o 

receptor (Schlegel et al, 1999). Os estrógenos também podem regular a transcrição de 

genes que não possuem os EREs, interferindo com a atividade de outros fatores de 

transcrição, como por exemplo, ligando-se a subunidades da proteína de ativação-1 

(Webb et al, 1995). 
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 Figura 3: Mecanismos de transdução de sinal promovidos por estrógenos endógenos e xenoestrógenos. 



 1.4.1 Coreguladores de REs  

 

 Os REs interagem com diversas proteínas coreguladoras que se intercalam entre 

o receptor ativado e a maquinaria transcripcional. Os complexos formados por REs, 

fatores de transcrição e proteínas coativadoras e co-repressoras, modulam a capacidade 

transcripcional do gene. As proteínas coativadoras possuem maior capacidade de 

aumentar a atividade transcripcional dos REs, enquanto as co-repressoras interagem 

com receptores agonistas ou antagonistas e também competem com as proteínas 

coativadoras (Gruber et al, 2002). 

As ligações dos estrógenos a hormônios, DNA e também a proteínas 

coreguladoras, podem ser melhor compreendidas a partir do conhecimento dos 

domínios funcionais dos receptores. 

 

 

 1.4.2 Domínios estruturais e funcionais dos REs 

 

A Figura 4 mostra a conformação geral dos domínios funcionais pertencentes à 

superfamília de receptores intracelulares e estruturas como ´chaperones` e o próprio 

hormônio esteróide, previamente mencionadas. 
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Figura 4: Domínios funcionais da superfamília de receptores intracelulares 
(modificado de Alberts et al, 1994). 
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 A Figura 5 mostra a estrutura linear dos diferentes receptores dessa superfamília, 

incluindo o receptor de estrogênio. 
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Figura 5: Estrutura dos componentes da superfamília de receptores nucleares 
(modificado de Alberts et al, 1994). 

 

 

 

 

 

Os domínios funcionais dos REs são mostrados de maneira esquemática na  

Figura 6. 

 

• Domínio A/B ou amino-terminal – esse domínio, que possui alto grau de 

variabilidade, codifica uma função de ativação ligante-independente (FA1), 

que é uma região do receptor envolvida em interações entre proteínas e na 

ativação transcripcional da expressão do gene-alvo. 

 

• Domínio C ou de ligação ao DNA (DDL) – esse domínio possui dois dedos 

de zinco (dobradiça), importantes na dimerização do receptor e na ligação a 

sequências específicas do DNA.  

 

• Domínio D/E/F ou de ligação ao ligante (DLL) ou carbóxi-terminal – possui 

diferentes conjuntos de aminoácidos, responsáveis pela ligação a diferentes 

ligantes (estrógenos). Este domínio também é responsável pela dimerização 

do receptor, pela translocação nuclear e transativação da expressão do gene-
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alvo e pela interação com proteínas coreguladoras. Esse domínio possui 

ainda uma função de ativação ligante-dependente (FA2). 
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Figura 6: Domínios funcionais dos receptores de estrogênio 

 

 

 

 

Esses domínios, de uma maneira geral não são totalmente homólogos entre dois 

subtipos de REs identificados (α e β) o que confere diferentes comportamentos 

fisiológicos destes receptores no organismo. 

 

 

 1.4.3 Subtipos de REs (α e β) 

 

Os dois subtipos de RE mais conhecidos são o receptor de estrogênio α (REα) e 

o receptor de estrogênio β (REβ). O subtipo clássico ou REα foi clonado inicialmente 

em 1986, a partir de uma linhagem de células neoplásicas mamárias (Koike et al, 1987), 

enquanto o REβ foi isolado em 1996, a partir de próstata de rato e testículo humano 

(Kuiper et al, 1996 e Mosselman et al, 1996). Esses dois subtipos variam quanto a 

estrutura e seus genes codificantes se encontram em diferentes cromossomos. O gene do 

REα foi mapeado a partir do braço longo do cromossomo 6, enquanto o REβ está 

localizado na banda q22-24 do cromossomo 14 (Gruber et al, 2002). Além disso, ambos 

subtipos apresentam diferenças de expressão nos vários tecidos (Wu et al, 1992, 1993, 

Hutz et al, 1993 e Saunders et al, 1997), assim como diferentes afinidades por ligantes, 

como apresentado na Tabela 1. 
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 1.4.4 Subtipo REγ 

 

 Esse subtipo de RE foi primeiramente identificado em 1998 (por Rao) em fígado 

de camundongos. Entretanto pouco se sabe sobre suas funções fisiológicas e seus genes-

alvo (Coward et al, 2001).  

 Os poucos estudos publicados até agora indicam que a expressão desse subtipo 

de RE é maior em órgãos não reprodutivos como coração, cérebro, rim e placenta 

(Giguere et al, 1988; Heard et al, 2000; Hong et al, 1999 e Sladek et al, 1997). 

 Um estudo comparando a ligação de xenoestrógenos aos três subtipos de RE 

(Coward et al, 2001), indica que o REγ possui maior afinidade de ligação ao tamoxifeno 

e ao DES, quando comparado aos outros dois subtipos. 
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Tabela 1: Afinidade relativa (17 β-estradiol = 100%) de 

diferentes xenoestrógenos (ligantes) pelos REs α e β. 

 

   

Ligante RE α  RE β 

   

17β-estradiol a 100 100 

17α-estradiol a 58 11 

Estriol a 14 21 

Estrona a 60 37 

4-hidroxiestradiol a 13 7 

2-hidroxiestrona b 2 0,2 

Tamoxifeno b 4 3 

Raloxifeno b 69 16 

Genesteína b 4 87 

Coumestrol b 20 140 

Daidzeína b 0,1 0,5 

4-octilfenol b 0,02 0,07 

Nonilfenol b 0,05 0,09 

 

 a segundo Kuiper et al, 1997; b segundo Kuiper et al, 1998 
 

 

A diversidade biológica dos REs vai além dos dois subtipos apresentados, i.e., 

cada subtipo pode apresentar diversas isoformas (ou variantes) em diferentes tecidos ou 

células (Friend et al, 1997). 

 

 

1.4.5 Variantes de REs 

 

 As variantes de REs surgem a partir de remoções de íntrons (RNA splicing) 

equivocadas e deleções de éxons (regiões codificantes do DNA) durante a formação de 

RNA mensageiro, dando origem a proteínas, ou seja REs, com ausência de domínios 

funcionais específicos. Apesar do papel fisiológico das variantes de REs não ser 
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totalmente conhecido, as variantes podem estar associadas a eventos tais como 

alterações da expressão desses receptores em células neoplásicas mamárias (presença ou 

ausência), ou ainda, a respostas não apropriadas à terapia antiestrogênica (McGuire et 

al, 1991). 

  

 Além disso, outros sítios iniciadores de transcrição de RNAm de REs foram 

identificados de seres humanos e roedores (Friend et al, 1997). Shupnik e colaboradores 

(1989) identificaram um novo RNA mensageiro de RE em pituitárias de ratas, o TERP-

1 (truncated estrogen receptor product). Essa variante – estimulada por estrógenos e 

transcrita a partir de um sítio iniciador diferente do correspondente ao RE completo 

(full-length) – codifica uma proteína (RE) truncada na região amino-terminal (Friend et 

al, 1995). Além dessa variante, outras de diferentes tamanhos também foram 

identificadas na hipófise e em útero de ratas (Friend et al, 1997).  

 

 

1.5 Ações dos estrógenos no sistema reprodutivo feminino 

 

 Para melhor entendermos a ação dos estrógenos na reprodução feminina, uma 

breve explicação do desenvolvimento sexual será apresentada a seguir. 

 

 

 1.5.1 Desenvolvimento sexual feminino 

 

 Apesar de algumas diferenças interespecíficas (e.g. duração do ciclo sexual), os 

mamíferos são em geral muito semelhantes quanto à fisiologia reprodutiva. Os sistemas 

reprodutivos femininos de roedores e seres humanos possuem semelhanças adicionais, 

como o aumento na liberação de gonadotropinas no meio do ciclo, o que desencadeia 

mudanças na maturação oocítica e folicular dos ovários (Goldman et al, 2000).  

 Em virtude desta semelhança, muitos resultados obtidos com roedores podem 

ser facilmente extrapolados para humanos. Os roedores também apresentam outras 

vantagens como modelos experimentais: são de fácil manipulação, crescem rapidamente 

e apresentam características externas de maturidade sexual facilmente observáveis 

(Ojeda & Urbanski, 1994). 
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 O desenvolvimento sexual feminino em ratas pode ser dividido em cinco fases 

(Ojeda & Urbanski, 1994): (a) fetal – que se inicia no dia 12 de gestação, quando o 

hormônio de liberação luteinizante (LHRH) pode ser detectado no cérebro fetal (b) 

neonatal – que se inicia no dia do nascimento e vai até o dia 7 pós-natal PN; (c) infantil 

– do dia 8 ao dia 21 PN; (d) juvenil – que termina, aproximadamente, entre os dias 30 e 

32 PN; (e) peripubertal – que possui duração variada, mas que culmina com  a primeira 

ovulação e a abertura de vagina (mais ou menos aos 38 dias PN). 

 

 

 1.5.1.1 Desenvolvimento fetal 

 

 O LHRH pode ser detectado no cérebro a partir do dia 12 de gestação e, ao 

mesmo tempo, sítios de ligação a esse hormônio são encontrados na pituitária anterior 

(ou adenohipófise) primordial. Alguns estudos sugerem que o LHRH hipotalâmico 

desempenha papel essencial na diferenciação de células gonadotrópicas hipofisárias 

(Szabo & Csanyi, 1982 e Fink & Smith, 1971).  

 Nos primeiros 4 a 5 dias PN, os ovários possuem somente oócitos agrupados, 

envoltos por células estromais, e outras poucas células que provavelmente irão se 

diferenciar nas primeiras células granulosas (Ojeda & Urbanski, 1994).  

 

 Nos ovários, oogônias, formadas por células germinativas em proliferação, 

passam por divisões meióticas até alcançarem um estágio diplóteno (oócito) entre o dia 

17 de gestação e o dia 5 PN (Byskov, 1974). Cada oócito envolto por células forma o 

folículo primordial.  

 A Figura 7 mostra os principais eventos associados à maturação, desde o período 

fetal até a puberdade. 

 

 

 1.5.1.2 Desenvolvimento pós-natal 

 

 Logo após o nascimento, os níveis plasmáticos de gonadotropinas, i.e., FSH 

(hormônio folículo estimulante) e LH (hormônio luteinizante), começam a aumentar, 

atingindo seus valores máximos aproximadamente aos 12 dias de vida, e a partir de 

então começam a diminuir gradualmente. 
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 No começo da quarta semana, os níveis de gonadotropinas caem e pequenos 

pulsos de LH surgem a cada 30 minutos, influenciados, aparentemente, pelo aumento, 

nesse período, da concentração de esteróides circulantes. Esse processo continua até 

depois da puberdade, com os aumentos de LH, e também de FSH, no meio do ciclo, que 

estimulam a maturação folicular e oocítica e a ovulação (Goldman et al, 2000). 
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Figura 7: Cronologia dos principais eventos que promovem a maturação sexual de ratas desde o período fetal até a puberdade. 
G=idade gestacional; D=idade pós-natal 
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 A parte mais inferior do hipotálamo denominada eminência média, se conecta 

com a haste hipofisária possibilitando, dessa maneira, que o hormônio de liberação das 

gonadotropinas (GnRH) secretado de forma pulsante no hipotálamo seja levado, pelos 

vasos do sistema porta hipotalâmico-hipofisário, até a hipófise anterior (Guyton & Hall, 

1997). A hipófise anterior, por sua vez, libera LH e FSH na circulação sistêmica. A 

secreção de GnRH hipotalâmico está associada a um fenômeno “gerador de pulsos”, ou 

seja, a um aumento de atividade elétrica na área medio-basal, cujos mecanismos 

geradores ao nível celular e anatômico ainda não são bem conhecidos. A secreção de 

GnRH é imprescindível para o início da puberdade (Goldman et al, 2000). O eixo 

hipotalâmico-pituitário é ilustrado nas Figuras 8 e 9. 

 

HIPOTÁLAMO 
PITUITÁRIA ANTERIOR

PITUITÁRIA POSTERIOR

Figura 8: Localização do hipotálamo e da glândula pituitária  
(modificado de Nelson e Cox, 2000). 
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Sinais nervosos aferentes 
ao hipotálamo

Liberação de hormônios 
 (e.g., vasopressinas, ocitocinas) 

Liberação de hormônios 
 (e.g., gonadotropinas) 

Sistema venoso levando 
hormônios para 

circulação sistêmica 

HIPOTÁLAMO

AXÔNIOS 
NERVOSOS 

ARTÉRIAS  

CAPILARES 

PITUITÁRIA 
POSTERIOR 

PITUITÁRIA 
ANTERIOR 

Figura 9: Eixo hipotalâmico-pituitário (modificado de Nelson e Cox, 2000). 
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 O processo de maturação dos folículos primordiais requer a proliferação e 

diferenciação das células granulosas circundantes dos oócitos e parece estar associado à 

regulação coordenada de FSH e fatores de crescimento. Os fatores de crescimento 

facilitam a maturação folicular, aumentando a afinidade e o número de receptores de 

FSH ( Dunkel et al, 1994 e Mayerhofer et al, 1997). 

 Os receptores ovarianos de FSH começam a aumentar nas primeiras semanas de 

vida, tornando possível a ligação com o FSH e atinge os níveis máximos na quarta 

semana. O FSH, ainda na primeira semana, já é capaz de estimular a atividade da 

aromatase (George & Ojeda, 1987), apesar dos baixos níveis de testosterona e 

progesterona limitarem a produção de estradiol (Carson & Smith, 1986). O aumento do 

estradiol só é observado a partir da metade da segunda semana, quando surge uma 

camada de células na teca, envolvendo as células granulosas que já haviam começado a 

proliferar. 

 Durante as duas primeiras semanas o estradiol não diminui os níveis de 

gonadotropinas (por retro-alimentação negativa), devido a presença na circulação a α-

fetoproteína que se liga aos estrógenos disponíveis reduzindo a concentração do 

hormônio livre no plasma (Meijs-Roelofs & Kramer, 1979). Quando os níveis  de  α-

fetoproteína começam a cair, a retro-alimentação negativa promovida pelo estradiol, 

causa o declínio dos níveis de LH e FSH no começo da terceira semana (Andrews & 

Ojeda, 1981 e Andrews et al, 1981). 

 Durante a terceira semana, os folículos primordiais sofrem alterações 

estimuladas pelos elevados níveis de FSH, preparando-os a responder ao primeiro 

aumento “ovulatório” de LH, ou seja, tornando-os folículos pré-ovulatórios. Esse 

processo envolve o crescimento das duas principais regiões, a camada de células da teca 

(exterior) e a camada de células granulosas. 

 Na quarta semana ocorre uma mudança nos efeitos de retro-alimentação do 

estradiol e o hipotálamo e a pituitária, passam a responder positivamente, resultando 

num estímulo da liberação de LH (Andrews et al, 1981 e Kawagoe & Hiroi, 1983). Este 

estímulo, juntamente com a ocorrência da abertura de vagina, culmina com o 

aparecimento do primeiro aumento pré-ovulatório de LH (Ojeda & Urbanski, 1994), e 

com o início de mudanças cíclicas de comportamentos endócrinos, semelhantes às que 

ocorrem na fase adulta. 
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 O LH estimula as células da teca a sintetizarem e secretarem andrógenos, que 

são então transportados para as células granulosas, onde serão convertidos em 

estrógenos pela ação das aromatases do citocromo P450.  

 

 

 1.5.2 Alterações promovidas por xenoestrógenos 

 

O desenvolvimento sexual feminino é um processo complexo e multifatorial, 

envolvendo uma cascata de eventos regulados pelos hormônios do eixo hipotalâmico-

pituitário. A regulação da síntese e secreção de gonadotropinas, que vão iniciar a 

puberdade e, já na fase adulta, dar continuidade ao processo de maturação e ovulação, é 

feita pelos estrógenos de forma clássica ou genômica, i.e. requer a ligação aos seus 

receptores específicos (REs). 

Os xenoestrógenos podem causar efeitos nocivos alterando os processos 

fisiológicos reprodutivos normais, ou mesmo o desenvolvimento dos órgãos sexuais, a 

partir da sua ligação a RE. 

A susceptibilidade a estrógenos em diferentes momentos do desenvolvimento 

sexual feminino pode ser antecipada – até certo ponto - a partir da quantificação dos 

REs presentes em diferentes tecidos, uma vez que, em grande parte esses compostos 

atuam mediante a ligação com receptores de estrogênio, principalmente do subtipo-α. 
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2. OBJETIVO 
 

 

 O objetivo deste estudo foi caracterizar as alterações de expressão do receptor de 

estrogênio-α (REα) em ovários, útero e vagina de ratas (Sprague-Dawley), por ocasião 

da abertura de vagina.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

  

 Todo o procedimento prático desse trabalho foi supervisionado pelo Prof. Dr. 

Ibrahim Chahoud e realizado no Departamento de Toxicologia, do Instituto de 

Farmacologia Clínica e Toxicologia da Freie Universität, Berlim, Alemanha, como 

parte de um convênio de cooperação científica entre a instituição alemã e o Laboratório 

de Toxicologia Ambiental (Departamento de Ciências Biológicas) da Escola Nacional 

de Saúde Pública da FIOCRUZ. 

 

 

3.1 Animais e grupos 

 

 

3.1.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Sprague-Dawley, fornecidos por Fa. Winkelmann, 

Borchen, Alemanha, adaptados previamente (duas semanas) às condições locais do 

biotério. 

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro constante (período claro de 07 

às 19 horas), temperatura ambiente de 21±1oC e umidade relativa do ar em torno de 

50±5%. As trocas das camas de maravalha (Altromin GmbH, Lage, Alemanha) foram 

realizadas duas vezes por semana. Água da torneira e ração comercial (Altromin 1324, 

Altromin GmbH, Lage, Alemanha) foram fornecidas ad libitum e substituídas 

diariamente. 

 

 

3.1.2 Acasalamento  

 

 O acasalamento dos animais foi realizado segundo o procedimento proposto por 

Chahoud e Kwasigroch (1977). 
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 Duas fêmeas com aproximadamente 200g foram transferidas para a gaiola de um 

macho onde permaneceram durante as duas últimas horas do ciclo escuro, por três dias 

consecutivos. 

 Após a retirada da gaiola, as fêmeas foram examinadas para a verificação do 

cruzamento através da presença de plug espermático na abertura da vagina ou pela 

presença de espermatozóides no esfregaço vaginal. 

 As primeiras 24 horas após a confirmação do cruzamento foram consideradas 

como dia 0 (zero) de gravidez. 

 As fêmeas grávidas foram mantidas em gaiolas individuais. 

 

 

3.1.3 Tratamento  

 

 Neste trabalho foram utilizadas fêmeas grávidas pertencentes ao grupo controle 

de outro estudo em andamento no laboratório. Esses animais foram tratados com 

veículo (amido de milho Mondamin®). Segundo estudos de teratologia realizados neste 

laboratório (dados não mostrados), não há evidências de que esse veículo altere o 

desenvolvimento embrionário. 

 O tratamento (10 ml/kg) foi feito por entubação gástrica, do dia 6 ao dia 21 de 

gestação.  

Os animais foram tratados com 2% de amido de milho (Mondamin®). O amido 

de milho foi aquecido e dissolvido em água. 

 

 

3.1.4 Ninhada 

 

 As fêmeas foram observadas diariamente, a fim de se registrar o dia de 

nascimento da ninhada (parto espontâneo), que foi considerado o dia 0 (zero) de vida 

pós-natal. 

 No dia 22 pós-natal (PN), os filhotes foram separados das mães e no dia 30 PN, 

separados por sexo e mantidos em gaiolas com filhotes pertencentes à mesma ninhada.  

 Neste estudo somente as fêmeas foram analisadas. 
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3.1.5 Grupos analisados 

 

Três grupos de fêmeas foram analisados de acordo com o momento do 

desenvolvimento sexual em que os animais foram sacrificados: aos 21 dias de idade (21 

DPN), vagina fechada (VF) e vagina aberta (VA). 

 

• 21 DPN – fêmeas com 21 dias de vida pós-natal, escolhidas aleatoriamente, 

foram sacrificadas (n=6). 

•  VA (vagina aberta) – fêmeas com idade variando entre 37 e 45 dias e com a 

vagina aberta. Para detectar a abertura da vagina, os animais foram 

examinados diariamente, às 10 horas da manhã. Assim que um pequeno 

orifício no canal vaginal era identificado o animal era sacrificado 

imediatamente (n=12). 

• VF (vagina fechada) – fêmeas com idade variando entre 37 e 45 dias e com a 

vagina fechada. Esse grupo foi constituído da seguinte maneira: para cada 

animal sacrificado no dia da abertura de vagina, foi sacrificada uma fêmea 

com a mesma idade e preferencialmente da mesma ninhada, mas com a 

vagina ainda fechada (n=12). 

 Todos os animais foram pesados e logo depois sacrificados por decapitação. 

 

 

3.1.6 Retirada e armazenamento dos órgãos 

 

 Na ocasião do sacrifício a vagina, o útero e os ovários de cada fêmea foram 

removidos e armazenados individualmente em tubos eppendorf. Os tubos foram 

mergulhados em nitrogênio líquido e transferidos para congelador a temperaturas 

ultrabaixas (– 80ºC). 
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3.2 Determinação semiquantitativa de receptores de estrogênio do subtipo-α 

 

 

3.2.1 Extração de proteínas 

 

 A etapa inicial da purificação de proteínas consistiu da maceração dos órgãos 

realizada em condições de baixíssima temperatura. Todo o material utilizado nessa 

etapa foi previamente colocado em nitrogênio líquido, por aproximadamente 30 

minutos.  

Cada órgão foi macerado individualmente (com exceção dos ovários) e recolhido 

em um tubo eppendorf. Tampão com inibidor de proteases (Complete Mini Reagent 

CMR, Roche) foi adicionado, sendo o volume ajustado ao peso do tecido macerado, i.e. 

2,5 µl de tampão por mg de tecido. 

 As amostras foram colocadas em banho ultrassônico por 20 minutos a 4o C e 

depois centrifugadas por 30 minutos a 20800g a 4oC. 

 O sobrenadante foi armazenado a – 80oC para posterior análise.  

 

 

3.2.2 Determinação de proteínas 

 

 A concentração de proteínas de cada amostra foi calculada utilizando o BCA 

(bicinchoninic acid) Protein Assay Kit da Pierce, para detecção colorimétrica. Em 

microplacas de plástico de fundo chato (96 poços) foram pipetados em triplicata o 

tampão (branco), seis diluições de albumina (BSA) e duas diluições diferentes de cada 

amostra. A placa foi incubada por 30 minutos a 37oC e depois permaneceu por 5 

minutos a temperatura ambiente. 

As absorbâncias das amostras (540nm) foram lidas em um espectofotômetro 

para placas e analisadas pelo Software Microplate Manager ®/PC version 4.0. 
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3.2.3 Eletroforese  

 

 O método descrito a seguir foi realizado baseado em Laemmli, 1970. 

 A corrida eletroforética foi realizada em cuba da marca Bio-Rad® Mini-Protean 

III. 

 Duas placas de vidro com espaçadores laterais de 1,5 mm foram acomodados no 

aparato específico para polimerização do gel. O gel de resolução (SDS a 10%) foi 

preparado e imediatamente aplicado entre as placas de vidro. 

 Depois de verificada a polimerização, o gel de armazenamento foi preparado e 

acomodado sobre o gel de resolução e o pente (de 1,5 mm de espessura e 15 canaletas) 

devidamente colocado. 

 Após a polimerização o conjunto de placas de vidro e gel foi cuidadosamente 

retirado e colocado em cuba eletroforética contendo tampão de eletroforese.  

O padrão de proteínas – que consistia de sete proteínas, conjugadas a um corante 

azul, de pesos moleculares variando de 26,6 a 180 kD - foi adicionado (5µl) a primeira 

canaleta de ambos os géis. As amostras de proteína foram diluídas em tampão Laemmli 

(1:1) e aquecidas com agitação durante 5 minutos a 95oC e pipetadas nas canaletas 

correspondentes. Amostras de todos os grupos de um mesmo tecido foram distribuídas 

no mesmo gel. A quantidade de proteína utilizada por canaleta foi de  50µg,  valor esse 

definido em experimentos anteriores (dados não mostrados).   

 A voltagem da fonte Power Pac 200/Bio Rad® foi mantida em 150V nos 10 

minutos iniciais e, posteriormente, reajustada para 100V até o final da corrida. A cuba 

foi mantida durante toda a corrida em recipiente com gelo. 

 A corrida foi encerrada quando a linha azul correspondente ao corante presente 

nas amostras atingiu a borda inferior do gel.  

 

 

3.2.4 Immunoblotting 

 

 Cessada a corrida, 45 a 90 minutos depois, as placas foram retiradas, os géis 

foram devidamente identificados e colocados sobre uma membrana de nitrocelulose 

previamente umedecida em tampão de transferência. A membrana de celulose, por sua 

vez, foi acomodada sobre três pedaços de papel filtro também previamente umedecidos. 

Sobre o gel foi colocado um outro conjunto de três papéis de filtro (Figura 10). 
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Figura 10: Disposição da membrana e do gel durante a transferência.  

 

 

A transferência foi realizada em aparelho de transferência a aproximadamente 

4ºC durante 70 minutos.  

Após a transferência o gel foi corado com Coomassie blue por 15 minutos e a 

membrana de nitrocelulose corada em Ponceau S red por 10 minutos aproximadamente 

e copiadas a fim de registrar o padrão e confirmar a transferência. As membranas foram 

lavadas por 10 minutos (com agitação) em solução tampão de Tris (TBS) e colocadas 

em solução bloqueadora (5% de leite em pó desnatado) por 60 minutos.  

Foi utilizado o anticorpo primário policlonal desenvolvido em coelhos contra um 

peptídeo da região carboxi-terminal do receptor de estrogênio subtipo α de 

camundongo, fornecido pela Santa Cruz Biotechnology®, ERα (MC-20) sc-542. 

A solução de anticorpo primário (diluído 200 vezes em solução de leite em pó 

desnatado a 5%) foi adicionada a membrana e esta mantida durante a noite sob agitação 

a 4oC. 

As membranas foram lavadas duas vezes por 10 minutos em solução tampão de 

Tris com Tween (TTBS) e mais duas vezes por 10 minutos em TBS.  

As membranas foram incubadas, com agitação e protegidas da luz, por 90 

minutos em solução de anticorpo (1:5000) anti-coelho desenvolvido em asno, 

conjugado a peroxidase, da Santa Cruz Biotechnology® (Donkey anti-rabbit IgG-HRP, 

sc-2077). 

Depois da incubação as membranas foram lavadas novamente, duas vezes em 

TTBS por 10 minutos e mais duas vezes, também por 10 minutos, em TBS. 
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A solução de substrato de quimioluminescência para peroxidase foi preparada, 

como recomendado pelo fabricante (kit UP99619 UptiLight HRP blot substrate, 

Uptima), e colocada sobre as membranas, com agitação e protegidas da luz por 1 

minuto. 

As membranas foram levemente escorridas e colocadas, protegidas por plástico, 

em uma caixa de revelação. O material foi levado a uma sala escura e revelado no 

aparelho de revelação de raios-X da Optimax, em filme de raios-X do tipo R da 

KODAK®. 

Como controle da concentração de proteínas colocadas no gel, foram analisadas 

as bandas obtidas a partir da incubação com um anticorpo anti ß-actina, um peptídeo 

presente em uma grande variedade de tecidos e espécies. 

Para esse procedimento, depois da revelação, as membranas foram incubadas 

com solução de substrato de quimioluminescência até o dia seguinte, protegidas da luz. 

Após a confirmação da ausência de bandas, as membranas foram incubadas durante a 

noite a 4oC com anticorpo monoclonal (1:30000), proveniente de hibridoma de 

camundongo, anti-ß actina. (Clone AC-15, A5441 Sigma). 

As membranas foram lavadas como descrito anteriormente, com TTBS e TBS, e 

incubadas com anticorpo secundário anti-camundongo (Anti-Maus-IgG POD Konjugat-

Ziege, da Bio Genes GmbH) por 90 minutos. As membranas foram lavadas e incubadas 

com quimioluminescência, com agitação e protegidas da luz. Os filmes foram revelados 

como descrito anteriormente. 

 

 

3.2.5 Análise semiquantitativa das bandas 

 

Os filmes foram captados pelo Software DIANA/95 version 1.6 a partir de uma 

Câmera Raytest CCD. A densidade das bandas foi analisada pelo Software Advanced 

Image Data Analyzer, AIDA version 2.11 e os valores foram expressos em Unidades 

arbitrárias de densidade óptica (UDO). 
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3.2.6 Análise estatística 

 

Os pesos absolutos dos órgãos – ovários, útero e vagina – dos grupos VF e VA, 

foram tratados estatisticamente pela análise de variância de uma via (ANOVA) e, em 

seguida, a diferença significativa entre dois grupos determinada pelo Teste t de Student.  

Os pesos relativos dos órgãos, assim como a diferença das densidades das 

bandas imunorreativas mostradas pelos órgãos entre os três grupos analisados (21 DPN, 

VF e VA), não obedecem a uma distribuição normal. Dessa maneira, esses dados foram 

analisados pelo Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do Teste U de Mann-Whitney.  

As diferenças entre grupos foram consideradas estatisticamente significativas 

quando p < 0,05. A análise estatística foi realizada por meio do programa MINITAB® 

10.5 (MINITAB Statistical Software, MTB Inc., PA, USA, 1995). 

Os dados de peso corpóreo foram analisados pelo teste de Wilcoxon Signed-

Rank, pareando-se o peso corpóreo de cada animal do grupo VA com um animal do 

grupo VF, com a mesma idade e quase sempre pertencente à mesma ninhada.  

 

 

3.2.7 Equipamentos e reagentes 

 

 

 3.2.7.1 Equipamentos 

 
• Cuba eletroforética Mini Protean III ® - Bio Rad 

• Espectofotômetro 

• Máquina de revelação Optimax Typ TR – MS Laborgeräte 

• Power Pac 200/Bio Rad ®  

• Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer cell – Bio Rad 
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 3.2.7.2 Software 

 

• Advanced Image Data Analyzer, AIDA version 2.11 

• DIANA/95 version 1.6 

• Microplate Manager ®/PC version 4.0 

• MINITAB® 10.5 (MINITAB Statistical Software, MTB Inc., PA, USA, 1995). 

 

 

 3.2.7.3 Reagentes 

 

• Ácido acético Glacial 

 
C2H4O2 

PM: 60,05 

Roth 3738.1 

CAS 64-9-7 

Lote: 51152031 

 

• Agarose 

 

Gibco Brl 15510-027 

Lote: 3048959 

 

• Azul de bromofenol 

 

C19H9Br4O5SNa 

PM: 691,9 

Sigma B-8026 

CAS 62625-28-9 

Lote:65H3577 
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• BCA Protein Assay Reagent 

 
 Pierce 23225 

 

• 1-Butanol 

 

CH3(CH2)3OH 

PM: 74,12 

Merck 

CAS 71-36-3 

Lote: 29579088 148 

 

• Clorofórmio 

 
CHCl3 

PM: 119,4 

Sigma C-2432 

CAS 200-663-8 

Lote: 59H0358 

 

• Cloreto de magnésio 

 
MgCl2.6H2O 

Sigma M-2670  

PM: 203,3 

CAS 7786-30-3 

Lote: 67H10242 

 

• Cloreto de potássio 

 
KCl 

PM: 74,56 

Roth 6781.1 

CAS 7447-40-7 
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Lote: 31732523 

 

• Cloreto de sódio 

 
NaCl 

PM: 58,44 

Merck 1.06404.5000 

CAS 7647-14-5 

Lote: K29051704 

 

• CMR (complete mini reagent) 

 

Cocktail de inibidor de proteases 

Roche 1 836 153 

 

• Coomassie Blue 

 
C47H48N3O7S2.Na 

PM: 854,0 

Serva 17524 

CAS 6104-58-1 

Lote: 08835 

 

• Glicina 

 
C2H5NO2 

PM: 75,07 

Roth 3908.1 

CAS 56-40-6 

Lote: 072530020 

 

• Leite em pó desnatado 

 
Spinnrad 11018 

Lote: 396080 
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• 2-Mercaptoetanol 

 

2-Hidroxietillmercaptano 

Sigma M-3148 

CAS 60-24-2 

Lote: 27H1172 

 
• Metanol 

 
CH3OH 

PM: 32,04 

J.T.Baker 

CAS 67-56-1 

Lote: 0106030004 

 
• Ortovanadate sódica 

 

Na3VO4 

Sigma S-6508 

CAS 237-287-9 

Lote: 99H0852 

 

• Padrão de proteína 

 

Proteínas conjugadas a um corante azul e seus pesos moleculares aproximados 

(em kD):  

Isomerase triosefosfato (músculo de coelho)  26,6 

Desidrogenase láctica (músculo de coelho)   36,5 

Fumarase (coração suíno)     48,5 

Piruvato quinase (músculo de galinha)   58,0 

Frutose-6-fosfato quinase (músculo de coelho)  84,0 

Β-galactosidase (Escherichia. coli)    116,0 

α2-macroglobulina (plasma humano)    180,0 
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• Paraformaldeído 

 
HO(CH2O)n H 

Merck 1.04005.1000 

CAS 30525-89-4 

Lote: K22367805 544 

 
• Persulfato de amônio 

 
(NH4)2S2O8 

Sigma A-3678 

CAS 7727-54-0 

Lote: 20K0244 

 

• Ponceau-S concentrado 

 
CAS 6226-78-4 

Sigma P 7767 

Lote: 063H6199 

 

• 2-Propanol 

 

C3H8O 

Roth 6752.1 

CAS 67-63-0 

Lote: 27149081 

 
• SDS (dodecil sulfato de sódio) 

 

C12H25O4S.Na 

PM: 288,4 

Serva 20783 

CAS 151-21-3 

Lote: 13508 
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• Substrato quimioluminescente para blotting com peroxidase 

 
UP 99619 Uptilight HRP blot substrate 

 

• TEMED  

 

1,2-Bis(dimetilamino)etano 

CAS 110-18-9 

Sigma T-9281 

Lote: 90K1699 

 
• Tris (hidroximetilaminometano) 

 

C4H11NO3 

PM: 121,14 

Roth 5429.1 

CAS 77-86-1 

Lote: 45150561 

 

• Tris (hidroximetilaminometano) HCl 

 

C4H11NO3*HCl  

PM: 157,61 

ICN Biomedicals 816124 

CAS 1185-53-1 

Lote: 84270 

 

• Tween 20 

 

Roth 9127.1 

CAS 9005-64-5 

Lote: 03252523 
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3.2.7.4 Anticorpos 

 

• Anti-receptor de estrogênio α 

 
ER-α (MC-20): sc-542 

IgG coelho policlonal, 200 µg/ml 

Santa Cruz Biotechnology 

Armazenar a 4ºC 

Lote: K191 

 

• Anti-β- actina  

 
Clone AC-15 

Mouse ascites fluids 

Sigma A5441 

Armazenar a 4ºC ou por longos períodos, aliquotado a –20oC 

Lote: 041K4818 

 

• Anti-coelho 

 

Donkey anti-rabbit IgG-HRP 

200 µg/0,5ml 

cat # sc-2077 

Santa Cruz Biotechnology 

Armazenar a 4ºC 

Lote: l029 

 

• Anti-camundongo 

 

Anti-Maus-IgG POD Konjugat (Ziege) 

Bio Genes GmbH 22094.0001 

AMP-1095-2 

Armazenar a 4ºC 
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Lote: 0S-0701-004 

 

 

3.2.8 Preparo de soluções 

 

• 1-Butanol (1:3) 

 

1-Butanol   30 ml 

Água bidestilada   60 ml 

Armazenar a temperatura ambiente. 

 

• Coomassie Blue 0,025%(p/v) 10% (v/v) ácido acético 

 

Ácido acético 200 ml 

Água bidestilada 1800 ml 

Coomassie Blue G-250  0,5g  

Homogeneize por uma hora e filtre em papel Whatman nº 1. 

Armazenar a temperatura ambiente. 

 

 

• Gel de resolução 

 

Quantidade necessária para um gel: 

Acrilamida/bisacrilamida 30% 3,3 ml 

1,5 M Tris (pH 8,8)  2,5 ml 

SDS 10% (p/v) 100 µl 

Persulfato de amônio 10% (p/v)  100 µl 

TEMED   4 µl 

Água bidestilada   4,0 ml 

 

 

• Gel de empacotamento 

 

 40
Quantidade necessária para um gel: 



Acrilamida/bisacrilamida 30%  330 µl 

1,5 M Tris (pH 8,8)  250 µl 

SDS 10% (p/v)  20 µl 

Persulfato de amônio 10% (p/v)  20 µl 

TEMED  2 µl 

Água bidestilada 1,4 ml 

 

 

• Ortovanadate sódica 200µM 

 

Ortovanadate sódica 0,3678 g 

Água bidestilada 10 ml 

Armazenar a –20 oC. 

 

 

• 10 % de persulfato de amônio (p/v) 

 

Persulfato de amônio 300 µg  

Água bidestilada 300 µl  

Armazenar a 4º C. 

 

 

• 10% SDS 

 

SDS 10 g 

Água bidestilada autoclavada 90 ml 

Cubra o recipiente, homogeneize misture e aqueça a 63 oC. 

Água bidestilada autoclavada qsp 100 ml 

Armazenar a temperatura ambiente. 

 

 

• Solução bloqueadora 5% (v/v) 

 

 41
Solução tampão TBS 80 ml 



Leite em pó desnatado 4 g 

OBS: Preparo na hora 

  

 

• Solução descolorante  

 

Metanol  300 ml 

Ácido acético glacial  100 ml 

Água bidestilada  600 ml 

Armazenar a temperatura ambiente. 

 

 

• Solução de diluição de anticorpo 0,5% (v/v) 

 

Solução tampão TBS 80 ml 

Leite em pó desnatado  0,4 g 

OBS: Preparo na hora 

 

• Solução Ponceau S 

 

Ponceau S concentrado 20 ml 

Água bidestilada qsp  180ml 

Armazenar a temperatura ambiente. 

 

 

• Solução tampão de eletroforese (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1 %) 

 

Água bidestilada qsp 1000 ml 

Tris  3,03 g 

Glicina  14,41 g 

SDS 1 g 

Armazenar a 4 oC. 
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• Solução tampão de transferência (Tris 48 mM, Glicina 39 mM, SDS 0,037%, 

Metanol 20 %) 

 

Tris  3,03 g 

Glicina  14,41 g 

Metanol  200 ml 

SDS 0,037% (v/v)  0,37 g 

Água bidestilada qsp  1000 ml 

Armazenar a 4 oC. 

 

 

• Solução tampão Tris (TBS) 

 

Tris 30,0 g 

NaCl 2,0 g 

Água bidestilada qsp 800 ml 

Ajustar o pH para 8,0 com HCl 6 N 

Água bidestilada qsp 1000 ml 

Armazenar a temperatura ambiente. 

 

 

• Solução tampão Tris/Tween (TTBS) 

 

Solução TBS 1000 ml 

Tween  0,5 ml 

Armazenar a temperatura ambiente. 

 

 

• Solução Tris 1,5M pH 8,8  

 

Tris  181,78 g 

Água bidestilada qsp  800 ml 

Homogeneizar e ajustar o pH para 8,8 com HCl 6 N 
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Água bidestilada qsp  1000 ml 



Armazenar 4º C. 

 

 

• Solução Tris 50mM pH 7,4 

 

Tris-HCl  7,88 g 

Água bidestilada qsp  800 ml 

Homogeneizar e ajustar o pH para 7,4 com KOH 1N 

Água bidestilada qsp  1000 ml 

Armazenar 4º C. 

 

 

• Tampão de inibidor de proteases ortovanadate sódica 200µM 

 

1 tablete CMR (Complete Mini Reagent) 

 Ortovanadate sódica 10mM  200µl 

Solução Tris 50mM pH 7,4  10ml 

Armazenar 4º C. 

 

• Tampão Laemmli  

 

Água bidestilada  3,8ml 

0,5M Tris-HCl, pH 6,8  1,0ml 

Glicerol 0,8ml 

SDS 10% (p/v)  1,6ml 

2-mercaptoetanol  0,4ml 

Azul de bromofenol 1% (p/v)  0,4ml 

Armazenar a – 20 oC. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Peso corpóreo 

 

Todas as ratas pertencentes aos grupos 21 DPN (dias pós-natal), VF (vagina 

fechada) e VA (vagina aberta), foram pesadas imediatamente antes do sacrifício por 

decapitação. 

Como pode ser visto na Tabela 2 e na Figura 11, embora pareadas quanto à 

idade e – sempre que possível também quanto à ninhada - as fêmeas do grupo com 

vagina aberta (VA - Média±DP; 103±9) pesavam mais do que aquelas com a vagina 

ainda fechada (VF; 92±15) como confirmado pelo teste de Wilcoxon Signed-Rank 

(p<0,05). 

Somente duas ratas (de um total de doze) do grupo VA que possuíam a mesma 

idade, porém não pertenciam à mesma ninhada, apresentaram peso corpóreo inferior ao 

de suas respectivas controles (VF) pareados. 

 

 

4.2 Peso dos órgãos (ovários, útero e vagina) 

 

Depois do sacrifício, os ovários, o útero e a vagina de cada fêmea foram 

removidos e armazenados a temperaturas ultrabaixas (-80ºC). 

Como os ovários, úteros e vaginas não foram pesados logo após terem sido 

retirados, dispomos apenas do peso dos órgãos congelados. 

 As médias e os desvios-padrão dos pesos absolutos (mg) dos três órgãos 

analisados são mostrados na Figura 11. 
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Tabela 2: Peso corpóreo (g) das ratas sacrificadas aos 21 DPN, no dia da abertura da 

vagina (VA) e das fêmeas ainda com a vagina fechada (VF) pareadas quanto à idade 

com fêmeas do grupo VA. 

 
 

21 DPN 
 

VF 
 
VA 

Animal Peso Animal Peso Idade Ninhada Animal Peso Idade Ninhada

7 21 19 84 37 1B 13 100 37 1B 

8 21 21 102 37 3B 15 107 37 3B 

9 23 20 79 38 1B 14 105 38 1B 

10 24 22 101 38 4B 16 106 38 4B 

11 31 8 109 39 5 2 106 39 3 

12 32 9 71 40 3 3 99 40 3 

  10 88 40 6 4 96 40 6 

  7 76 41 2 1 105 41 2 

  12 96 41 3 6 91 41 5 

  24 117 41 3B 18 122 41 3B 

  23 107 41 4B 17 109 41 4B 

  11 75 44 1 5 86 44 1 

 
Média ± DP 

 

25 ± 5 

  

92 ± 15 

    

103 ± 9 a 

  

a ≠ VF (p<0,05)  teste de Wilcoxon Signed-rank 
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VAVF21 DPN
: Média e desvio-padrão do peso corpóreo (g) de fêmeas sacrificadas em três momentos diferentes do 
ento pós-natal: aos 21 dias de vida (21 DPN), no dia da abertura da vagina (VA) e com a mesma idade do 

grupo VA, porém com a vagina ainda fechada (VF). 
a ≠ VF (teste de Wilcoxon Signed-rank, p<0,05) 
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Figura 12: Média e desvio-padrão do peso absoluto (mg) do útero, vagina e ovários de fêmeas sacrificadas em três momentos 
diferentes do desenvolvimento pós-natal: aos 21 dias de vida (21 DPN), no dia de abertura da vagina (VA), com a mesma idade do 

grupo VA, porém com a vagina ainda fechada (VF).   
 



4.2.1 Ovários 

 

 Os ovários direito e esquerdo foram pesados isoladamente, mas na Tabela 3 são 

apresentados os pesos absolutos (mg) e relativos (%) dos dois ovários somados. 

Somente quatro animais do grupo VA apresentaram pesos absolutos dos ovários, 

menores do que os seus respectivos controles pareados (com a mesma idade e, quase 

sempre, mesma ninhada) do grupo VF. Esses mesmos animais também apresentaram 

pesos relativos menores que os animais correspondentes do grupo VF. A ANOVA não 

mostrou diferença entre os grupos (p<0,05) VA e VF quanto ao peso absoluto dos 

ovários.  

Como pode ser visto na Tabela 2, houve aumento no peso relativo dos ovários, 

com a idade, sendo o peso do grupo 21 DPN (Média±DP; 0,0110±0,0064) menor que 

dos grupos VF (0,0366 ± 0,0149) e VA (0,0440 ± 0,0095).  

Não houve entretanto diferença entre animais de mesma idade mas em situação 

diferente quanto à abertura de vagina (i.e., VA versus VF). Somente houve diferença 

entre os grupos 21 DPN e VA (teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney, 

p<0,05).  

 

 

4.2.2 Útero 

 

A Tabela 4 mostra os pesos absolutos e relativos dos úteros das ratas dos grupos 

21 DPN, VF e VA.  

Somente cinco animais do grupo VA apresentaram pesos absolutos dos úteros, 

menores do que seus respectivos controles pareados (todos da mesma idade e da mesma 

ninhada) do grupo VF. Esses animais foram também os únicos que apresentaram peso 

relativo do útero inferior aos dos respectivos controles pareados do grupo VF. A 

ANOVA não mostrou diferença entre os pesos absolutos dos úteros dos grupos VF e 

VA(p<0,05).  

Como pode ser visto na Tabela 3, houve aumento do peso relativo dos úteros 

entre o dia 21 de vida pós-natal (0,087 ± 0,026) e o dia de abertura da vagina, VF 

(0,1385 ± 0,1104) e VA (0,1528 ± 0,0603). 

 5



Não houve, entretanto diferença de peso relativo de útero entre animais de 

mesma idade com vagina aberta (VA) e vagina fechada (VF). Somente houve diferença 

entre os grupos 21 DPN e VA (p<0,05).  

 

 

4.2.3 Vagina 
 
 

Como mostrado na Tabela 5, somente cinco ratas do grupo VA apresentaram 

peso absoluto da vagina, menor que seus respectivos controles pareados do grupo VF. 

Todos esses animais possuíam a mesma idade quando sacrificados e pertenciam à 

mesma ninhada, com uma única exceção, que apresentou peso absoluto pouco maior. 

Esses animais foram os que também apresentaram peso relativo inferior aos do grupo 

VF. A ANOVA não mostrou diferença entre os pesos absolutos das vaginas dos grupos 

VF e VA(p<0,05). 

Como poder ser visto na Tabela 4, não houve aumento no peso relativo das 

vaginas, entre o dia 21 de vida pós-natal (0,114 ± 0,029) e o dia de abertura de vagina, 

VF (0,1023 ± 0,0479) e VA (0,1166 ± 0,0268). Também não houve diferença de peso 

relativo entre animais de mesma idade com a vagina aberta (VA) e fechada (VF). 

Os animais do grupo VA que apresentaram peso relativo da vagina menor que o 

respectivo controle pareado do grupo VF, são os mesmos que apresentaram pesos 

relativos dos úteros menores que os controles do grupo VF. 
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Tabela 3: Pesos absolutos e relativos dos ovários direito e esquerdo de fêmeas em diferentes momentos do desenvolvimento 

sexual: aos 21 dias de vida (21 DPN), no dia da detecção da abertura de vagina (VA) e animais com a mesma idade e, 

preferencialmente, da mesma ninhada dos animais do grupo VA, porém com a vagina ainda fechada (VF). 
 

21 DPN 
 

 
VF 

 
VA 

 
 

Animal 

 
Peso 

absoluto 
 (mg) 

 
Peso 

relativo 
 (%) 

 
Peso 

corpóreo 
(g) 

 
 

Animal

 
Peso 

absoluto 
 (mg) 

 
Peso 

relativo 
 (%) 

 
Peso 

corpóreo 
(g) 

 
 

Ninhada 

 
Idade 
(dias) 

 
 

Animal

 
Peso absoluto 

(mg) 

 
Peso 

relativo 
(%) 

 
Peso 

corpóreo 
(g) 

 
 

Ninhada 

 
Idade 
(dias) 

                
7 4,5 0,0217 20,7 19 37,2 0,044 84 1B 37 13 34,4 0,0340 100 1B 37 
                
8 3,2 0,0142 20,5 21 36,3 0,036 102 3B 37 15 51,6 0,048 107 3B 37 
                
9 1,0 0,0049 22,5 20 30,5 0,039 79 1B 38 14 66,2 0,063 105 1B 38 
                

10 1,7 0,0070 24,4 22 36,6 0,036 101 4B 38 16 62,4 0,059 106 4B 38 
                

11 3,8 0,0121 31,3 8 26,6 0,024 109 5 39 2 47,3 0,045 106 3 39 
                

12 1,9 0,0060 31,9 9 19,1 0,027 71 3 40 3 31,8 0,032 99 3 40 
                
    10 29,7 0,034 88 6 40 4 37,8 0,039 96 6 40 
                
    7 47,8 0,063 76 2 41 1 38,2 0,036 105 2 41 
                
    12 18,2 0,019 96 3 41 6 37,8 0,042 91 5 41 
                
    24 55,2 0,047 117 3B 41 18 44,8 0,037 122 3B 41 
                
    23 61,6 0,058 107 4B 41 17 52,5 0,048 109 4B 41 
                
    11 9,5 0,013 75 1 44 5 38,6 0,045 86 1 44 
                
                

Média ± DP 2,7 ± 1,4 0,0110 ± 
0,0064b 

25,2 ± 5,1  34,0±15,3 0,0366 ± 
0,0149 

92 ± 15    45,28 ± 11,01 0,0440 ± 
0,0095 

103 ± 9 a   

                

a≠VF (teste Wilcoxon Signed-rank); b≠VA (p<0,05) segundo teste de Kruskal Wallis, seguido de teste U de Mann-Whitney.  



Tabela 4: Pesos absolutos e relativos dos úteros de fêmeas em diferentes momentos do desenvolvimento sexual: aos 21 dias de 

vida (21 DPN), no dia da detecção da abertura de vagina (VA) e animais com a mesma idade e, preferencialmente, da mesma 

ninhada dos animais do grupo VA, porém com a vagina ainda fechada (VF). 
 

21 DPN 
 

 
VF 

 
VA 

 
 

Animal 

 
Peso 

absoluto 
 (mg) 

 
Peso 

relativo 
 (%) 

 
Peso 

corpóreo 
(g) 

 
 

Animal

 
Peso absoluto 

 (mg) 

 
Peso 

relativo 
 (%) 

 
Peso 

corpóreo 
(g) 

 
 

Ninhada 

 
Idade 
(dias) 

 
 

Animal

 
Peso 

absoluto 
(mg) 

 
Peso 

relativo 
(%) 

 
Peso 

corpóreo 
(g) 

 
 

Ninhada 

 
Idade 
(dias) 

                
7 21,2 0,102 20,7 19 77,4 0,092 84 1B 37 13 152,5 0,153 100 1B 37 
                

8 26,0 0,127 20,5 21 55,6 0,055 102 3B 37 15 176,1 0,165 107 3B 37 
                

9 19,8 0,088 22,5 20 42,2 0,053 79 1B 38 14 153,0 0,1460 105 1B 38 
                

10 21,4 0,088 24,4 22 203,9 0,202 101 4B 38 16 158,6 0,150 106 4B 38 
                

11 19,5 0,062 31,3 8 36,8 0,034 109 5 39 2 109,5 0,103 106 3 39 
                

12 17,9 0,056 31,9 9 48,5 0,068 71 3 40 3 299,3 0,302 99 3 40 
                
    10 264,6 0,301 88 6 40 4 186,4 0,194 96 6 40 
                
    7 203,9 0,268 76 2 41 1 80,5 0,077 105 2 41 
                
    12 331,4 0,345 96 3 41 6 114,1 0,125 91 5 41 
                
    24 83,8 0,072 117 3B 41 18 246,5 0,202 122 3B 41 
                
    23 124,5 0,116 107 4B 41 17 103,0 0,094 109 4B 41 
                
    11 41,5 0,055 75 1 44 5 106,0 0,123 86 1 44 
                
                

Média±DP 21,0 ± 2,8 b 0,087 ± 
0,026 

25,2 ± 5,1  126,2 ± 100,3 0,1385 ± 
0,1104 

92 ± 15    157,1 ± 64,0 0,1528 
± 

0,0603 

103 ± 9 a   

                

                  a≠VF (teste Wilcoxon Signed-rank); b≠VA (p<0,05) segundo teste de Kruskal Wallis, seguido de teste U de Mann-Whitney.  



Tabela 5: Pesos absolutos e relativos das vaginas de fêmeas em diferentes momentos do desenvolvimento sexual: aos 21 dias 

de vida (21 DPN), no dia da detecção da abertura de vagina (VA) e animais com a mesma idade e, preferencialmente, da 

mesma ninhada dos animais do grupo VA, porém com a vagina ainda fechada (VF). 
 

21 DPN 
 

 
VF 

 
VA 

 
 

Animal 

 
Peso 

absoluto 
 (mg) 

 
Peso 

relativo 
 (%) 

 
Peso 

corpóreo 
(g) 

 
 

Animal

 
Peso 

absoluto 
 (mg) 

 
Peso 

relativo 
 (%) 

 
Peso 

corpóreo 
(g) 

 
 

Ninhada 

 
Idade 
(dias) 

 
 

Animal

 
Peso 

absoluto 
(mg) 

 
Peso 

relativo 
(%) 

 
Peso 

corpóreo 
(g) 

 
 

Ninhada

 
Idade 
(dias) 

                
7 31,2 0,151 20,7 19 71,9 0,086 84 1B 37 13 952,0 0,095 100 1B 37 
                

8 29,9 0,146 20,5 21 57,7 0,057 102 3B 37 15 127,2 0,119 107 3B 37 
                

9 26,2 0,116 22,5 20 40,0 0,051 79 1B 38 14 112,2 0,1070 105 1B 38 
                

10 25,2 0,103 24,4 22 144,7 0,143 101 4B 38 16 114,1 0,108 106 4B 38 
                

11 27,5 0,088 31,3 8 98,2 0,090 109 5 39 2 143,7 0,136 106 3 39 
                

12 26,4 0,083 31,9 9 48,5 0,068 71 3 40 3 159,6 0,161 99 3 40 
                
    10 142,9 0,162 88 6 40 4 145,9 0,152 96 6 40 
                
    7 139,4 0,183 76 2 41 1 86,0 0,082 105 2 41 
                
    12 156,5 0,163 96 3 41 6 111,3 0,122 91 5 41 
                
    24 62,3 0,053 117 3B 41 18 172,7 0,142 122 3B 41 
                
    23 106,1 0,099 107 4B 41 17 105,1 0,096 109 4B 41 
                
    11 54,1 0,072 75 1 44 5 68,5 0,080 86 1 44 
                
                

Média±DP 27,7 ± 2,3 0,114 ± 
0,029 

25,2 ± 5,1  93,5±43,1 0,1023 ± 
0,0479 

92 ± 15    120,1 ± 
30,8 

0,1166 ± 
0,0268 

103 ± 9 a   

                

a≠VF (teste Wilcoxon Signed-rank). 
 
 
 



4.3 Expressão do receptor de estrogênio subtipo  α  (REα) analisada por Western 

Blotting 

 

 A expressão do receptor de estrogênio α foi analisada semiquantitativamente em 

três tecidos de ratas Sprague-Dawley: ovário, vagina e útero. Para esta análise por 

eletroforese em gel de poliacrilamida e “immunoblot” utilizamos anticorpos contra 

receptor de estrogênio-α de camundongos. 

As membranas de nitrocelulose obtidas a partir das transferências dos géis, 

foram incubadas com o anticorpo policlonal anti-receptor de estrogênio-α de 

camundongos, desenvolvido em coelho e, em seguida, incubadas com anticorpo 

secundário anti IgG de coelho, conjugado a peroxidase. O substrato quimioluminescente 

foi colocado sobre as membranas protegidas da luz e estas, por sua vez, expostas a um 

filme sensível a raios-X revelado em aparelho apropriado. Após a revelação os grupos 

analisados mostraram três bandas imunorreativas de pesos moleculares aparentes 

diferentes: 64, 56 e/ou 42 kD. 

As imagens fotográficas foram escaneadas e as densidades ópticas de cada 

banda, medidas, integrando-se a densidade correspondente a cada banda dividida pela 

integral da área determinada como o background. 

A fim de facilitar a análise e visualização dos resultados, todos os valores, de 

DO registrados foram divididos por 105. Os valores são apresentados em unidades 

arbitrárias de densidade óptica (UDO). 

 

 

4.3.1 Ovários 

 

 Devido ao tamanho reduzido dos ovários, principalmente do grupo 21 DPN, 

foram formados pools de três ovários (direito ou esquerdo, escolhido aleatoriamente) 

provenientes de diferentes fêmeas do mesmo grupo. No total foram obtidos dois pools 

do grupo 21 DPN (números 1 e 2) e quatro pools dos grupos VF (números 3, 4, 7 e 8) e 

VA (números 5, 6, 9 e 10). 

 Cada pool obtido foi analisado individualmente e teve sua concentração de 

proteína determinada. Foram pipetados 50 µg de proteína, por canaleta do gel, de cada 

pool. 
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Após a revelação da imagem de raio-X referente aos pools de ovários dos grupos 

analisados, foram visualizadas três bandas imunorreativas de pesos moleculares 

aparentes: 64, 56 e/ou 42 kD (Figura 13). 

A Tabela 6 mostra os valores arbitrários de densidade óptica obtidos de cada 

pool, assim como a média, o desvio-padrão (DP), a mediana e o primeiro e terceiro 

quartis de cada grupo. 

 

 

Figura 13: Bandas imunorreativas ao REα obtidas de pools de ovários de ratas Sprague-

Dawley em diferentes momentos do desenvolvimento pós-natal: 21 DPN, VF e VA. 

 

 

 
 

  

  

N      º    pool

 

 10
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 8

 

 7

 

 6 5

  

4  

  

3   

  

2   

  

1   

 VA   VA  VF VF21 DPN   

26,6 kD   

36,5 kD   

48,5 kD   

58 kD   

84 kD   

116 kD   

180 kD   

42 kD   

56 kD   

64 kD   
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Todas as bandas de pesos moleculares aparentes 64, 56 e 42 kD, obtidas em 

pools de ovários do grupo VA (Média±DP: 2,17±1,42, 39,23±11,00 e 11,49±10,03, 

respectivamente) apresentaram valores de densidade óptica inferiores àqueles obtidos 

em ovários de ratas do grupo VF (12,68±2,65, 48,27±9,52 e 19,38±6,97, 

respectivamente). O grupo VF, por sua vez apresentou valores arbitrários de DO 

inferiores aos obtidos pelo grupo 21 DPN para todas as três bandas (14,22±5,64, 

53,68±2,74 e 45,07±6,85, respectivamente). 

A Figura 14 mostra os valores dos pools, obtidos para cada animal de cada 

grupo, para as diferentes bandas visualizadas. 

A banda de 64 kD do grupo VF foi claramente mais densa do que a banda 

correspondente do grupo VA (testes de Kruskal-Wallis, seguido de Mann-Whitney, 

p<0,05). 
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Tabela 6: Análise semiquantitativa de immunoblots usando anticorpo contra REα de 

camundongos, em pools de três ovários de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em 

diferentes momentos do desenvolvimento pós-natal.  

 

  
Nº pool 

 
 

64 kD* 

 
 

56 kD 

 
 

42 kD 

 

 21 DPN 
 

1 
 

18,20 
 

55,61 
 

45,07 

 2 10,23 51,74 35,38 

Média  14,22 53,68 45,07 

DP  5,64 2,74 6,85 
     

VF 3 12,80 57,88 18,88 

 4 15,11 49,51 29,17 

 5 8,97 35,12 12,94 

 6 13,84 50,55 16,53 

Média  12,68 b 48,27 19,38 

DP  2,65 9,52 6,97 

Mediana  13,32 50,03 17,71 

Q1-Q3  12,80-12,80 49,51-49,51 16,53-16,53 
     

VA 7 0,57 24,76 0,00 

 8 2,90 43,62 10,36 

 9 3,74 50,74 24,47 

 10 1,45 37,79 11,13 

Média  2,17 39,23 11,49 

DP  1,42 11,00 10,03 

Mediana  2,18 40,71 10,75 

Q1-Q3  2,90-1,45 37,79-37,79 10,36-10,36 
 

b ≠ VA (Kruskal Wallis seguido de U de Mann-Whitney) 

* Os valores expressos em UDO (unidades arbitrárias de densidade óptica). A leitura original foi multiplicada por 10-5. 
21 DPN - fêmeas sacrificadas aos 21 dias de vida; VA – fêmeas sacrificadas no dia da abertura de vagina; VF - fêmeas com a 
vagina ainda fechada, sacrificadas com a mesma idade em que ocorreu a abertura de vagina de outro animal com a mesma 
idade e da mesma ninhada.  
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Figura 14: individuais de ovários de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em diferentes momentos do desenvolvimento pós-natal, 
obtidos da análise semiquantitativa de “immunoblots”. 

2  21 dias pós-natal; VF - vagina fechada; VA - vagina aberta; UDO - unidades arbitrárias de densidade óptica 
(a leitura original foi dividida por 105). 
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4.3.2 Útero 

 

 No caso dos úteros foram analisadas as amostras individuais de cada fêmea. Em 

cada canaleta do gel, foram pipetados 50 µg  de  proteína  obtidas do útero de cada 

animal. 

Após a revelação da imagem de raio-X referente aos úteros dos grupos 

analisados, três bandas imunorreativas de pesos moleculares aparentes: 64, 56 e/ou 42 

kD, foram visualizadas. A Figura 15 mostra os valores obtidos pelos animais do grupo 

21 DPN (n=6), e por 4 animais dos grupo VF e VA, pertencentes a mesma ninhada, 

analisados em uma única corrida eletroforética. 

 
 
 

Figura 15: Bandas imunorreativas ao REα  obtidas  de  úteros  de ratas Sprague-Dawley 

em diferentes momentos do desenvolvimento sexual: 21 DPN, VF e VA. 
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Na Tabela 7 são mostrados os valores de densidade óptica obtidos para os úteros 

de cada fêmea assim como a média, o desvio-padrão (DP), a mediana e o primeiro e 

terceiro quartis de cada grupo.  

Todas as bandas de pesos moleculares aparentes 64 e 56 kD, obtidas para o 

grupo VA (Média±DP: 10,60±3,94 e 37,94±5,77, respectivamente) apresentaram 

valores de densidade óptica inferiores aos obtidos para o grupo VF (34,60±7,86 e 

43,01±6,42, respectivamente). A banda de 42 kD apresentou uma densidade óptica 

pouco maior (7,56±3,74) que a apresentada pelo grupo VF (5,60±2,65). 

O grupo VF por sua vez, apresentou valores de todas as três bandas (34,60±7,86, 

43,01±6,42 e 5,60±2,65, respectivamente) inferiores aos obtidos pelo grupo 21 DPN 

(36,92±3,48, 58,89±6,12). 

 

A Figura 16 mostra os valores individuais, obtidos por cada animal de cada 

grupo analisado distribuídos de acordo com as diferentes bandas obtidas. 

A banda correspondente a 64 kD do grupo VA foi menos densa do que aquelas 

dos grupos VF e 21 DPN. A banda correspondente a 56 kD foi mais densa no grupo 21 

DPN do que nos grupos VA e VF que, aparentemente, não diferiram entre si. A banda 

correspondente a 42 kD também foi mais densa no grupo 21 DPN do que nos grupos 

VA e VF que não diferiram entre si.  

 

 16



 
 ÚTERO 
 70  21 DPN
 
 60 VF
 

VA 50  
Mediana 

U
D

O
 X

 1
0-5

 

40  
 
 30  
 

20  
 
 10  
 

0  
 

64 kD 56 kD 42 kD  
 
 Figura 16: Valores individuais de úteros de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em diferentes momentos do desenvolvimento pós-

natal, obtidos da análise semiquantitativa de “immunoblots”  
21 DPN - 21 dias pós-natal; VF - vagina fechada; VA - vagina aberta; UDO - unidades arbitrárias de densidade óptica  

(a leitura original foi dividida por 105). 
 

 
 
 
 
 
 
 



Tabela 7: Análise semiquantitativa de immunoblots usando anticorpo contra REα de 

camundongos, obtidos de úteros de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em diferentes 

momentos do desenvolvimento pós-natal.  

 

  
Nº animal 

 
Ninhada 

 
 

 
64 kD* 

 
56 kD 

 
42 kD 

21 DPN 
 7A ND  38,02 63,99 27,53 
 8A ND  33,83 64,71 20,08 
 9A ND  31,66 59,77 20,01 
 10A ND  40,27 60,94 23,26 
 11A ND  40,12 55,63 21,56 
 12A ND  37,62 48,31 20,21 
   Média 36,92b 58,89a, b 22,11a, b 
   DP 3,48 6,12 2,93 
   Mediana 37,82 60,35 20,89 
   Q1-Q3 37,62-37,62 59,77-59,77 20,21-20,21 

 

VF 

  
Nº animal 

 
Ninhada 

 
Idade (dias) 

 
64 kD 

 
56 kD 

 
42 kD 

 19 1B 37 33,31 36,86 8,47 
 22 4B 38 32,21 40,28 2,08 
 23 4B 41 27,20 43,03 6,26 
 24 3B 41 45,69 51,87 5,60 
   Média 34,60b 43,01 5,60  
   DP 7,86 6,42 2,65 
   Mediana 32,76 41,66 5,93 
   Q1-Q3 32,21-32,21 40,28-40,28 5,60-5,60 

 

VA 

  
Nº animal 

 
Ninhada 

 
Idade (dias) 

 
64 kD 

 
56 kD 

 
42 kD 

 13 1B 37 8,20 31,66 11,03 
 14 1B 38 7,50 34,44 5,58 
 17 4B 41 10,50 43,04 3,28 
 18 3B 41 16,19 42,64 10,34 
   Média 10,60 37,94 7,56 
   DP 3,94 5,77 3,74 
   Mediana 9,35 38,54 7,96 
   Q1-Q3 8,20-8,20 34,44-34,44 5,58-5,58 

 
a ≠ VF;  b ≠ VA (Kruskal Wallis seguido de U de Mann-Whitney) 

* Os valores foram expressos em UDO (unidades arbitrárias de densidade óptica). A leitura original foi multiplicada por 10-5. 
21 DPN - fêmeas sacrificadas aos 21 dias de vida; VA – fêmeas sacrificadas no dia da abertura de vagina; VF - fêmeas com a vagina 
ainda fechada, sacrificadas com a mesma idade em que ocorreu a abertura de vagina de outro animal da mesma ninhada.  
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4.3.3 Vagina 

 

As vaginas também foram analisadas individualmente. Em cada canaleta do gel, 

foram pipetados 50 µg de proteína, de cada animal. 

Após a revelação da imagem de raio-X referente as vaginas dos grupos 

analisados, três bandas imunorreativas de pesos moleculares aparentes: 64, 56 e/ou 42 

kD, foram visualizadas. A Figura 17 mostra os valores obtidos pelos animais do grupo 

21 DPN (n=6), e por 3 animais dos grupo VF e VA, escolhidos aleatoriamente, 

analisados em uma única corrida eletroforética. 

 

 

Figura 17: Bandas imunorreativas ao REα mostradas pelas vaginas de ratas Sprague-

Dawley em diferentes momentos do desenvolvimento sexual: 21 DPN, VF e VA. 
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Na Tabela 8 são mostrados os valores arbitrários de densidade óptica obtidos 

para cada vagina, assim como a média, o desvio-padrão (DP), a mediana e o primeiro e 

terceiro quartis de cada grupo.  

Todos as bandas de pesos moleculares aparentes 64, 56 e 42 kD, mostradas pelo 

grupo VA (Média±DP: 3,35±1,69, 3,55±2,13 e 9,46±2,55, respectivamente) foram 

menos densas do que aquelas do grupo VF (36,49±0,47, 33,45±0,48 e 19,22±4,94 

respectivamente). 

As densidades das bandas 64 e 56 kD do grupo VF, por sua vez, foi inferior 

(36,49±0,47 e 33,45±0,48, respectivamente) aquelas obtidas para o grupo 21 DPN 

(42,01±6,43 e 54,16±7,35). A banda de 42 kD do grupo VF (19,22±4,94) foi mais densa 

do que a banda correspondente do grupo 21 DPN (5,73±4,73). 

 

A Figura 18 mostra os valores individuais, obtidos para cada animal de cada 

grupo, para as diferentes bandas visualizadas. 

Os valores de densidade foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido 

de Mann-Whitney. As bandas de 64 e 56 kD apresentaram diferença (p<0,05) entre os 

grupos 21 DPN e VA. Também ocorreu diferença nas bandas 56 e 42 kD, entre os 

grupos 21 DPN e VF. 

A banda correspondente a 64 kD do grupo VA foi menos densa do que aquelas 

dos grupos VF e 21 DPN. A banda correspondente a 56 kD foi mais densa no grupo 21 

DPN do que nos grupos VA e VF que, aparentemente, não diferiram entre si. A banda 

correspondente a 42 kD foi menos densa no grupo 21 DPN do que nos grupos VA e VF, 

este último, por sua vez, foi mais denso que o grupo VA.  
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Tabela 8: Análise semiquantitativa de immunoblots usando anticorpo contra REα de 

camundongos, obtidos de vaginas de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em diferentes 

momentos do desenvolvimento pós-natal.  

 

  
Nº animal 

 
Ninhada 

 
 

 
64 kD* 

 
56 kD 

 
42 kD 

21 DPN 
 7A ND  28,96 45,64 0,00 
 8A ND  45,36 66,08 10,87 
 9A ND  44,65 58,85 6,21 
 10A ND  43,44 53,98 6,97 
 11A ND  44,33 49,12 0,16 
 12A ND  45,32 51,27 10,16 
   Média 42,01 b 54,16 a,b 5,73 a 
   DP 6,43 7,35 4,73 
   Mediana 44,49 52,63 6,59 
   Q1-Q3 44,33-44,33 51,27-51,27 6,21-6,21 

VF 
  

 
Nº animal 

 
 

Ninhada 

 
 

Idade (dias) 

 
64 kD 

 
56 kD 

 
42 kD 

 19 1B 37 36,00 33,72 24,03 
 20 1B 38 36,93 33,74 14,17 
 21 3B 37 36,55 32,90 19,47 
   Média 36,49 33,45 19,22  
   DP 0,47 0,48 4,94 
   Mediana 36,55 33,72 19,47 
   Q1-Q3 36,28-36,28 33,31-33,31 16,82-16,82

VA 
  

 
Nº animal 

 
 

Ninhada 

 
 

Idade (dias) 

 
64 kD 

 
56 kD 

 
42 kD 

 13 1B 37 2,12 4,89 6,52 
 14 1B 38 2,66 1,10 11,03 
 18 3B 41 5,28 4,67 10,84 
   Média 3,35 3,55 9,46 
   DP 1,69 2,13 2,55 
   Mediana 2,66 4,67 10,84 
   Q1-Q3 2,39-2,83 2,89-2,89 8,68-8,68 
       

a ≠ VF;  b ≠ VA (Kruskal Wallis seguido de U de Mann-Whitney) 

* Os valores foram expressos em UDO (unidades arbitrárias de densidade óptica). A leitura original foi multiplicada por 10-5. 
21 DPN - fêmeas sacrificadas aos 21 dias de vida; VA – fêmeas sacrificadas no dia da abertura de vagina; VF - fêmeas com a vagina 
ainda fechada, sacrificadas com a mesma idade em que ocorreu a abertura de vagina de outro animal da mesma ninhada.  
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Figu lores individuais de vaginas de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em diferentes momentos do desenvolvimento pós-
natal, obtidos da análise semiquantitativa de “immunoblots”. 

1 - 21 dias pós-natal; VF - vagina fechada; VA - vagina aberta; UDO - unidades arbitrárias de densidade óptica 
(a leitura original foi dividida por 105). 
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5. DISCUSSÃO 
 

  

5.1. Puberdade em ratas 

 

 

5.1.1 Regulação da puberdade 

 

A puberdade em ratas é determinada pela interação de vários processos 

neuroendócrinos, entre os quais está a secreção de gonadotropinas no eixo 

hipotalâmico-hipofisário, processo este mediado por neurotransmissores - e.g. 

catecolaminas, acetilcolina e GABA (ácido γ-aminobutírico). Fatores de crescimento 

como o TGF-β (fator de crescimento transformador) e o IGF-I (fator de crescimento 

semelhante a insulina) também parecem desempenhar um importante papel na 

determinação da puberdade (Goldman et al, 2000). 

No período pré-puberdade o GABA inicialmente estimula a secreção de 

gonadotropinas, provavelmente por promover a secreção de GnRH. Entretanto, na 

semana que precede o início da puberdade, por volta do 30° dia de vida, o sinal enviado 

pelo GABA passa a ser inibitório (Goldman et al, 2000). 

Os fatores de crescimento como o TGF-β e o IGF-I, entre outras ações, 

contribuem para a maturação folicular do ovário (Mayerhofer et al, 1997). 

Outros eventos também podem influenciar o início da puberdade. Reduções no 

ganho de peso corpóreo durante o desenvolvimento pós-natal, por exemplo, podem 

retardar o início da puberdade (Goldman et al, 2000). 

 

  

5.1.1.1 Relação entre peso corpóreo e puberdade 

 

A relação entre início da puberdade e ganho de peso corpóreo foi relatada 

primeiramente na década de 50, quando Kennedy (1957) verificou que a época de 

abertura de vagina estava mais relacionada ao peso corpóreo do que à idade cronológica 

do indivíduo. Desde então vários estudos tentaram explicar essa relação (Kennedy & 

Mitra, 1963; Frisch et al, 1975; Frisch et al, 1977; Glass et al, 1979; Wilen & Naftolin, 

1978). Mesmo chegando, algumas vezes, a resultados divergentes, todos os estudos 

concluíram que distúrbios metabólicos associados com perda de peso ou diminuição da 

 23



taxa de crescimento corpóreo são inibidores do sistema reprodutor, como pode ser visto 

na revisão de Steiner et al, 1983. 

Ainda em 1963, Kennedy & Mitra formularam a hipótese de que sinais químicos 

derivados da atividade metabólica do organismo influenciavam o hipotálamo 

reprodutivo e contribuíam para a sua ativação durante a puberdade. Vários estudos 

subseqüentes mostraram que algumas substâncias são capazes de alterar a liberação de 

LHRH de maneira direta ou indireta (Ojeda & Urbanski, 1994). A insulina, por 

exemplo, aumenta a ligação do estrogênio em certas áreas do cérebro (Sieger & Wade, 

1979) e facilita a liberação de gonadotropina induzida pelo LHRH (Adashi et al, 1981). 

A deficiência de ácidos graxos durante o período pré-natal, pode retardar a abertura de 

vagina e a manifestação do primeiro estro (Smith White & Ojeda, 1983). 

Recentemente, Zhang e colaboradores (1994) identificaram uma proteína 

constituída por 167 aminoácidos e secretada principalmente por adipócitos, que recebeu 

o nome de leptina. Essa proteína, responsável pela regulação do consumo de alimento e 

metabolismo e importante na prevenção da obesidade (Ahima et al, 1998), também 

parece estar associada à ocorrência da puberdade (Cunningham et al, 1999). A leptina 

estimula a secreção de gonadotropinas e parece atuar no controle por retroalimentação 

da síntese de esteróides. 

A leptina atua no hipotálamo e possui ação anorexigênica (inibidora de apetite). 

Os receptores de leptina são encontrados em grande número no hipotálamo, mas 

também em outras regiões do sistema nervoso central (Elmquist et al, 1998). Ela 

aparentemente informa o cérebro sobre a existência de reserva energética suficiente para 

promover os processos reprodutivos (Ahima et al, 1997). 

Níveis baixos de leptina, em decorrência de deficiências nutricionais, levam a 

uma diminuição da produção de hormônios tireoideanos (diminuindo o metabolismo 

basal) e de hormônios sexuais (inibindo a reprodução), e também a um aumento de 

glicocorticóides (mobilizando as fontes produtoras de energia do organismo) (Nelson & 

Cox, 2000). 

O aumento da concentração de leptina pode explicar a redução do consumo de 

alimento observado em animais expostos ao estradiol (Donohoe et al, 1984). Por outro 

lado, é conhecido que a ausência de estradiol circulante, decorrente de ovariectomia, 

estimula o apetite e o aumento de peso corpóreo (Goldman et al, 2000). 

O ganho de peso corpóreo é considerado um desfecho importante na avaliação 

de efeitos adversos de xenobióticos, sendo um indicador sensível, mas pouco específico, 

de toxicidade sistêmica. Xenoestrógenos administrados logo após o desmame podem 
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antecipar a abertura de vagina e reduzir o peso corpóreo, como mostrado por Marty e 

colaboradores (1999). Nesse caso é possível que tenha havido um aumento de leptina 

decorrente da ação estrogênica, levando a uma diminuição do apetite e, 

conseqüentemente, a uma redução do peso corpóreo. O mesmo estudo mostrou ainda a 

situação inversa: o retardo da abertura de vagina e o aumento do peso corpóreo após 

tratamento com o inibidor de aromatase Fadrozola (que causa um bloqueio na produção 

de estradiol). Neste caso, portanto, a diminuição do peso corpóreo depois da 

administração de estrógenos, parece estar relacionada à desregulação endócrina. 

O neuropeptídeo Y (NPY) possui ação orexigênica (estimulante de apetite) e sua 

produção é regulada pela leptina (Nelson & Cox, 2000). Esse peptídeo de 36 resíduos de 

aminoácidos, também encontra-se envolvido na relação entre peso corpóreo e 

puberdade, estimulando a liberação de GnRH (Goldman et al, 2000) 

 

 

5.1.2 Início da puberdade 

 

Nas ratas, o início da puberdade pode ser definido como o período de transição 

entre a abertura de vagina e a primeira ovulação (Goldman et al, 2000).  

A importância da abertura (ou canalização) da vagina, em estudos do sistema 

reprodutivo, deve-se ao fato deste ser o único sinal externo da ocorrência da puberdade 

em roedores. O pequeno orifício existente no canal vaginal só se torna patente a partir 

da estimulação estrogênica que marca o início da puberdade (Ojeda & Urbanski, 1994). 

 A abertura de vagina em ratas ocorre, na maioria dos casos, entre 30 e 37 dias 

de vida (Goldman et al, 2000), embora pequenas variações entre diferentes linhagens ou 

colônias não sejam incomuns (Rivest, 1991). 
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Figura 19: Papel da leptina e do neuropeptídeoY na puberdade  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 26



5.1.3 Peso corpóreo e abertura de vagina em ratas Sprague-Dawley 

 

Nossos dados mostraram que houve diferença (p<0,05) de peso corpóreo entre 

os grupos VA e VF, (pareados quanto à idade e com idade média de 39 dias). Ou seja, 

ratas com a vagina aberta (VA), com a mesma idade e provenientes da mesma ninhada 

daquelas com a vagina fechada (VF), possuíam peso corpóreo maior. 

Alguns autores também mostraram que a puberdade de ratas com restrição 

nutricional ocorre tardiamente (Wilen & Naftolin, 1978 e Holehan & Merry, 1985). 

Efeitos semelhantes como amenorréia e infertilidade também foram observados em 

mulheres com baixo peso corpóreo, devido à restrição calórica ou à atividades físicas 

intensas (Frisch et al, 1980; Bates et al, 1982 e Warren et al, 1999). 

 

 

5.2 Expressão do REα em ovários, útero e vagina de ratas Sprague-Dawley 

 

 

 5.2.1 Especificidade do anticorpo usado para evidenciar REα 

 

No nosso estudo, todas as membranas obtidas foram incubadas com anticorpo 

policlonal de coelhos desenvolvido contra um peptídeo presente na extremidade C-

terminal do receptor de estrogênio subtipo-α (REα) de origem murina. A especificidade 

do anticorpo, segundo informações do fabricante (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), 

abrange receptores de camundongo, ratos e humanos e não permite reação cruzada com 

o subtipo REβ. 

Não houve expressão de bandas imunorreativas quando o anticorpo foi pré-

incubado com o peptídeo correspondente à extremidade carbóxi terminal do REα (ERα-

peptide - MC-20 - sc-542P, Santa Cruz Biotechnology), confirmando que as bandas 

mostradas em todos os resultados obtidos são provenientes da expressão de REα (dados 

não mostrados). 

A β-actina é uma variante da actina presente em células não-musculares de seres 

humanos, ratos, camundongos, porcos, bovinos etc. Nós realizamos a análise 

densitométrica da banda imunorreativa ao anticorpo monoclonal anti-β-actina, 

proveniente de camundongos. Nossos resultados mostraram que não houve diferença 

entre as quantidades de proteína inseridas nos poços do gel de empacotamento, 

correspondentes aos órgãos de cada animal (dados não mostrados). 

 27



 

 

5.2.2 Expressão das variantes de REα 

 

 O REα (full-length) apresenta peso molecular aproximado de 64 a 67 kD (Friend 

et al, 1997; Mitchner et al, 1998; Wu et al, 2000) e RNAm com 8 éxons (Friend et al, 

1997). 

Nossos resultados mostraram três bandas imunorreativas com pesos moleculares 

aproximados de 64, 56 e 42 kD, que provavelmente constituem variantes de REα. Essas 

bandas foram detectadas em todos os órgãos analisados tanto nos animais sacrificados 

aos 21 dias de vida (21 DPN) quanto naqueles mortos no momento da abertura de 

vagina (VA e VF). Seguindo a nomenclatura comumente utilizada (e.g. Li et al, 2003) 

podemos nos referir da seguinte maneira às três variantes encontradas: RE64, RE56 e 

RE42. Estas correspondem, respectivamente, às bandas imunorreativas de pesos 

moleculares aparentes: 64, 56 e 42 kD. 

 A Tabela 9 mostra a diferença da expressão das três bandas imunorreativas 

encontradas nos órgãos analisados dos três grupos estudados. 
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 A Figura 20 mostra a representação esquemática full-length do RNAm do REα e 

de 4 variantes segundo o estudo de Friend e colaboradores (1997). As três primeiras 

variantes mostradas se originaram de um splicing alternativo. Por outro lado, a TERP-1 

representa um RNAm codificado a partir de um sítio de iniciação diferente do 

correspondente ao éxon 1. A deleção do éxon 4 também aparece em tecidos de ratos 

machos e fêmeas como útero, pituitária, fígado, coração, cérebro, hipotálamo, ovários e 

testículos. A deleção 5/6 aparece em todos os tecidos, mas em níveis baixos no 

hipotálamo, e a deleção 3/4 foi detectada em todos os órgãos com exceção do coração 

(Friend et al, 1997). 

A Figura 20 mostra ainda o mesmo anticorpo utilizado no nosso estudo ligado à 

extremidade C-terminal do receptor, o que explica como as variantes, com pesos 

moleculares menores que o do receptor full-length, foram detectadas nos vários tecidos. 

 

 

 

Figura 20: Variantes do REα (modificado de Friend et al, 1997). 
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 5.2.3 Expressão do REα no período pré-puberdade 

 

Nos ratos, os maiores picos de estradiol ocorrem por volta dos 21 dias de vida 

(Rodriguez et al, 1993 e Noda et al, 2002), quando tem início a secreção de andrógenos 

e a aromatização destes em estrógenos (ver Figura 8). 

O pico de estradiol aos 21 dias de vida não desencadeia mudanças marcantes no 

desenvolvimento sexual, mesmo na presença de receptores específicos, já que durante 

esse período ainda existe alta concentração de α-fetoproteína (AFP) (Noda et al, 2002). 

A AFP, presente em ratos e humanos, se liga ao estrogênio, diminuindo a concentração 

do hormônio livre no plasma (Andrews & Ojeda, 1977 e Meijs-Roelofs & Kramer, 

1979). O hormônio ligado à proteína não é ativo ao nível de receptores, sendo a fração 

livre que determina alguns eventos estrógeno-dependentes, como os efeitos promotores 

de câncer de mama (Bennett et al, 1998). Por outro lado, dois xenoestrógenos, o 

etinilestradiol e o DES possuem pouca afinidade de ligação com a AFP (cerca de 100 

vezes menos quando comparados ao estradiol) (Klaassen, 2001). 

 

 

5.2.4 Regulação da expressão do REα pelos níveis de estradiol 

 

É bem conhecido que os níveis de ligantes podem regular a expressão de seus 

receptores específicos. O aumento ou a diminuição da expressão dependerá do tecido e 

das condições fisiológicas (Mitchner et al, 1998). Em geral o aumento da concentração 

acarreta a diminuição da expressão dos receptores e vice-versa. 

Há evidências de que esta regulação também ocorre com receptores de 

estrogênio. 

A regulação do REα no útero e na pituitária está relacionada a concentração de 

estradiol livre, como já foi descrito anteriormente por outros autores (Shupnik et al, 

1989; Friend et al, 1995; Cotroneo et al, 2001). 

Shupnik e colaboradores (1989) mostraram que, após a ovariectomia, os níveis 

de RNAm do REα full length aumentaram no útero e diminuíram na pituitária. 

 O estudo de Friend e colaboradores (1995) com pituitárias de ratos CD1, 

evidenciou uma banda imunorreativa de 67 kD (equivalente a full-length) e ainda duas 

bandas de 59 e 37 kD. As expressões dessas duas últimas bandas diminuíram após 

tratamento com 17 β-estradiol. 
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Tabela 9: Diferenças da expressão do REα em ovários, útero e vagina em três diferentes 

momentos do desenvolvimento pós-natal. 

 

     

  RE64 RE56 RE42 

 

OVÁRIOS 
 

ñ 
 

ñ 
 

ñ 

ÚTERO ñ ↓ ↓ 

VAGINA ñ ↓ ↑ 

 

VF em relação 

ao dia do 

desmame 

(21 DPN) 

   
    

 

OVÁRIOS 
 

ñ 
 

ñ 
 

ñ 

ÚTERO ↓ ↓ ↓ 

VAGINA ↓ ↓ ñ 

 

VA em relação 

ao dia do 

desmame 

(21 DPN)     
 

OVÁRIOS 
 

↓ 
 

ñ 
 

ñ 

ÚTERO ↓ ñ ñ 

VAGINA ñ ñ ñ 

 

VA em 

comparação 

com VF de 

mesma idade     

↑ ou ↓ - aumento ou diminuição, respectivamente, da expressão de REα analisados pelo teste de Kruskal 
Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney (p<0,05); ñ – não houve diferença. 
 

 

A Tabela 9 mostra que em ovários e úteros ocorreu uma diminuição da 

expressão do REα full length (RE64) nos animais do grupo VA em relação aqueles de 

mesma idade (VF) que ainda não haviam iniciado a puberdade. Esses resultados 

sugerem que ocorrem alterações da expressão de RE64 no início da puberdade. Não 

houve, entretanto, diferenças entre os grupos VF e VA quanto à expressão das duas 

variantes RE56 e RE42. 

A diminuição da expressão de RE56 que ocorre em útero e vagina dos grupos 

VF e VA, quando comparados ao grupo 21 DPN, indica que a expressão dessa variante 

é maior aos 21 dias de vida (ver Tabelas 7 e 8). Além disso, a ausência de diferença 

entre os grupos VF e VA quanto à expressão de RE56, sugere que essa variante não está 

relacionada a alterações que ocorrem no início da puberdade. 
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O mesmo fato é observado quanto a variante RE 42 no útero, onde a expressão é 

maior no grupo 21 DPN. Em relação à esta variante também não ocorrem diferenças de 

expressão entre os grupos VF e VA. 

A expressão do REα full-length em ovários, observada nos grupos 21 DPN e VF 

no nosso estudo, é menor quando comparada ao útero e à vagina (ver Tabelas 6 a 8), 

como foi mostrado também por O`Brien et al (1999) e Byers et al, (1997). 

Há poucos estudos anteriores ao nosso relatando a expressão das variantes RE56 

e RE42 assim como suas funções e afinidades de ligação a xenoestrógenos. 

Estudos utilizando outros métodos (e.g. RT-PCR) devem ser realizados a fim de 

identificar as variantes que encontramos, assim como os seus domínios estruturais e/ou 

éxons deletados, seja pela remoção errada de íntrons, ou existência de códons de 

iniciação alternativos. Dessa maneira seria possível identificar a capacidade de ligação 

ao DNA, a proteínas coreguladoras e também a xenoestrógenos, esclarecendo assim o 

papel desempenhado por elas no desenvolvimento sexual e possíveis interações com 

desreguladores endócrinos (DEs). 

 

 

5.2.5 Expressão das variantes de REα em outros estudos 

 

O estudo de Friend e colaboradores (1997), utilizando um anticorpo específico 

para a extremidade C-terminal do REα, mostrou bandas imunorreativas em  úteros  de 

ratas CD-1 adultas com pesos moleculares aparentes de 64-66, 50-55 e 40-45 kD (ver 

Tabela 10 para outros estudos). No mesmo estudo, usando RT-PCR, foram também 

identificadas variantes de REα na  pituitária.  As variantes de REα tem sido encontradas 

principalmente em células neoplásicas, porém as suas funções ainda não são bem 

conhecidas (Lemieux & Fuqua, 1996 e Pfeffer et al, 1996).  
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Tabela 10: Expressão das variantes do REα em immunoblots de diferentes tecidos. 

 
 

ESPÉCIE/ 

CEPA (idade) 

 

TECIDO/TIPO 

CELULAR 

 

VARIANTE 

 

FONTE 

 

Galinha 

 

• Fígado 

• Células do 

oviducto 

 

• 61 kD 

• 66 kD 

 

Griffin et al, 2001.

 

Humana 

 

• Células 

endoteliais 

 

• 66 kD e 46 kD 

 

 

Li  et al, 2003. 

 

Rato/Sprague-

Dawley 

(7-8 semanas) 

 

• Pituitária e 

útero 

 

• 66 kD 

 

 

Mitchner et al, 

1998. 

 

Rato/Sprague-

Dawley 

(adulto) 

 

• Útero 

 

• Pituitária 

 

• 64-66 kD;50-55 

kD; 40-45 kD 

• 64-44 kD; 40-45 

kD; 20-24 kD 

 

Friend et al, 1997. 

 

Rato/Sprague-

Dawley (4 meses) 

 

• Vagina 

 

 

• 64, 56 e 42 kD 

 

 

Schönfelder et al, 

2002. 

 

Rato/Wistar  

(28 dias) 

 

• Pituitária 

 

 

• 66 e 24 kD 

 

 

Tiffoche et al, 

2001. 

 

Rato/Wistar 

(8 semanas) 

 

• Pituitária e 

ovário 

 

• 66 kD 

 

 

Nishihara et al, 

2000. 

 

Rato/Sprague-

Dawley  

(8-12 semanas) 

 

• Ovário e útero 

 

 

• 66 kD 

 

 

Hiroi et al, 1999. 
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A partir do período pré-puberdade os níveis de estradiol sérico aumentam e 

mantém-se elevados até o final da puberdade. Noda e colaboradores (2002) encontraram 

níveis de estradiol sérico elevados em ratas Sprague-Dawley, no mesmo período em que 

foi detectada a abertura de vagina (34 a 36 dias de vida) e níveis um pouco menores aos 

30 dias. Entretanto, esses dois períodos apresentaram níveis de estradiol mais elevados 

que os encontrados aos 21 dias de vida (Figura 21). 

 

 

 

17
β-

es
tr

ad
io

l s
ér

ic
o 

(p
g/

m
l)

20 22 24 26 28 30 32 34 36

17
β-

es
tr

ad
io

l s
ér

ic
o 

(p
g/

m
l)

20 22 24 26 28 30 32 34 36

 

 
Figura 21: Níveis de estradiol sérico em ratas Sprague-Dawley (n=20). 

(modificado de Noda et al, 2002). 
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O tratamento com estrógenos também pode promover a regulação da expressão 

de REα. No estudo de Shupnik e colaboradores (1989) o tratamento  com   estrógenos 

levou a diminuição da expressão do receptor em úteros, porém ao aumento na pituitária. 

Uma redução na expressão de   REα   em úteros de ratos também foi encontrada 

após tratamento com estrógenos por outros autores (Manni et al, 1981; Kraus & 

Katzenellenbogen, 1993 ; Zhou et al, 1993 e Zhou et al, 1995). 

  Cotroneo e colaboradores (2001) mostraram que os grupos tratados com 

genesteína (um fitoestrógeno) e com benzoato de estradiol, apresentaram uma 

diminuição da expressão de   REα   em útero, quando comparados ao grupo tratado com 

veículo. A diminuição da expressão, segundo o autor, poderia ocorrer devido à 

proteólise do receptor. 

Um estudo in vitro (Alarid et al, 1999) mostrou uma down-regulation da 

expressão de   REα   em resposta a  estrógenos  sem alteração do RNAm, i.e., através de 

rápida proteólise, que pode ser um evento inicial na ação estrogênica. 

Nossos resultados mostraram uma diminuição da expressão do REα full-length 

(RE64) dos 21 dias de vida pós-natal até o momento em que a abertura de vagina foi 

detectada, em todos os órgãos analisados (Tabelas 6 a 8).  

A diminuição da expressão do  REα   full-length no período peri-puberdade 

(grupos VA e VF), em comparação com o grupo 21 DPN, pode ser explicada pela 

elevação dos níveis de estradiol livre que ocorre nesse período. 

Os níveis de estradiol aos 21 dias de vida, apesar de elevados, não diminuem a 

expressão do RE, já que grande parte do hormônio encontra-se ligado a AFP, como 

vimos anteriormente. 

No momento da abertura de vagina os níveis de estradiol encontram-se mais 

elevados que nos dias que a antecedem. Isso poderia explicar a diminuição da expressão 

do REα full-length no grupo VA ao compararmos com o grupo VF. 

Em nosso estudo encontramos algumas diferenças na expressão das variantes 

RE56 e RE42. Entretanto, devido à inexistência de estudos mais aprofundados, 

principalmente em ovários, útero e vagina, há dificuldade em estabelecer uma relação 

entre os níveis de estradiol e a expressão dessas variantes nos tecidos estudados. 
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5.2.6 Homologia interespécies 

 

 A grande homologia interespecífica de   REα  (ratos e humanos principalmente) 

ressalta a importância dos estudos experimentais desse receptor em animais de 

laboratório. 

O rato é um animal muito usado em estudos de desenvolvimento sexual, em 

virtude do rápido crescimento, reprodução freqüente e sinais externos de maturação 

sexual facilmente detectáveis. Alguns dos mecanismos básicos que envolvem o 

processo de maturação sexual são preservados entre espécies, permitindo assim que 

resultados obtidos com ratos possam, - dentro de certos limites - ser extrapolados para 

humanos (Ojeda & Urbanski, 1994). 
 

5.3 Expressão de variantes de REα em tumores de mama em mulheres 

 

 O REα humano   (REh)   é um fator de transcrição ativado por hormônio que 

desempenha um papel importante no crescimento e diferenciação de células responsivas 

a estrógenos, como visto anteriormente. Na ausência do ligante natural, o REh encontra-

se associado a proteínas de choque térmico (HSP – heat shock proteins), como a HSP 90 

(Beato, 1989).  

 O tamoxifeno, um antiestrógeno amplamente usado no tratamento de câncer de 

mama, se liga ao REh de maneira semelhante ao estrogênio. Entretanto, diferentemente 

do estrogênio, o tamoxifeno inibe a ativação transcripcional dos genes–alvo do REh, 

reprimindo assim o crescimento de células tumorais mamárias (Van Dijk et al, 2000).  

 Segundo estudos clínicos (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group, 

1998), o tratamento de pacientes com tumores de mama REh positivo (e.g. detectado 

por imunohistoquímica) com tamoxifeno diminui a taxa de recorrência e aumenta a 

sobrevida. O maior problema, entretanto, se deve ao fato de que aproximadamente 40% 

das pacientes com tumores REh positivo não respondem ao tamoxifeno (Saez et al, 

1989). 

 Algumas variantes de REh, identificadas em células de câncer de mama 

(Dowsett et al, 1997), tem sido associadas ao desenvolvimento dos tumores e à 

resistência ao tamoxifeno (Van Dijk et al, 2000). Poucos estudos descrevem de maneira 

completa a expressão destas variantes em células mamárias normais, o que permitiria 

entender melhor o papel delas na tumorigênese e resistência no tratamento. 
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 O estudo de Van Dijk e colaboradores (2000) compara a expressão de REh em 

células de tumores de mama benignos (n=7), células normais (n=14) e células de 

carcinomas (n=41). A expressão do REh full-length é maior (p<0,0001, teste de Mann-

Whitney) nos dois primeiros grupos (células normais) do que em pacientes com câncer 

de mama.  Estas, por sua vez, apresentam percentual de variantes com mutação do 

domínio de ligação ao DNA maior do que aquele de células saudáveis. Esses resultados 

sugerem ainda que a responsividade a estrógenos em células mamárias pode estar 

alterada durante a progressão do tumor. 

 

 

5.4 RE γ 

 

 Alguns autores refutam a existência do subtipo   REγ   e tentam explicar porque 

camundongos ERKO duplo, i.e. REα e REβ negativo, apresentam  ligação  de 

estrogênio no cérebro, mesmo na ausência de REs funcionais (Shughrue et al, 2002). 

Esses autores sugeriram que essa ligação provinha de uma variante do  REα  e que seria 

muito improvável a existência de um terceiro subtipo de RE. 

Os estudos que mostram a presença desse receptor  (REγ),   revelam que eles se 

encontram em órgãos não-reprodutivos, onde há também a expressão de REα (Giguere 

et al, 1988; Heard et al, 2000; Hong et al, 1999 e Sladek et al, 1997). 

Um estudo comparativo da expressão dos subtipos de REs  (α, β e γ)  em  células 

neoplásicas mamárias foi realizado por Ariazi e colaboradores (2002). Os resultados 

mostraram que a expressão de  REγ  é maior em células tumorais do que em células 

mamárias normais. 

 

 

5.5 Importância toxicológica do estudo da expressão do REα 

 

Uma vez que o sistema endócrino controla inúmeros processos fisiológicos, a 

ocorrência de distúrbios em “janelas” críticas de sensibilidade, pode vir a promover ou 

ainda potencializar os efeitos adversos da exposição a substâncias químicas 

considerados como xenoestrógenos.  

O estudo da expressão do   REα   em momentos  críticos  do desenvolvimento 

permite direcionar as ações-alvo dos estrógenos. Dessa maneira seria possível aumentar 

a especificidade e os benefícios de tratamento terapêuticos com esses compostos e, por 
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outro lado, diminuir os efeitos indesejáveis de estrógenos ambientais e dos próprios 

medicamentos. 

Recentemente tem sido reconhecida a importância de estudos focalizando as 

variantes de REα. Esse interesse parece ter origem em grande parte na   constatação   da 

presença destas variantes, algumas vezes em quantidade maior que o próprio RE full 

length, em células tumorais. Essas variantes podem estar envolvidas no 

desenvolvimento de neoplasias, e também na resistência que alguns pacientes 

apresentem aos medicamentos antineoplásicos. 

A avaliação da exposição, principalmente a que envolve a saúde humana deve 

focalizar grupos mais susceptíveis, em conseqüência do estilo (e.g. dieta) ou do estágio 

da vida (gestação, adolescência e senescência). Schardein (2000) disse que os 

xenoestrógenos são capazes de causar malformações específicas durante períodos 

críticos do desenvolvimento com duração relativamente curta 

Como mostrado na Tabela 11 há estudos sugerindo que a administração do 

fitoestrógeno genesteína no início do período pré-natal confere uma proteção 

significativa contra câncer de mama induzido quimicamente na vida adulta (Fritz et al, 

1998 e Lamartiniere et al, 1995). Por outro lado, outros estudos indicam que a 

administração de genesteína in utero aumenta significantemente a formação de tumores 

em fêmeas (Hilakivi-Clarke et al, 1999). 

 

As funções fisiológicas e afinidades por xenoestrógenos das variantes de REα 

encontradas nesse estudo, ainda não foram estudadas. Estudos complementares (e.g. 

RT-PCR) são necessários para melhor caracterizar estas variantes. 
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Tabela 11: Substâncias consideradas como xenoestrógenos. 

 
 

SUBSTÂNCIA 
 

 

EFEITO 

 

ESPÉCIE 

 

FONTE 

    

Bisfenol A ↑ receptores de progesterona Rato Gould et al, 1998 
 

 

Bisfenol A 

 

↑ peso próstata e da capacidade de 

ligação do receptor de androgênio 

 

 

Camundongo 

 

Gupta, 2000 

 

Coumestrol 
 

Inibição da liberação de FSH 
 

Camundongo 
 

Smith et al, 1979 
 

Coumestrol 
 

Antecipação da AV e do primeiro 

estro 

 

Rato 
 

Whitten & Naftolin, 

1992 
 

Daidzeína 
 

Inibição de enzimas metabolizantes
 

Rato 
 

Baker, 1991 
 

Daidzeína 

e/ou 

Genesteína 

 

Presença no líquido amniótico no 

segundo trimestre de gravidez 

 

Humano 
 

Foster et al, 2002 

 

DES 
 

↑ risco de esterilidade e 

anormalidades no trato urogenital 

 

Camundongo 
 

Greco et al, 1993 

 

DES 
 

Antecipação de AV seguido de 

diestro (d12-d17) e estro regulares 

 

Rato 
 

Nass et al, 1984 

 

DES 

(100ng/kg/dia) 

 

↑ peso próstata e da capacidade de 

ligação do receptor de androgênio 

 

Camundongo 
 

Gupta, 2000 

 

DES 

(200µg/kg/dia) 

 

↓ peso próstata e da capacidade de 

ligação do receptor de androgênio 

 

Camundongo 
 

Gupta, 2000 

 

Estradiol 
 

Antecipação de AV 
 

Rato 
 

Ashby et al, 1997 
 

Fadrozola 
 

Atraso na AV, ↓ peso de útero 
 

Rato 
 

Marty et al, 1999 
 

Genesteína 
 

Inibição da liberação de FSH 
 

Camundongo 
 

Smith et al, 1979 
 

Genesteína 
 

↑ expressão de REα em útero 
 

Rato 
 

Cotroneo et al, 2001 
 

Genesteína 

(in utero) 

 

↑ formação de tumores 
 

Rato 
 

Hilakivi-Clarke et al, 

1999 
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(continuação da Tabela 11) 
 

Genesteína 

(pré-natal) 

 

Proteção contra câncer de mama 

(induzido por químicos) 

 

Rato 
 

Fritz et al, 1998 e 

Lamartiniere et al, 

1995 
 

Lindano 
 

Atraso na AV 
 

Rato 
 

Cooper et al, 1989 
 

Metoxiclor 
 

Antecipação da AV somente na via 

oral 

 

Rato 
 

Odum et al, 1997 

 

Quetoconazola 
 

Atraso na AV, ↓ peso de úteros 
 

Rato 
 

Marty et al, 1999 
 

Tamoxifeno 
 

Aumento do peso do útero 
 

Rato 
 

Wakeling & Bowler, 

1988 

AV - abertura de vagina; ↑ - aumento ↓ - diminuição.  
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6. CONCLUSÕES 
 

 

1) Os resultados deste estudo mostraram que ocorre a diminuição da expressão de 

REα full length (RE64) em ovários e útero no momento da abertura de vagina 

(grupos VF e VA). Assim, o início da puberdade é, de certa forma, marcado por 

esta redução do número de receptores nestes órgãos-alvo.  

 

2) Foram identificadas variantes RE56 e RE42 em ovários, útero e vagina de ratas 

por ocasião do desmame (21 DPN) e da abertura de vagina. 

 

3) Aparentemente não ocorrem alterações da expressão de variantes RE56 e RE42 

nos três órgãos analisados, concomitantes à abertura de vagina. 

 

4) Aos 21 dias de vida a expressão de RE 56 é maior do que a de RE64 no útero e 

vagina. 

 

5) Os nossos resultados, mostrando uma diminuição da expressão do  REα  full 

length (RE64), no grupo VA em relação ao grupo VF, poderiam ser explicadas 

pelo aumento dos níveis de estradiol livre que marcaria o início da puberdade. 
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