FUNDACAO OSWALDO CRUZ
ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
MESTRADO EM SAUDE PUBLICA
AREA DE CONCENTRACAO TOXICOLOGIA

Alteraciao da expressao do receptor de estrogénio subtipo a

relacionada a abertura de vagina em ratas Sprague-Dawley

Karen Friedrich

Rio de Janeiro
2003



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
MESTRADO EM SAUDE PUBLICA
AREA DE CONCENTRACAO TOXICOLOGIA

Alteracio da expressao do receptor de estrogénio subtipo a
relacionada a abertura de vagina em ratas Sprague-Dawley

Karen Friedrich

Dissertagdo Apresentada a Escola Nacional de
Saude Publica — Fundagdo Oswaldo Cruz para
Obtencdo do Grau de Mestre em Saude Publica —
Area de Concentragdo em Toxicologia.

Rio de Janeiro
2003

il



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
MESTRADO EM SAUDE PUBLICA
AREA DE CONCENTRACAO TOXICOLOGIA

Alteracio da expressao do receptor de estrogénio subtipo o
relacionada a abertura de vagina em ratas Sprague-Dawley

Karen Friedrich

Orientadora: Isabella Fernandes Delgado
Co-Orientador: Francisco Jos¢ Roma Paumgartten

Aprovada em 23 de Junho de 2003 pela banca examinadora:

Prof®. Dr.
Claudia Vitoria de Moura Gallo
Prof®. Dr.
Claudia Serpa
Prof. Dr.
Isabella Fernandes Delgado
Prof. Dr.
Israel Felzenszwalb
Prof. Dr.

Sérgio Koifman

Rio de Janeiro
2003

il



FICHA CATALOGRAFICA

Friedrich, Karen

Alteragao da expressao do receptor de estrogénio subtipo a relacionada a abertura de
vagina em ratas Sprague-Dawley / Karen Friedrich — 2003

xxii, 100p.;

Orientadores: Isabella Fernandes Delgado e Francisco J.R. Paumgartten

Dissertacdo (Mestrado) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Escola Nacional de Satde Publica.
1. Receptor de estrogénio alfa. 2. Western blot. 1. Isabella Fernandes Delgado. II.
Fundagao Oswaldo Cruz III. Alteragdo da expressao do receptor de estrogénio subtipo o

relacionada a abertura de vagina em ratas Sprague-Dawley.

v




Aos meus pais que sempre serdo o0s
unicos responsaveis por todas as
minhas conquistas.

Ao Leandro pela presenca
incondicional e constante durante

essa etapa da minha vida.



This work was supervised and supported by Prof. Dr. Ibrahim Chahoud.

The practical procedures were performed in the Department of Toxicology,
Institut of Clinical Pharmacology and Toxicology, Freie Universitiit,
Berlin, Germany, as an official agreement between this institution and the
Laboratory of Environmental Toxicology, National School of Public

Health, Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ).

Vi



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Roberto e Vera, pelo incentivo durante toda a minha vida académica,
por todo o suporte espiritual, emocional e financeiro. E, ndo menos importante, pelo
modelo de competéncia, dedicagdo ao trabalho e a familia, e pelo exemplo de amor e
respeito a natureza e aos seres que os cercam. Enfim, aos inumeros fatores,
mencionados ou ndo acima, que foram de importincia crucial na minha formagao

profissional.

Ao Leandro, pelo apoio, paciéncia e compreensao dispensados durante todo esse
periodo, e principalmente, pelo que ndo se consegue dizer em palavras. E ainda pela

digitagdo atenciosa das referéncias bibliograficas.

Ao Kiko pelas explicagdes imprescindiveis de alguns programas usados na confeccao
desta dissertagdo. Obrigado ainda pela cumplicidade, alegria, admiracdo e humildade

que o tornam um irmao especial.

A TIsabella Fernandes Delgado pelo exemplo de competéncia profissional. Obrigado
principalmente pela amizade, apoio e torcida na minha ida a Berlim e pelo carinho

quase maternal durante toda a nossa convivéncia.

Ao Prof. Francisco Paumgartten por todas as oportunidades e incontaveis ensinamentos

indispensaveis na minha formacao cientifica.

A minha amiga Marcia por ter sido uma das pessoas mais presentes durante esses dois
anos: através das disciplinas que fizemos, dos interurbanos, das aventuras de viagens, da
visita a Berlim e de todas as lagrimas. Obrigado pela ajuda durante a fase de formatacao
da dissertacdo e pelas explicagdes sobre os programas de estatistica e de Power Point. E
ainda pelo grande exemplo de competéncia, responsabilidade e dedicacdo a carreira

cientifica.

Aos gatinhos Elvis e Carlitas pelos afagos e muitas vezes Unicas companhias nos

momentos de estresse e também grandes parceiros de computador, papéis e cadernos.

vii



Ao Sérgio e Cristina pela amizade e por toda a ajuda imprescindivel durante minha

estada em Berlim e sem os quais, meu retorno ao Brasil teria sido muito dificil.

A Tininha que representou varios papéis durante esse tempo: irma, amiga, companheira,
tradutora, ouvinte, falante, quebra-muitos-galhos, companheira de natacdo, de
‘Biergartten’, de museus, filmes de terror etc etc etc. Vocé foi muito especial e uma

amiga que jamais imaginava encontrar.
A todos os amigos do Brasil que me enviaram cartas, cartdes, emails e que dessa
maneira estiveram ao meu lado durante esse tempo: Junia, Erika Brito, Katita, Fatima,

Pepita, Barbara, Flavia, Rose, Vanilda, Claudio e Andréa.

E ainda aos amigos que fiz em Berlim, principalmente Tomas Helge pelas inumeraveis

ajudas.

A todos os funcionarios da Secretaria Académica da ENSP, por toda a ajuda e

informacodes dispensadas sempre com simpatia € competéncia durante esse tempo.

Enfim, a todos que direta ou indiretamente contribuiram para que essa dissertacdo se

realizasse.

viii



ACKNOWLEDGEMENTS

To Prof. Ibrahim Chahoud for the supervisement and financial support.

To Dr. Gilbert Schonfelder for teaching me about Western Blot.

To Chris Talsness for the ideas, support and friendship.

To Konnie, Beate, Britta Selzam, Brigitte, Olaf, Ulla and Omar for the constant help,

joyness and friendship.

All of you made me feel at home in Berlin.

Vielen Danke!

X



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Férmula estrutural do colesterol (Fonte: Nelson & Cox, 2000)

Figura 2 — Biossintese de estrogenos (modificado de Katsung, 1998 e Gruber et al,

2002).

Figura 3 — Mecanismos de transdu¢ao de sinal promovidos por estrogenos endogenos e

xenoestrogenos.

Figura 4 — Dominios funcionais da superfamilia de receptores intracelulares

(modificado de Alberts et al, 1994).

Figura 5 — Estrutura dos componentes da superfamilia de receptores nucleares

(modificado de Alberts et al, 1994).

Figura 6 — Dominios funcionais dos receptores de estrogénio.

Figura 7 — Cronologia dos principais eventos que promovem a maturacdo sexual de

ratas desde o periodo fetal até a puberdade.

Figura 8 — Localizacdo do hipotalamo e da glandula pituitaria (modificado: Nelson &

Cox, 2000).

Figura 9 — Eixo hipotaladmico-pituitario (modificado: Nelson & Cox, 2000).

Figura 10 — Disposi¢dao da membrana e do gel durante a transferéncia.

Figura 11 — Média e desvio-padrao do peso corpéreo (g) de fémeas sacrificadas em trés
momentos diferentes do desenvolvimento pds-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).

Figura 12 — Média e desvio-padrao do peso absoluto (mg) do ttero, vagina e ovarios de

fémeas sacrificadas em trés momentos diferentes do desenvolvimento pos-natal: aos 21

X



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).

Figura 13 — Bandas imunorreativas ao REa obtidas de pools de ovarios de ratas

Sprague-Dawley em diferentes momentos do desenvolvimento pds-natal: 21 DPN, VF e

VA.

Figura 14 — Valores individuais de ovarios de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em
diferentes momentos do desenvolvimento pds-natal, obtidos da analise semiquantitativa

de immunoblots.

Figura 15 — Bandas imunorreativas ao REa obtidas de tteros de ratas Sprague-Dawley

em diferentes momentos do desenvolvimento sexual: 21 DPN, VF ¢ VA.

Figura 16 — Valores individuais de uteros de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em
diferentes momentos do desenvolvimento pds-natal, obtidos da andlise semiquantitativa

de immunoblots.

Figura 17 — Bandas imunorreativas ao REa mostradas pelas vaginas de ratas Sprague-

Dawley em diferentes momentos do desenvolvimento sexual: 21 DPN, VF e VA.

Figura 18 — Valores individuais de vaginas de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em
diferentes momentos do desenvolvimento pos-natal, obtidos da anélise semiquantitativa

de immunoblots.

Figura 19 — Papel da leptina e do neuropeptideo Y na puberdade.

Figura 20 — Variantes do REa (modificado de Friend ef a/, 1997).

Figura 21 — Niveis de estradiol sérico em ratas Sprague-Dawley (n=20) (modificado de

Noda et al, 2002).

Xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Afinidade relativa (17 B-estradiol = 100%) de diferentes xenoestrogenos

(ligantes) pelos REs a e .

Tabela 2 — Peso corporeo (g) das ratas sacrificadas aos 21 DPN, no dia da abertura da
vagina (VA) e das fémeas ainda com a vagina fechada (VF) pareadas quanto a idade

com fémeas do grupo VA.

Tabela 3 — Pesos absolutos e relativos dos ovérios direito e esquerdo de fémeas em
diferentes momentos do desenvolvimento sexual: aos 21 dias de vida (21 DPN), no dia
da deteccdo 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).

Tabela 4 — Pesos absolutos e relativos dos tteros de fémeas em diferentes momentos do
desenvolvimento sexual: aos 21 dias de vida (21 DPN), no dia da detec¢ao 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).

Tabela 5 — Pesos absolutos e relativos das vaginas de fémeas em diferentes momentos
do desenvolvimento sexual: aos 21 dias de vida (21 DPN), no dia da detec¢dao 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).

Tabela 6 — Andlise semiquantitativa de immunoblots usando anticorpo contra REa de
camundongos, em pools de trés ovarios de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em

diferentes momentos do desenvolvimento pds-natal.
Tabela 7 — Analise semiquantitativa de immunoblots usando anticorpo contra REa de

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

momentos do desenvolvimento pds-natal.

Xii



Tabela 8 — Andlise semiquantitativa de immunoblots usando anticorpo contra REa de
camundongos, obtidos de vaginas de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em diferentes

momentos do desenvolvimento pds-natal.

Tabela 9 — Diferencas da expressio do RE o em ovarios, tero e vagina em trés

diferentes momentos do desenvolvimento pds-natal.

Tabela 10 - Expressdo das variantes do REa em immunoblots de diferentes tecidos.

Tabela 11 — Substancias consideradas como xenoestrogenos.

Xiii



LISTA DE ABREVIATURAS

AFP — a-fetoproteina

ANOVA — analise de variancia (analysis of variance)
AV — abertura de vagina

BCA — bicinchoninic acid

BSA — albumina sérica bovina

CYP450- citocromo P450

DDL — Dominio de ligacdo ao DNA

DE — desregulador endocrino

DES — dietilestilbestrol

DLL — Dominio de ligagdo do ligante

DNA - 4cido desoxirribonucléico

DP - desvio padrao

DPN - dia de vida pos-natal

e.g. — por exemplo (exempli gratia)

EDSTAC - Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee
ERE - elemento de resposta a estrogeno

ERKO - estrogen receptor knockout

et al - e colaboradores (et alii)

FAT1 - fun¢do de ativacdo ligante-independente

FA2 - fun¢do de ativacdo ligante-dependente

FSH — hormonio foliculo estimulante

g — grama

GABA - 4cido y-aminobutirico

GnRH - horménio de liberagdo das gonadotropinas
HSP - proteina de choque térmico (heat shock protein)
i.e. - isto € (id est)

IGF - fator de crescimento semelhante a insulina
IgG — imunoglobulina G

kD — kilo Dalton

kg — kilograma

LH — hormoénio luteinizante

xXiv



LHRH - hormonio de liberagao luteinizante

MAPK - proteina quinase mitdgeno ativada (mitogen activated protein kinase)
mg - miligrama

mL - mililitro

mm — milimetros

mM- milimolar

NADPH - nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzido
ND - ndo determinado

nm — nandémetros

NPY — neuropeptideo Y

p/v - peso/volume

per se — por si s6

PM - peso molecular

PN- pds-natal

Q — quartil

qsp - quantidade suficiente para

RE-E — Complexo receptor de estrogénio e estrogeno

RE - receptor de estrogénio

REa — receptor de estrogénio subtipo o

REp — receptor de estrogénio subtipo f

REy — receptor de estrogénio subtipo y

REh — receptor de estrogénio subtipo o humano

RNAm - 4cido ribonucléico mensageiro

RT-PCR - reagdo de polimerase em cadeia (transcriptase reversa)
SDS - dodecil sulfato de sodio

SDS/PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
SNC - sistema nervoso central

TBS - solucdo tampao de tris

TERP-1 — truncated estrogen receptor protein

TGF — fator transformador de crescimento

TTBS - solugdo tampao de tris/Tween

UDO - unidade (arbitraria) de densidade 6ptica

XV



US EPA — Agéncia de protecao ambiental americana (United States Environmental
Protection Agency)

v/v - volume/volume

VA — vagina aberta

VF — vagina fechada

HLg - microgramas

pL - microlitros

UM - micromolar

Xvi



RESUMO

O receptor de estrogénio o (REa) regula a diferenciacdo celular e a proliferagdo do epitélio de
tecidos-alvo do sistema reprodutivo feminino. Pouco se sabe, entretanto, sobre a expressdo de
REa durante o desenvolvimento pré-puberdade. O objetivo do presente estudo foi investigar as
mudangas na expressio do REo em alguns tecidos responsivos a estrogenos, tais como
ovario, utero e vagina, durante a abertura de vagina, um evento critico que marca o inicio da
puberdade em ratas. A expressao de REa foi avaliada em grupos de ratas Sprague-Dawley
sacrificados por decapitac@o no dia 21 pds-natal (21 DPN) e no dia de abertura de vagina (VA).
A expressdo de REa também foi avaliada em um terceiro grupo de ratas com vagina fechada
(VF) pareados com animais do grupo VA por idade e, sempre que possivel, por ninhada de
origem. Imediatamente apds o sacrificio os oOrgdos-alvo (ovarios, Utero e vagina) foram
removidos e armazenados a —80°C até o uso. Os orgdos foram pesados ainda congelados,
descongelados ¢ homogeneizados (Utero e vagina, individualmente, e pool de trés ovarios do
mesmo grupo) antes das analises de SDS-PAGE e Western Blot. As membranas foram
incubadas com anticorpo policlonal contra REa de camundongo (1:200) e posteriormente com
anticorpo IgG secundario anti-coelho (1:5000). Diferencas de peso corporal entre os grupos
VA e VF foram analisadas pelo teste de Wilcoxon Signed-rank entre animais pareados. Os
pesos dos drgdos absolutos foram comparados por ANOVA e pelo teste ¢ de student e as
diferencas de peso relativo dos 6rgdos e¢ densidades de bandas foram avaliados pelo teste de
Kruskal Wallis seguido pelo teste U de Mann-Whitney. Em todos os casos a diferenca foi
considerada como estatisticamente significativa quando p<0,05. Apesar de terem a mesma
idade, e pertencerem a mesma ninhada, as fémeas 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 metabolicos desempenham papel fundamental no periodo da
puberdade. Trés variantes do REo — com pesos moleculares aparentes de 64, 56 e 42 kD —
foram encontradas nos ovarios, utero e vagina. A expressao de todas as trés variantes em
ovarios e uteros, bem como as variantes 64 ¢ 56 kD na vagina, das fémeas do grupo VA, parece
ter sido menor do que em ratas do grupo 21 DPN. Por outro lado, a expressao da variante 42 kD
em tecido de vagina de ratas do grupo 21 DPN foi menor do que a expressdo nas fémeas do
grupo VA e VF. Nossos resultados sugerem que — com excegdo da variante 42 kD na vagina — a
expressdo de todas as variantes de REa nos ovarios, uteros e vaginas parecem diminuir nas ratas

quando ocorre a abertura de vagina.
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ABSTRACT

Estrogen receptor alpha (ERa) regulates cellular differentiation and proliferation in
epithelial target tissues of the female reproductive system. Little is known, however,
about expression of ERa during pre-pubertal development. The objective of the present
study was to evaluate the expression of ERa 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 ERa 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). ERa 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 ERa (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 ERa — 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 ERa in uterus, ovary and vagina

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

Nos ultimos anos os efeitos de substancias suspeitas de serem “desreguladores
endocrinos” tém sido intensamente investigados. Segundo definicdo do EDSTAC
(Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee, comité constituido
pela Agéncia de Protegdo Ambiental americana — US EPA), desreguladores enddcrinos
(DEs) sdo quaisquer substancias exodgenas que alterem fungdes endocrinas e causem
efeitos adversos no individuo, sua progénie e/ou (sub) populacdes de organismos
(Goldman et al, 2000). Esses efeitos adversos podem resultar da interferéncia com a
produgdo, liberacao, transporte, metabolismo, ligacdo, acdo ou eliminagdo de hormonios
naturais responsaveis pela manutengdo da homeostase e regulagdo de processos do
desenvolvimento (Kavlock et a/, 1996).

Entre os DEs conhecidos se incluem os estrogenos ambientais ou
xenoestrogenos (Klaassen, 2001), cujas acgdes podem ser mediadas pela: (1)
interferéncia com as enzimas envolvidas no metabolismo dos hormdnios esteroides; (2)
alteragdo da liberagdo hormonal do eixo hipotalamico-pituitario; e (3) atuacdo como
ligantes de receptores esterdides. As alteracdes funcionais mediadas pela ligacdo de
xenobidticos a receptores de estrogenos, androgenos e hormoénios tireoidianos
especificos, tem sido as mais estudadas no contexto de desregulacdo endocrina,
principalmente os efeitos destes desreguladores nos sistemas reprodutivos masculino e
feminino.

A diminui¢do do numero e motilidade de espermatozoides e aumento de
incidéncia de cancer testicular e descida anormal de testiculos, sdo algumas alteragdes
que podem estar associadas a desregulacdo do desenvolvimento de gonadas masculinas
por agentes exogenos (Goldman et al, 2000).

Por outro lado, varias ocorréncias como puberdade precoce, endometriose e
cancer de mama, podem estar relacionadas a interferéncia de substancias exdogenas com
o sistema reprodutor feminino (Goldman et al/, 2000). Um exemplo neste sentido € o do
DES (dietilestilbestrol), estrogeno sintético usado, até o inicio da década de 70, para
evitar a ocorréncia de abortos espontdneos. Embora ndo haja comprovagao cientifica de
que o DES ¢ eficaz para este fim, este medicamento foi prescrito para gravidas sendo
responsavel pelo aparecimento de uma forma rara de cancer, o adenocarcinoma de
vagina em mulheres jovens (14 a 21 anos de idade) que haviam sido expostas in utero

(Giusti et al, 1995).



Os androgenos e estrogenos, assim como a progesterona, sdo hormodnios
esterdides sexuais, derivados do colesterol. Os andrégenos e estrégenos sao
responsaveis principalmente pelo desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios, e
a progesterona, por sua vez, pela manuten¢do do ciclo reprodutivo feminino. Os
hormoénios sexuais, assim como todos o0s hormonios esteroides sdo eficazes em
concentragdes extremamente baixas e, portanto, sdo sintetizados em pequenas

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

1.1 Sintese de estréogenos

Os estrogenos enddgenos, 17 B-estradiol, estrona e estriol, sdo esterdides com 18
atomos de carbono, derivados do colesterol (Figura 1) e sintetizados nos ovarios,
testiculos e glandulas adrenais (Gruber ef al, 2002). A sintese dos estrogenos ¢ descrita
a seguir.

Apos se ligar a receptores lipoprotéicos, o colesterol ¢ capturado por células
esteroidogénicas e levado aos sitios de sintese de esterdides. Os diferentes hormdnios
esterdides sao formados pela clivagem da cadeia lateral que se projeta do anel D do
colesterol - reduzindo o niumero dos atomos de carbono de 27 para 18 - que ocorre nas
mitocondrias de tecidos formadores de hormonios esterdides. O passo limitante na
producdo de esterdides ¢ a transferéncia do colesterol do citosol para a membrana
interna mitocondrial. Todas as reagdes de hidroxilagdo e oxigenacdo que ocorrem
durante a biossintese de esteroides, sdo catalisadas por oxidases de fungdo-mista

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

A aromatizagdo, ultimo passo no processo de formagdo de estrogenos, ¢
catalisada pelas aromatases do complexo enzimatico citocromo P450 (CYP450), que
funcionam como desmetilases, ¢ estdo presentes no reticulo endoplasmatico liso
(Gruber et al, 2002). Como mostrado na Figura 2, essa etapa converte testosterona em
estradiol, androstenodiona em estrona e 16 o-hidroxiestrona em estriol (Meinhardt &
Mullis, 2002). As fontes primarias de estradiol sdo as células da teca e as células
granulosas dos ovarios. Resumidamente, as células da teca secretam androgenos, que se
difundem para as células granulosas onde, sob ag¢do das aromatases, sdo transformadas

em estrogenos. A descricdo desse processo sera retomada adiante quando abordarmos o
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desenvolvimento sexual. A estrona e o estriol sdo formados no figado e ovarios a partir

do estradiol (Gruber et al, 2002 e Klaassen, 2001).
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Figura 2: Biossintese de estrogenos (modificado de Katsung, 1998 e Gruber et al, 2002)
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1.2 Transporte e metabolismo de estrogenos

Por serem altamente hidrofobicos, os hormonios esterdides sdo transportados,
por proteinas carreadoras especificas, dos orgdos produtores até os respectivos tecidos-
alvo, onde passam para o meio intracelular por difusdo simples e se ligam a receptores
nucleares.

O estradiol se liga de modo reversivel a uma B-globulina (ligante de hormdnios
esteroides) e, com menos afinidade, a albumina. Cerca de 2 a 3 % do estradiol total se
encontra livre no plasma (Gruber et a/, 2002).

Segundo Blom e colaboradores (2001), os estrogenos sao metabolizados por
sulfotransferases (sulfatacdo) ou pela UDP-glucuronosil transferase (glucuronidacao) e
os conjugados sdo excretados na bile e na urina. A hidrélise desses conjugados pela
flora intestinal possibilita a subseqliente reabsor¢cdo do estrogeno, resultando em uma
recirculagdo entero-hepatica.

Os estrogenos também sdo metabolizados por hidroxilacdo e subseqiiente
metilacdo, formando catecdis e estrogenos metoxilados (Osawa et al, 1993). A
hidroxilagdo de estrogenos leva a formagdo dos catecois estrogenos, e.g., 2-
hidroxiextrégenos, 4-hidroxiextrégenos e 16a- hidroxiextrogenos. Dentre estes, a 4-
hidroxiestrona e o 16 a-hidroxiestradiol sao considerados carcinogénicos (Gruber et al,
2002 e Zhu & Liehr, 1993). A metilacdo de 2-hidroxiextrogenos e 4-hidroxiextrogenos
pela catecol-O-metiltransferase d4 origem a metabolitos metoxilados (Gruber & Huber,
2001). Os catecdis-estrogenos se ligam a receptores de estrogénio e possuem fraca
atividade estrogénica em animais. Além disso, os catecois-estrogenos sao capazes de
manter um processo de oxi-reducdo ciclico e continuo formando quinonas
intermediarias (Gruber et al/, 2002). Devido a formacao de radicais livres durante esse
processo, € a ligacdo covalente desses intermedidrios ao DNA, os estrogenos podem
apresentar atividade genotoxica (Liehr, 2000).

Outros agentes como os fitoestrogenos (e.g. genesteina e daidzeina -
isoflavondides encontrados na soja e no cravo), alguns desreguladores hormonais
ambientais, e estrogenos sintéticos como o DES, também possuem atividade
estrogénica, ou seja, mimetizam algumas das acgdes dos estrogenos enddgenos em

tecidos-alvo.



1.3 Ac¢oes gerais dos estrogenos

Os estrogenos endogenos (i.e., 17B-estradiol, estrona e estriol) sdo responsaveis
pela regulacdo de diversos processos fisiologicos em tecidos-alvo, principalmente em
orgdos do sistema reprodutivo, onde desempenham um importante papel na
diferenciagdo sexual, na regulacao 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 sao alvos de estrogenos enddgenos.

Os estrogenos podem influenciar varios processos fisioldgicos, sdo agentes
vasoprotetores naturais, protegem contra a arteroesclerose, reduzem o tonus vascular da
musculatura lisa e abrem canais de calcio especificos (White et al, 1995). O papel dos
estrogenos na manuten¢do da integridade oOssea ¢ comprovado pelo aumento da
susceptibilidade a fraturas (osteoporose), decorrente da deficiéncia de estrogenos, que
ocorre principalmente a partir da menopausa.

Além disso, os estrogenos podem atuar no sistema nervoso central (Naftolin et
al, 1990 e Garcia et al, 1999), na pele (Schmidt et al, 1996), no desenvolvimento de
cancer de mama e endometrial e na protegdo contra neoplasias de colon (Calle et al,
1995).

Os efeitos fisiologicos dos estrogenos de agao mais rapida, como a vasodilatagao
de curta duracdo de artérias coronarias (Kim et al, 1999), sdo promovidos por
mecanismos envolvendo efeitos ndo-gendmicos ou nao-classicos, ou seja, sdo mediados
por receptores de esteroides presentes na superficie celular (Revelli et al, 1998) e
geralmente envolvem o Ca®" como mensageiro secundario. As agdes classicas ou
genomicas dos estrogenos (assim como as de outros hormodnios esteroides), requerem a
ligacdo destes a receptores de alta afinidade localizados no interior das células-alvo,
receptores estes que regulam a transcri¢do de genes especificos. E possivel ainda que
acdes gendmicas e ndo-gendmicas atuem de maneira sinergistica, promovendo agdes

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

1.4 Mecanismos de acoes dos estrogenos

Os estrogenos desencadeiam suas agdes biologicas (agonistas e antagonistas) em

diferentes tipos celulares, por meio de ligacdo a receptores nucleares especificos, os



receptores de estrogénio (RE), membros da superfamilia dos receptores nucleares (que
incluem também os receptores do acido retindico e de hormonios tireoidianos).

Como ilustrado na Figura 3, o RE livre no citoplasma ou localizado na
membrana nuclear se encontra ligado a proteinas receptores-associadas. Estas proteinas
servem como ‘chaperones’ que estabilizam o receptor no seu estado inativo ou
“mascaram” o dominio de ligacdo ao DNA do proprio receptor (Smith & Toft, 1993). A
localizagdo exata do RE (assim como de outros receptores de esterdides) ndo ¢
totalmente conhecida, embora o mais provavel seja que os receptores se encontrem
distribuidos igualmente entre o citoplasma e o nucleo celular, equilibrio este alterado
apos a ligacao a estrogenos (Gruber et al, 2002).

Quando o estrogeno se difunde para o meio intracelular, ele se liga ao dominio
de ligagdo ao ligante (DLL) do receptor que, por sua vez, se dissocia dos seus
"chaperones’. Esse complexo formado pelo receptor e pelo estrogeno (RE-E), se difunde
para o interior do nucleo da célula e se liga a sequéncias especificas nas regides
promotoras do DNA, chamadas elementos de resposta a estrogenos (ERE). Dessa
maneira ocorre a estimulagdo ou supressdo da transcricdo dos genes alvo dos
estrogenos, também influenciada pela ligacdo a proteinas co-reguladoras (coativadores e
co-repressores), que serdo mencionadas a seguir (Pettersson et al, 1997). O mecanismo
de translocag¢dao do complexo RE-E nao ¢ inteiramente conhecido. Sabe-se, porém que
esse movimento € estimulado pela proteina caveolina-1, que interage diretamente com o
receptor (Schlegel et al, 1999). Os estrogenos também podem regular a transcricdo de
genes que ndo possuem os EREs, interferindo com a atividade de outros fatores de
transcrigdo, como por exemplo, ligando-se a subunidades da proteina de ativagdo-1

(Webb et al, 1995).
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Figura 3: Mecanismos de transdu¢ao de sinal promovidos por estrogenos enddgenos e xenoestrogenos.



1.4.1 Coreguladores de REs

Os REs interagem com diversas proteinas coreguladoras que se intercalam entre
o receptor ativado e a maquinaria transcripcional. Os complexos formados por REs,
fatores de transcri¢do e proteinas coativadoras e co-repressoras, modulam a capacidade
transcripcional do gene. As proteinas 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 proteinas
coativadoras (Gruber et al, 2002).

As ligagdes dos estrogenos a hormdnios, DNA e também a proteinas
coreguladoras, podem ser melhor compreendidas a partir do conhecimento dos

dominios funcionais dos receptores.

1.4.2 Dominios estruturais e funcionais dos REs
A Figura 4 mostra a conformagao geral dos dominios funcionais pertencentes a

superfamilia de receptores intracelulares e estruturas como ‘chaperones’ e o proprio

hormonio esterdide, previamente mencionadas.
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Sitio de ligacdo do hormonio

COOH

Chaperone

Dominio de ligacdo ao DNA

Hormonio

esterdide Chaperone

Y

Figura 4: Dominios funcionais da superfamilia de receptores intracelulares
(modificado de Alberts et al, 1994).
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A Figura 5 mostra a estrutura linear dos diferentes receptores dessa superfamilia,

incluindo o receptor de estrogénio.

Dominio de ligagio ao DNA

RECEPTOR DE CORTISOL

RECEPTOR DE ESTROGENIO

RECEPTOR DE PROGESTERONA

RECEPTOR DE VITAMINA D

RECEPTOR DE HORMONIO TIREOIDIANO

RECEPTOR DE ACIDO RETINOICO

Figura 5: Estrutura dos componentes da superfamilia de receptores nucleares
(modificado de Alberts et al, 1994).

Os dominios funcionais dos REs sdao mostrados de maneira esquematica na

Figura 6.

e Dominio A/B ou amino-terminal — esse dominio, que possui alto grau de
variabilidade, codifica uma func¢do de ativagdo ligante-independente (FA1),
que ¢ uma regido do receptor envolvida em interagdes entre proteinas € na

ativacdo transcripcional da expressdo do gene-alvo.

e Dominio C ou de ligagdo ao DNA (DDL) — esse dominio possui dois dedos
de zinco (dobradicga), importantes na dimerizacao do receptor e na ligagdo a

sequéncias especificas do DNA.

e Dominio D/E/F ou de ligacao ao ligante (DLL) ou carbdxi-terminal — possui
diferentes conjuntos de aminoacidos, responsaveis pela ligagao a diferentes
ligantes (estrogenos). Este dominio também ¢é responsavel pela dimerizacao

do receptor, pela translocagdo nuclear e transativagao da expressdo do gene-
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alvo e pela interagdo com proteinas coreguladoras. Esse dominio possui

ainda uma funcao de ativacao ligante-dependente (FA2).

NH;- terminal COOH- terminal
I A I R
FA 1 DDL DLL e FA 2

Figura 6: Dominios funcionais dos receptores de estrogénio

Esses dominios, de uma maneira geral ndo sdo totalmente homologos entre dois
subtipos de REs identificados (a0 ¢ B) o que confere diferentes comportamentos

fisiologicos destes receptores no organismo.

1.4.3 Subtipos de REs (a e f)

Os dois subtipos de RE mais conhecidos sao o receptor de estrogénio o (REa) e
o receptor de estrogénio B (RE). O subtipo classico ou REa foi clonado inicialmente
em 1986, a partir de uma linhagem de células neoplasicas mamarias (Koike et al, 1987),
enquanto o REP foi isolado em 1996, a partir de prostata de rato e testiculo humano
(Kuiper et al, 1996 ¢ Mosselman et al, 1996). Esses dois subtipos variam quanto a
estrutura e seus genes codificantes se encontram em diferentes cromossomos. O gene do
REa foi mapeado a partir do brago longo do cromossomo 6, enquanto o REP estd
localizado na banda q22-24 do cromossomo 14 (Gruber ef al, 2002). Além disso, ambos
subtipos apresentam diferencas de expressdao nos varios 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 REy

Esse subtipo de RE foi primeiramente identificado em 1998 (por Rao) em figado
de camundongos. Entretanto pouco se sabe sobre suas fungdes fisiologicas e seus genes-
alvo (Coward et al, 2001).

Os poucos estudos publicados até agora indicam que a expressao desse subtipo
de RE ¢ maior em o6rgdos ndo reprodutivos como coragdo, 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 ligagdo de xenoestrogenos aos trés subtipos de RE
(Coward et al, 2001), indica que o REy possui maior afinidade de ligagdao ao tamoxifeno

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

diferentes xenoestrogenos (ligantes) pelos REs o e B.

Ligante RE a RE B
17B-estradiol* 100 100
17a-estradiol* 58 11

Estriol 14 21

Estrona® 60 37

4-hidroxiestradiol* 13 7

2-hidroxiestrona® 2 0,2
Tamoxifeno” 4 3
Raloxifeno” 69 16
Genesteina® 4 87
Coumestrol 20 140
Daidzeina® 0,1 0,5
4-octilfenol ® 0,02 0,07
Nonilfenol® 0,05 0,09

* segundo Kuiper et al, 1997; ° segundo Kuiper ef al, 1998

A diversidade biologica 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 remogdes de introns (RNA splicing)
equivocadas e delegdes de éxons (regides codificantes do DNA) durante a formacao de
RNA mensageiro, dando origem a proteinas, ou seja REs, com auséncia de dominios

funcionais especificos. Apesar do papel fisiologico das variantes de REs ndo ser
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totalmente conhecido, as variantes podem estar associadas a eventos tais como
alteragdes da expressao desses receptores em células neoplasicas mamarias (presenga ou

auséncia), ou ainda, a respostas ndo apropriadas a terapia antiestrogénica (McGuire et

al, 1991).

Além disso, outros sitios iniciadores de transcricdo 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 pituitarias de ratas, o TERP-
1 (truncated estrogen receptor product). Essa variante — estimulada por estrogenos e
transcrita a partir de um sitio iniciador diferente do correspondente ao RE completo
(full-length) — codifica uma proteina (RE) truncada na regido amino-terminal (Friend et
al, 1995). Além dessa variante, outras de diferentes tamanhos também foram

identificadas na hipofise e em utero de ratas (Friend et al, 1997).

1.5 Agoes dos estrogenos no sistema reprodutivo feminino

Para melhor entendermos a agdo dos estrogenos na reproducao feminina, uma

breve explicacdo do desenvolvimento sexual serd apresentada a seguir.

1.5.1 Desenvolvimento sexual feminino

Apesar de algumas diferencas interespecificas (e.g. durag¢do do ciclo sexual), os
mamiferos sdo em geral muito semelhantes quanto a fisiologia reprodutiva. Os sistemas
reprodutivos femininos de roedores e seres humanos possuem semelhancas adicionais,
como o aumento na liberagdo de gonadotropinas no meio do ciclo, o que desencadeia
mudangas na maturagdo oocitica e folicular dos ovarios (Goldman et a/, 2000).

Em virtude desta semelhancga, muitos resultados obtidos com roedores podem
ser facilmente extrapolados para humanos. Os roedores também apresentam outras
vantagens como modelos experimentais: sao de facil manipulagdo, crescem rapidamente

e apresentam caracteristicas externas de maturidade sexual facilmente observaveis

(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 gesta¢dao, quando o
hormoénio de liberagdo luteinizante (LHRH) pode ser detectado no cérebro fetal (b)
neonatal — que se inicia no dia do nascimento e vai até o dia 7 pés-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 duracao variada, mas que culmina com a primeira

ovulacdo 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 gestacdo e, ao
mesmo tempo, sitios de ligagdo a esse hormonio sdo encontrados na pituitaria anterior
(ou adenohipofise) primordial. Alguns estudos sugerem que o LHRH hipotalamico
desempenha papel essencial na diferenciacdo de células gonadotropicas hipofisarias
(Szabo & Csanyi, 1982 e Fink & Smith, 1971).

Nos primeiros 4 a 5 dias PN, os ovarios possuem somente odcitos agrupados,
envoltos por células estromais, e outras poucas células que provavelmente irdo se

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

Nos ovarios, oogodnias, formadas por células germinativas em proliferacdo,
passam por divisdes meioticas até alcangcarem um estagio diploteno (oocito) entre o dia
17 de gestacao e o dia 5 PN (Byskov, 1974). Cada odcito envolto por células forma o
foliculo primordial.

A Figura 7 mostra os principais eventos associados a maturagdo, desde o periodo

fetal até a puberdade.

1.5.1.2 Desenvolvimento pos-natal

Logo apds o nascimento, os niveis plasmaticos de gonadotropinas, i.e., FSH

(hormonio foliculo estimulante) ¢ LH (hormodnio luteinizante), comeg¢am a aumentar,

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

entdo comecam a diminuir gradualmente.
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No comego da quarta semana, os niveis de gonadotropinas caem e pequenos
pulsos de LH surgem a cada 30 minutos, influenciados, aparentemente, pelo aumento,
nesse periodo, da concentracdo de esterdides circulantes. Esse processo continua até
depois da puberdade, com os aumentos de LH, e também de FSH, no meio do ciclo, que

estimulam a maturagao folicular e oocitica e a ovulagdo (Goldman et al, 2000).
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Figura 7: Cronologia dos principais eventos que promovem a maturagdo sexual de ratas desde o periodo fetal até a puberdade.
G=idade gestacional; D=idade pds-natal



A parte mais inferior do hipotdlamo denominada eminéncia média, se conecta
com a haste hipofisaria possibilitando, dessa maneira, que o hormdnio de liberacdo das
gonadotropinas (GnRH) secretado de forma pulsante no hipotalamo seja levado, pelos
vasos do sistema porta hipotalamico-hipofisario, até a hipofise anterior (Guyton & Hall,
1997). A hipofise anterior, por sua vez, libera LH e FSH na circulagdo sistémica. A
secrecao de GnRH hipotalamico esta associada a um fendmeno “gerador de pulsos”, ou
seja, a um aumento de atividade elétrica na area medio-basal, cujos mecanismos
geradores ao nivel celular e anatomico ainda ndo sdo bem conhecidos. A secre¢do de
GnRH ¢ imprescindivel para o inicio da puberdade (Goldman et al, 2000). O eixo

hipotalamico-pituitario ¢ ilustrado nas Figuras 8 ¢ 9.

HIPOTALAMO

\ PITUITARIA ANTERIOR
PITUITARIA POSTERIOR

Figura 8: Localiza¢dao do hipotalamo e da glandula pituitaria
(modificado de Nelson e Cox, 2000).
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Figura 9: Eixo hipotaldmico-pituitario (modificado de Nelson e Cox, 2000).
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O processo de maturacdo dos foliculos primordiais requer a proliferagao e
diferenciacdo das células granulosas circundantes dos odcitos e parece estar associado a
regula¢do coordenada de FSH e fatores de crescimento. Os fatores de crescimento
facilitam a maturacdo folicular, aumentando a afinidade ¢ o nimero de receptores de
FSH ( Dunkel et al, 1994 e Mayerhofer et al, 1997).

Os receptores ovarianos de FSH comecam a aumentar nas primeiras semanas de
vida, tornando possivel a ligagdo com o FSH e atinge os niveis maximos na quarta
semana. O FSH, ainda na primeira semana, ja ¢ capaz de estimular a atividade da
aromatase (George & Ojeda, 1987), apesar dos baixos niveis de testosterona e
progesterona limitarem a producdo de estradiol (Carson & Smith, 1986). O aumento do
estradiol s6 ¢ observado a partir da metade da segunda semana, quando surge uma
camada de células na teca, envolvendo as células granulosas que ja haviam comegado a
proliferar.

Durante as duas primeiras semanas o estradiol ndo diminui os niveis de
gonadotropinas (por retro-alimentacdo negativa), devido a presenca na circulagdo a o-
fetoproteina que se liga aos estrégenos disponiveis reduzindo a concentragcdo do
hormonio livre no plasma (Meijs-Roelofs & Kramer, 1979). Quando os niveis de a-
fetoproteina comegam a cair, a retro-alimentacdo negativa promovida pelo estradiol,
causa o declinio dos niveis de LH e FSH no comeco da terceira semana (Andrews &
Ojeda, 1981 e Andrews et al, 1981).

Durante a terceira semana, os foliculos primordiais sofrem alteracdes
estimuladas pelos elevados niveis de FSH, preparando-os a responder ao primeiro
aumento “ovulatério” de LH, ou seja, tornando-os foliculos pré-ovulatérios. Esse
processo envolve o crescimento das duas principais regides, a camada de células da teca
(exterior) e a camada de células granulosas.

Na quarta semana ocorre uma mudanga nos efeitos de retro-alimentacdo do
estradiol e o hipotdlamo e a pituitaria, passam a responder positivamente, resultando
num estimulo da liberacdo de LH (Andrews et al, 1981 e Kawagoe & Hiroi, 1983). Este
estimulo, juntamente com a ocorréncia da abertura de vagina, culmina com o
aparecimento do primeiro aumento pré-ovulatorio de LH (Ojeda & Urbanski, 1994), e
com o inicio de mudangas ciclicas de comportamentos enddcrinos, semelhantes as que

ocorrem na fase adulta.
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O LH estimula as células da teca a sintetizarem e secretarem androgenos, que
sdo entdo transportados para as células granulosas, onde serdo convertidos em

estrogenos pela acdo das aromatases do citocromo P450.

1.5.2 Alteracoes promovidas por xenoestrégenos

O desenvolvimento sexual feminino ¢ um processo complexo e multifatorial,
envolvendo uma cascata de eventos regulados pelos horménios do eixo hipotalamico-
pituitario. A regulacdo da sintese e secre¢do de gonadotropinas, que vao iniciar a
puberdade e, ja na fase adulta, dar continuidade ao processo de maturacdo e ovulacao, ¢
feita pelos estrogenos de forma classica ou gendmica, i.e. requer a ligacdo aos seus
receptores especificos (REs).

Os xenoestrogenos podem causar efeitos nocivos alterando os processos
fisiologicos reprodutivos normais, ou mesmo o desenvolvimento dos 6rgados sexuais, a
partir da sua ligacdo a RE.

A susceptibilidade a estrogenos em diferentes momentos do desenvolvimento
sexual feminino pode ser antecipada — até certo ponto - a partir da quantificagdo dos
REs presentes em diferentes tecidos, uma vez que, em grande parte esses compostos

atuam mediante a ligacdo com receptores de estrogénio, principalmente do subtipo-a.

23



2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi caracterizar as alteragdes de expressao do receptor de
estrogénio-o. (REa) em ovarios, utero e vagina de ratas (Sprague-Dawley), por ocasiao

da abertura de vagina.
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3. MATERIAIS E METODOS

Todo o procedimento pratico desse trabalho foi supervisionado pelo Prof. Dr.
Ibrahim Chahoud e realizado no Departamento de Toxicologia, do Instituto de
Farmacologia Clinica e Toxicologia da Freie Universitdt, Berlim, Alemanha, como
parte de um convénio de cooperagdo cientifica entre a institui¢do alema e o Laboratorio
de Toxicologia Ambiental (Departamento de Ciéncias Bioldgicas) da Escola Nacional

de Saude Publica 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) as condi¢des locais do
biotério.

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro constante (periodo claro de 07
as 19 horas), temperatura ambiente de 21+1°C ¢ 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. Agua da torneira e ragdo comercial (Altromin 1324,
Altromin GmbH, Lage, Alemanha) foram fornecidas ad [libitum e substituidas

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 fémeas com aproximadamente 200g foram transferidas para a gaiola de um
macho onde permaneceram durante as duas ultimas horas do ciclo escuro, por trés dias
consecutivos.

Ap0s a retirada da gaiola, as fémeas foram examinadas para a verificagdo do
cruzamento através da presenca de plug espermatico na abertura da vagina ou pela
presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal.

As primeiras 24 horas ap6s a confirmac¢do do cruzamento foram consideradas
como dia 0 (zero) de gravidez.

As fémeas gravidas foram mantidas em gaiolas individuais.

3.1.3 Tratamento

Neste trabalho foram utilizadas fémeas gravidas pertencentes ao grupo controle
de outro estudo em andamento no laboratorio. Esses animais foram tratados com
veiculo (amido de milho Mondamin®). Segundo estudos de teratologia realizados neste
laboratoério (dados ndo mostrados), ndo ha evidéncias de que esse veiculo altere o
desenvolvimento embrionario.

O tratamento (10 ml/kg) foi feito por entubagdo gastrica, do dia 6 ao dia 21 de
gestacao.

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

de milho foi aquecido e dissolvido em agua.

3.1.4 Ninhada

As fémeas foram observadas diariamente, a fim de se registrar o dia de
nascimento da ninhada (parto espontaneo), que foi considerado o dia 0 (zero) de vida
pos-natal.

No dia 22 pos-natal (PN), os filhotes foram separados das maes e no dia 30 PN,
separados por sexo e mantidos em gaiolas com filhotes pertencentes a mesma ninhada.

Neste estudo somente as fémeas foram analisadas.
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3.1.5 Grupos analisados

Trés grupos de fémeas 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).

e 21 DPN — fémeas com 21 dias de vida pos-natal, escolhidas aleatoriamente,
foram sacrificadas (n=6).

e VA (vagina aberta) — fémeas com idade variando entre 37 e 45 dias e com a
vagina aberta. Para detectar a abertura da vagina, os animais foram
examinados diariamente, as 10 horas da manha. Assim que um pequeno
orificio no canal vaginal era identificado o animal era sacrificado
imediatamente (n=12).

e VF (vagina fechada) — fémeas com idade variando entre 37 e 45 dias e com a
vagina fechada. Esse grupo foi constituido da seguinte maneira: para cada
animal sacrificado no dia da abertura de vagina, foi sacrificada uma fémea
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 decapitagao.

3.1.6 Retirada e armazenamento dos orgdos

Na ocasido do sacrificio a vagina, o utero e os ovarios de cada fémea foram

removidos e armazenados individualmente em tubos eppendorf. Os tubos foram

mergulhados em nitrogénio liquido e transferidos para congelador a temperaturas

ultrabaixas (— 80°C).
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3.2 Determinacgdo semiquantitativa de receptores de estrogénio do subtipo-a

3.2.1 Extragao de proteinas

A etapa inicial da purificacdo de proteinas consistiu da maceragao dos 6rgaos
realizada em condigdes de baixissima temperatura. Todo o material utilizado nessa
etapa foi previamente colocado em nitrogénio liquido, por aproximadamente 30
minutos.

Cada orgao foi macerado individualmente (com excec¢ao dos ovarios) e recolhido
em um tubo eppendorf. Tampao com inibidor de proteases (Complete Mini Reagent
CMR, Roche) foi adicionado, sendo o volume ajustado ao peso do tecido macerado, i.e.
2,5 ul de tampao por mg de tecido.

As amostras foram colocadas em banho ultrassonico por 20 minutos a 4° C e
depois centrifugadas por 30 minutos a 20800g a 4°C.

O sobrenadante foi armazenado a — 80°C para posterior analise.

3.2.2 Determinacdo de proteinas

A concentragdo de proteinas de cada amostra foi calculada utilizando o BCA
(bicinchoninic acid) Protein Assay Kit da Pierce®, para detec¢do colorimétrica. Em
microplacas de plastico de fundo chato (96 pocgos) foram pipetados em triplicata o
tampao (branco), seis dilui¢des de albumina (BSA) e duas diluigdes diferentes de cada
amostra. A placa foi incubada por 30 minutos a 37°C e depois permaneceu por 5
minutos a temperatura ambiente.

As absorbancias das amostras (540nm) foram lidas em um espectofotdometro

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
1.

Duas placas de vidro com espagadores laterais de 1,5 mm foram acomodados no
aparato especifico para polimerizagdo do gel. O gel de resolugdo (SDS a 10%) foi
preparado e imediatamente aplicado entre as placas de vidro.

Depois de verificada a polimerizagdo, o gel de armazenamento foi preparado e
acomodado sobre o gel de resolugdo e o pente (de 1,5 mm de espessura e 15 canaletas)
devidamente colocado.

Ap6s a polimerizagdo o conjunto de placas de vidro e gel foi cuidadosamente
retirado e colocado em cuba eletroforética contendo tampao de eletroforese.

O padrao de proteinas — que consistia de sete proteinas, conjugadas a um corante
azul, de pesos moleculares variando de 26,6 a 180 kD - foi adicionado (5ul) a primeira
canaleta de ambos os géis. As amostras de proteina foram diluidas em tampao Laemmli
(1:1) e aquecidas com agitagdo durante 5 minutos a 95°C e pipetadas nas canaletas
correspondentes. Amostras de todos os grupos de um mesmo tecido foram distribuidas
no mesmo gel. A quantidade de proteina utilizada por canaleta foi de 50ug, valor esse
definido em experimentos anteriores (dados ndo 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 tampao de transferéncia. A membrana de celulose, por sua
vez, foi acomodada sobre trés pedacos de papel filtro também previamente umedecidos.

Sobre o gel foi colocado um outro conjunto de trés papéis de filtro (Figura 10).
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——» Membrana de nitrocelulose
' | Papel filtro

Figura 10: Disposi¢cdo da membrana e do gel durante a transferéncia.

A transferéncia foi realizada em aparelho de transferéncia a aproximadamente
4°C durante 70 minutos.

Ap6s a transferéncia 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 padrao e confirmar a transferéncia. As membranas foram
lavadas por 10 minutos (com agitacao) em solucao tampao de Tris (TBS) e colocadas
em solugdo bloqueadora (5% de leite em p6 desnatado) por 60 minutos.

Foi utilizado o anticorpo primdrio policlonal desenvolvido em coelhos contra um
peptideo da regido carboxi-terminal do receptor de estrogénio subtipo o de
camundongo, fornecido pela Santa Cruz Biotechnology®, ERa (MC-20) sc-542.

A solugdo de anticorpo primario (diluido 200 vezes em solucdo de leite em po
desnatado a 5%) foi adicionada a membrana e esta mantida durante a noite sob agitagdo
a4°C.

As membranas foram lavadas duas vezes por 10 minutos em solugdo tampao de
Tris com Tween (TTBS) e mais duas vezes por 10 minutos em TBS.

As membranas foram incubadas, com agitacdo e protegidas da luz, por 90
minutos em solu¢do 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 incubagdo 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 solucdo de substrato de quimioluminescéncia para peroxidase foi preparada,
como recomendado pelo fabricante (kit UP99619 UptiLight HRP blot substrate,
Uptima), e colocada sobre as membranas, com agitacdo e protegidas da luz por 1
minuto.

As membranas foram levemente escorridas e colocadas, protegidas por plastico,
em uma caixa de revelagdo. O material foi levado a uma sala escura e revelado no
aparelho de revelacdo de raios-X da Optimax, em filme de raios-X do tipo R da
KODAK".

Como controle da concentragdo de proteinas colocadas no gel, foram analisadas
as bandas obtidas a partir da incuba¢do com um anticorpo anti B-actina, um peptideo
presente em uma grande variedade de tecidos e espécies.

Para esse procedimento, depois da revelagdo, as membranas foram incubadas
com solucgao de substrato de quimioluminescéncia até o dia seguinte, protegidas da luz.
ApoOs a confirmacgdo da auséncia de bandas, as membranas foram incubadas durante a
noite a 4°C com anticorpo monoclonal (1:30000), proveniente de hibridoma de
camundongo, anti- actina. (Clone AC-15, A5441 Sigma).

As membranas foram lavadas como descrito anteriormente, com TTBS e TBS, e
incubadas com anticorpo secundario anti-camundongo (Anti-Maus-IgG POD Konjugat-
Ziege, da Bio Genes GmbH) por 90 minutos. As membranas foram lavadas e incubadas
com quimioluminescéncia, com agitacdo e protegidas da luz. Os filmes foram revelados

como descrito anteriormente.

3.2.5 Anadlise semiquantitativa das bandas

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

arbitrarias de densidade optica (UDO).
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3.2.6 Anadlise estatistica

Os pesos absolutos dos 6rgados — ovarios, utero e vagina — dos grupos VF e VA,
foram tratados estatisticamente pela andlise de varidncia de uma via (ANOVA) e, em
seguida, a diferenca significativa entre dois grupos determinada pelo Teste ¢ de Student.

Os pesos relativos dos 6rgaos, assim como a diferenca das densidades das
bandas imunorreativas mostradas pelos 6rgaos entre os trés grupos analisados (21 DPN,
VF ¢ VA), ndo obedecem a uma distribuigdo normal. Dessa maneira, esses dados foram
analisados pelo Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do Teste U de Mann-Whitney.

As diferengas entre grupos foram consideradas estatisticamente significativas
quando p < 0,05. A analise estatistica foi realizada por meio do programa MINITAB®
10.5 (MINITAB Statistical Software, MTB Inc., PA, USA, 1995).

Os dados de peso corpdreo foram analisados pelo teste de Wilcoxon Signed-
Rank, pareando-se o peso corpdéreo de cada animal do grupo VA com um animal do

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

3.2.7 Equipamentos e reagentes

3.2.7.1 Equipamentos

e Cuba eletroforética Mini Protean III ® - Bio Rad

e Espectofotometro

e Miquina de revelagdo Optimax Typ TR — MS Laborgerite
e Power Pac 200/Bio Rad ®

e 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

Acido acético Glacial

C,H40,

PM: 60,05
Roth 3738.1
CAS 64-9-7
Lote: 51152031

Agarose

Gibco Brl 15510-027
Lote: 3048959

Azul de bromofenol

Ci19HoBr;OsSNa
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(CH;)30H

PM: 74,12

Merck

CAS 71-36-3

Lote: 29579088 148

Cloroformio

CHClI;

PM: 119,4
Sigma C-2432
CAS 200-663-8
Lote: 59H0358

Cloreto de magnésio

MgCl,.6H,O
Sigma M-2670
PM: 203,3

CAS 7786-30-3
Lote: 67H10242

Cloreto de potassio

KCl

PM: 74,56
Roth 6781.1
CAS 7447-40-7
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Lote: 31732523

Cloreto de sodio

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

C47HagN307S,.Na
PM: 854,0

Serva 17524
CAS 6104-58-1
Lote: 08835

Glicina

C,HsNO,

PM: 75,07

Roth 3908.1
CAS 56-40-6
Lote: 072530020

Leite em po6 desnatado

Spinnrad 11018
Lote: 396080
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e 2-Mercaptoetanol

2-Hidroxietillmercaptano
Sigma M-3148

CAS 60-24-2

Lote: 27H1172

e Metanol

CH;OH

PM: 32,04
J.T.Baker

CAS 67-56-1
Lote: 0106030004

e Ortovanadate sodica

NazVOq,

Sigma S-6508
CAS 237-287-9
Lote: 99H0852

e Padriao de proteina

Proteinas conjugadas a um corante azul e seus pesos moleculares aproximados

(em kD):

Isomerase triosefosfato (musculo de coelho) 26,6
Desidrogenase lactica (musculo de coelho) 36,5
Fumarase (coragdo suino) 48,5
Piruvato quinase (musculo de galinha) 58,0
Frutose-6-fosfato quinase (musculo de coelho) 84,0
B-galactosidase (Escherichia. coli) 116,0
ap-macroglobulina (plasma humano) 180,0
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Paraformaldeido

HO(CH,O)n H
Merck 1.04005.1000
CAS 30525-89-4
Lote: K22367805 544

Persulfato de amonio

(NH4)2S,05
Sigma A-3678
CAS 7727-54-0
Lote: 20K0244

Ponceau-S concentrado

CAS 6226-78-4
Sigma P 7767
Lote: 063H6199

2-Propanol

C;HgO

Roth 6752.1
CAS 67-63-0
Lote: 27149081

SDS (dodecil sulfato de sodio)

Ci2H2504S.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: 90K 1699

Tris (hidroximetilaminometano)

C4H11NOs

PM: 121,14
Roth 5429.1
CAS 77-86-1
Lote: 45150561

Tris (hidroximetilaminometano) HCI

C4H;1NOs*HCI

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 estrogénio a

ER-a (MC-20): sc-542
IgG coelho policlonal, 200 pg/ml
Santa Cruz Biotechnology

Armazenar a 4°C

Lote: K191

Anti-p- actina

Clone AC-15

Mouse ascites fluids

Sigma A5441

Armazenar a 4°C ou por longos periodos, aliquotado a —20°C

Lote: 041K4818

Anti-coelho

Donkey anti-rabbit [gG-HRP
200 pg/0,5ml

cat # sc-2077

Santa Cruz Biotechnology

Armazenar a 4°C

Lote: 1029

Anti-camundongo

Anti-Maus-IgG POD Konjugat (Ziege)
Bio Genes GmbH 22094.0001
AMP-1095-2

Armazenar a 4°C
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Lote: 0S-0701-004

3.2.8 Preparo de solugcoes
e 1-Butanol (1:3)
1-Butanol 30 ml

Agua bidestilada 60 ml

Armazenar a temperatura ambiente.

e Coomassie Blue 0,025%(p/v) 10% (v/v) acido acético

Acido acético 200 ml
Agua bidestilada 1800 ml
Coomassie Blue G-250 0,5g

Homogeneize por uma hora e filtre em papel Whatman n° 1.

Armazenar a temperatura ambiente.

o Gel de resolucio

Quantidade necessaria para um gel:

Acrilamida/bisacrilamida 30% 3,3 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5ml
SDS 10% (p/v) 100 pl
Persulfato de aménio 10% (p/v) 100 pl
TEMED 4 ul

Agua bidestilada 4,0 ml

e Gel de empacotamento

Quantidade necessaria para um gel:



Acrilamida/bisacrilamida 30% 330 pl

1,5 M Tris (pH 8,8) 250 pl
SDS 10% (p/v) 20 pl
Persulfato de amoénio 10% (p/v) 20 ul
TEMED 2ul
Agua bidestilada 1,4 ml

¢ Ortovanadate sodica 200nuM
Ortovanadate sodica 0,3678 g
Agua bidestilada 10 ml
Armazenar a —20 °C.

e 10 % de persulfato de amonio (p/v)
Persulfato de amonio 300 ug
Agua bidestilada 300 pl
Armazenar a 4° C.

e 10% SDS

SDS 10g
Agua bidestilada autoclavada 90 ml

Cubra o recipiente, homogeneize misture e aquega a 63 °C.

Agua bidestilada autoclavada gsp 100 ml

Armazenar a temperatura ambiente.

Soluc¢ao bloqueadora 5% (v/v)

Solugdo tampao TBS 80 ml
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Leite em pd desnatado 4¢g

OBS: Preparo na hora

e Soluc¢io descolorante

Metanol 300 ml
Acido acético glacial 100 ml
Agua bidestilada 600 ml

Armazenar a temperatura ambiente.

e Solucio de diluicao de anticorpo 0,5% (v/v)
Solugdo tampao TBS 80 ml
Leite em pd desnatado 04¢g
OBS: Preparo na hora

e Solucao Ponceau S
Ponceau S concentrado 20 ml

Agua bidestilada gsp 180ml

Armazenar a temperatura ambiente.

e Solugio tampao de eletroforese (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1 %)

Agua bidestilada gsp 1000 ml
Tris 303¢g
Glicina 14,41 g
SDS lg

Armazenar a 4 °C.
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e Solucgao tampao de transferéncia (Tris 48 mM, Glicina 39 mM, SDS 0,037%,
Metanol 20 %)

Tris 303¢g
Glicina 1441 g
Metanol 200 ml
SDS 0,037% (v/v) 0,37 ¢g
Agua bidestilada gsp 1000 ml

Armazenar a 4 °C.

e Soluc¢ao tampao Tris (TBS)

Tris 300 g
NaCl 20¢g
Agua bidestilada gsp 800 ml
Ajustar o pH para 8,0 com HCI 6 N

Agua bidestilada gsp 1000 ml

Armazenar a temperatura ambiente.

e Solu¢io tampao Tris/Tween (TTBS)

Solucao TBS 1000 ml
Tween 0,5 ml

Armazenar a temperatura ambiente.

e Solugao Tris 1,5M pH 8,8

Tris 181,78 g
Agua bidestilada gsp 800 ml
Homogeneizar e ajustar o pH para 8,8 com HCl 6 N

Agua bidestilada gsp 1000 ml



Armazenar 4° C.

e Solucio Tris SOmM pH 7,4

Tris-HCl 7,88 g

Agua bidestilada gsp 800 ml
Homogeneizar e ajustar o pH para 7,4 com KOH 1IN
Agua bidestilada gsp 1000 ml

Armazenar 4° C.

e Tampao de inibidor de proteases ortovanadate sodica 200nM

1 tablete CMR (Complete Mini Reagent)
Ortovanadate so6dica 10mM 200l
Solucao Tris 50mM pH 7,4 10ml

Armazenar 4° C.

e Tampiao Laemmli

Agua bidestilada 3,8ml
0,5M Tris-HCI, 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 °C.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso corporeo

Todas as ratas pertencentes aos grupos 21 DPN (dias pos-natal), VF (vagina
fechada) e VA (vagina aberta), foram pesadas imediatamente antes do sacrificio por
decapitagdo.

Como pode ser visto na Tabela 2 e na Figura 11, embora pareadas quanto a
idade e — sempre que possivel também quanto a ninhada - as fémeas 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 possuiam a mesma
idade, porém ndo pertenciam a mesma ninhada, apresentaram peso corpéreo inferior ao

de suas respectivas controles (VF) pareados.

4.2 Peso dos orgaos (ovarios, utero e vagina)

Depois do sacrificio, os ovarios, o utero e a vagina de cada fémea foram
removidos e armazenados a temperaturas ultrabaixas (-80°C).

Como os ovarios, uteros e vaginas nao foram pesados logo apds terem sido
retirados, dispomos apenas do peso dos 6rgdos congelados.

As médias e os desvios-padrdo dos pesos absolutos (mg) dos trés orgaos

analisados sao mostrados na Figura 11.



Tabela 2: Peso corpéreo (g) das ratas sacrificadas aos 21 DPN, no dia da abertura da
vagina (VA) e das fémeas ainda com a vagina fechada (VF) pareadas quanto a idade

com fémeas 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 4 926 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 255 92+ 15 103+9°

a # VF (p<0,05) teste de Wilcoxon Signed-rank
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Figura 11: Média e desvio-padrao do peso corpdreo (g) de fémeas sacrificadas em trés momentos diferentes do
desenvolvimento pos-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-padrao do peso absoluto (mg) do tutero, vagina e ovarios de fémeas sacrificadas em trés momentos
diferentes do desenvolvimento pos-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 Ovarios

Os ovarios direito e esquerdo foram pesados isoladamente, mas na Tabela 3 sdo
apresentados os pesos absolutos (mg) e relativos (%) dos dois ovarios somados.

Somente quatro animais do grupo VA apresentaram pesos absolutos dos ovarios,
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 nao
mostrou diferenga entre os grupos (p<0,05) VA e VF quanto ao peso absoluto dos
ovarios.

Como pode ser visto na Tabela 2, houve aumento no peso relativo dos ovarios,
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).

Nao houve entretanto diferenca entre animais de mesma idade mas em situagao
diferente quanto a abertura de vagina (i.e., VA versus VF). Somente houve diferenca
entre os grupos 21 DPN e VA (teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney,
p<0,05).

4.2.2 Utero

A Tabela 4 mostra os pesos absolutos e relativos dos uteros das ratas dos grupos
21 DPN, VF e VA.

Somente cinco animais do grupo VA apresentaram pesos absolutos dos uteros,
menores do que seus respectivos controles pareados (todos da mesma idade e da mesma
ninhada) do grupo VF. Esses animais foram também os unicos que apresentaram peso
relativo do utero inferior aos dos respectivos controles pareados do grupo VF. A
ANOVA ndo mostrou diferencga entre os pesos absolutos dos uteros dos grupos VF e
VA(p<0,05).

Como pode ser visto na Tabela 3, houve aumento do peso relativo dos tuteros
entre o dia 21 de vida pos-natal (0,087 £ 0,026) e o dia de abertura da vagina, VF
(0,1385+0,1104) e VA (0,1528 + 0,0603).



Nao houve, entretanto diferenca de peso relativo de tutero entre animais de
mesma idade com vagina aberta (VA) e vagina fechada (VF). Somente houve diferenga

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 possuiam a mesma idade quando sacrificados e pertenciam a
mesma ninhada, com uma Unica excecdo, que apresentou peso absoluto pouco maior.
Esses animais foram os que também apresentaram peso relativo inferior aos do grupo
VF. A ANOVA nao mostrou diferenga entre os pesos absolutos das vaginas dos grupos
VF ¢ VA(p<0,05).

Como poder ser visto na Tabela 4, ndo houve aumento no peso relativo das
vaginas, entre o dia 21 de vida pos-natal (0,114 + 0,029) e o dia de abertura de vagina,
VF (0,1023 £+ 0,0479) e VA (0,1166 £ 0,0268). Também nao houve diferenca 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, sdo os mesmos que apresentaram pesos

relativos dos uteros menores que os controles do grupo VF.



Tabela 3: Pesos absolutos e relativos dos ovarios direito e esquerdo de fémeas em diferentes momentos do desenvolvimento

sexual: aos 21 dias de vida (21 DPN), no dia da deteccdo 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
Peso Peso Peso Peso Peso Peso Idade Peso absoluto Peso Peso Idade
Animal absoluto relativo  corporeo Animal absoluto  relativo corporeo Ninhada (dias) Animal (mg) relativo  corporeo Ninhada (dias)
(mg) (%) (9] (mg) (%) (€9) (%) (€]
7 45 0,0217 20,7 19 37,2 0,044 84 1B 37 13 34,4 0,0340 100 1B 37
8 32 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 2 473 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
7 478 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 18 448 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+14 0,0110+ 252+5,1 34,0+£15,3 0,0366+ 92+15 4528 +11,01 0,0440+ 103+9"
0,0064" 0,0149 0,0095

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 uteros de fémeas em diferentes momentos do desenvolvimento sexual: aos 21 dias de
vida (21 DPN), no dia da detec¢do 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
Peso Peso Peso Peso absoluto Peso Peso Idade Peso Peso Peso Idade
Animal absoluto relativo corporeo  Animal (mg) relativo  corporeo Ninhada (dias) Animal absoluto relativo corpéreo Ninhada  (dias)
(mg) (%) (€9) (%) (€] (mg) (%) (€9)
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 3314 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
MédiatDP 21,0 +£2,8" 0,087+ 252+5,1 126,2£100,3 0,1385+ 92=+15 157,1£64,0 0,1528 103+9°
0,026 0,1104 +
0,0603

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



Tabela 5: Pesos absolutos e relativos das vaginas de fémeas em diferentes momentos do desenvolvimento sexual: aos 21 dias
de vida (21 DPN), no dia da detec¢do 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).

a=VF (teste Wilcoxon Signed-rank).



4.3 Expressdo do receptor de estrogénio subtipo a (REa) analisada por Western

Blotting

A expressdo do receptor de estrogénio o foi analisada semiquantitativamente em
trés tecidos de ratas Sprague-Dawley: ovario, vagina e tutero. Para esta analise por
eletroforese em gel de poliacrilamida e “immunoblot” utilizamos anticorpos contra
receptor de estrogénio-a de camundongos.

As membranas de nitrocelulose obtidas a partir das transferéncias dos géis,
foram incubadas com o anticorpo policlonal anti-receptor de estrogénio-a de
camundongos, desenvolvido em coelho e, em seguida, incubadas com anticorpo
secundario 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 sensivel a raios-X revelado em aparelho apropriado. Apds a revelagcdo os grupos
analisados mostraram trés bandas imunorreativas de pesos moleculares aparentes
diferentes: 64, 56 e/ou 42 kD.

As imagens fotograficas foram escaneadas e as densidades Opticas de cada
banda, medidas, integrando-se a densidade correspondente a cada banda dividida pela
integral da area determinada como o background.

A fim de facilitar a analise e visualizagao dos resultados, todos os valores, de
DO registrados foram divididos por 10°. Os valores sio apresentados em unidades

arbitrarias de densidade optica (UDO).

4.3.1 Ovarios

Devido ao tamanho reduzido dos ovarios, principalmente do grupo 21 DPN,
foram formados pools de trés ovarios (direito ou esquerdo, escolhido aleatoriamente)
provenientes de diferentes fémeas do mesmo grupo. No total foram obtidos dois pools
do grupo 21 DPN (ntimeros 1 e 2) e quatro pools dos grupos VF (nimeros 3,4, 7 ¢ 8) e
VA (ntimeros 5, 6,9 ¢ 10).

Cada pool obtido foi analisado individualmente e teve sua concentragdo de
proteina determinada. Foram pipetados 50 pg de proteina, por canaleta do gel, de cada

pool.
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Ap6s a revelagao da imagem de raio-X referente aos pools de ovarios dos grupos
analisados, foram visualizadas trés bandas imunorreativas de pesos moleculares
aparentes: 64, 56 e/ou 42 kD (Figura 13).

A Tabela 6 mostra os valores arbitrarios de densidade Optica obtidos de cada
pool, assim como a média, o desvio-padrdo (DP), a mediana e o primeiro e terceiro

quartis de cada grupo.

Figura 13: Bandas imunorreativas ao REa obtidas de pools de ovarios de ratas Sprague-

Dawley em diferentes momentos do desenvolvimento pds-natal: 21 DPN, VF e VA.
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Todas as bandas de pesos moleculares aparentes 64, 56 e 42 kD, obtidas em
pools de ovéarios do grupo VA (Média+DP: 2,17+1,42, 39,23+11,00 e 11,49+10,03,
respectivamente) apresentaram valores de densidade oOptica inferiores aqueles obtidos
em ovarios de ratas do grupo VF (12,6842,65, 48,27+£9,52 e 19,38+6,97,
respectivamente). O grupo VF, por sua vez apresentou valores arbitrarios de DO
inferiores aos obtidos pelo grupo 21 DPN para todas as trés 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: Andlise semiquantitativa de immunoblots usando anticorpo contra REa de
camundongos, em pools de trés ovarios de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em

diferentes momentos do desenvolvimento pds-natal.

N° 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° 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)

* Qs valores expressos em UDO (unidades arbitrarias de densidade optica). A leitura original foi multiplicada por 10~

21 DPN - fémeas sacrificadas aos 21 dias de vida; VA — fémeas sacrificadas no dia da abertura de vagina; VF - fémeas 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: Valores individuais de ovarios de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em diferentes momentos do desenvolvimento p6s-natal,
obtidos da analise semiquantitativa de “immunoblots”.
21 DPN - 21 dias pos-natal; VF - vagina fechada; VA - vagina aberta; UDO - unidades arbitrarias de densidade optica
(a leitura original foi dividida por 10°).



4.3.2 Utero

No caso dos tteros foram analisadas as amostras individuais de cada fémea. Em
cada canaleta do gel, foram pipetados 50 ug de proteina obtidas do utero de cada
animal.

ApoOs a revelagdo da imagem de raio-X referente aos uteros dos grupos
analisados, trés 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 unica corrida eletroforética.

Figura 15: Bandas imunorreativas ao REa obtidas de tuteros de ratas Sprague-Dawley

em diferentes momentos do desenvolvimento sexual: 21 DPN, VF ¢ VA.
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Na Tabela 7 sdo mostrados os valores de densidade optica obtidos para os uteros
de cada fémea assim como a média, o desvio-padrao (DP), a mediana e o primeiro e
terceiro quartis de cada grupo.

Todas as bandas de pesos moleculares aparentes 64 ¢ 56 kD, obtidas para o
grupo VA (Média=DP: 10,60+£3,94 e 37,94+5,77, respectivamente) apresentaram
valores de densidade Optica inferiores aos obtidos para o grupo VF (34,60+£7,86 ¢
43,0146,42, respectivamente). A banda de 42 kD apresentou uma densidade Optica
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 trés 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 distribuidos 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, ndo 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 nao diferiram entre si.
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Figura 16: Valores individuais de tteros de ratas Sprague-Dawley, sacrificadas em diferentes momentos do desenvolvimento pos-

natal, obtidos da analise semiquantitativa de “immunoblots”

21 DPN - 21 dias pos-natal; VF - vagina fechada; VA - vagina aberta; UDO - unidades arbitrarias de densidade optica
(a leitura original foi dividida por 10°).



Tabela 7: Anélise semiquantitativa de immunoblots usando anticorpo contra REa de

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

momentos do desenvolvimento pos-natal.

N°¢ animal Ninhada

TA ND

SA ND

9A ND

10A ND

11A ND

12A ND
Média

DP
Mediana

Q1-Q3

N° animal Ninhada Idade (dias)

19 1B 37
22 4B 38
23 4B 41
24 3B 41
Média
DP
Mediana
Q1-Q3

N° animal Ninhada Idade (dias)

13 1B 37
14 1B 38
17 4B 41
18 3B 41
Média
DP
Mediana
Q1-Q3

*

64 kD

21 DPN

38,02
33,83
31,66
40,27
40,12
37,62
36,92°
3,48
37,82

37,62-37,62

VF

64 kD
33,31
32,21
27,20
45,69
34,60°
7,86
32,76

32,21-32,21

VA

64 kD
8,20
7,50
10,50
16,19
10,60
3,94
9,35

8,20-8,20

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

56 kD

63,99
64,71
59,77
60,94
55,63
48,31
58,89 °
6,12
60,35
59,77-59,77

56 kD
36,86
40,28
43,03
51,87
43,01
6,42
41,66
40,28-40,28

56 kD
31,66
34,44
43,04
42,64
37,94
5,77
38,54
34,44-34,44

42 kD

27,53
20,08
20,01
23,26
21,56
20,21

22,11*°
2,93
20,89
20,21-20,21

42 kD
8,47
2,08
6,26
5,60
5,60
2,65
5,93

5,60-5,60

42 kD
11,03
5,58
3,28
10,34
7,56
3,74
7,96

5,58-5,58

* Os valores foram expressos em UDO (unidades arbitrarias de densidade dptica). A leitura original foi multiplicada por 107.
21 DPN - fémeas sacrificadas aos 21 dias de vida; VA — fémeas sacrificadas no dia da abertura de vagina; VF - fémeas 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 pg de proteina, de cada animal.

Apbs a revelacdo da imagem de raio-X referente as vaginas dos grupos
analisados, trés 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 unica corrida eletroforética.

Figura 17: Bandas imunorreativas ao REa 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 sdo mostrados os valores arbitrarios de densidade oOptica obtidos
para cada vagina, assim como a média, o desvio-padrao (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 ¢ 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 diferenga (p<0,05) entre os
grupos 21 DPN e VA. Também ocorreu diferenga nas bandas 56 ¢ 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, ndo diferiram entre si. A banda
correspondente a 42 kD foi menos densa no grupo 21 DPN do que nos grupos VA e VF,

este ultimo, por sua vez, foi mais denso que o grupo VA.
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Tabela 8: Analise semiquantitativa de immunoblots usando anticorpo contra REa de

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

momentos do desenvolvimento pos-natal.

N° animal Ninhada 64 kD"
21 DPN
7TA ND 28,96
SA ND 45,36
9A ND 44,65
10A ND 43,44
11A ND 4433
12A ND 45,32
Média 42,01°
DP 6,43
Mediana 44,49
Q1-Q3 44,33-44,33
VF
N° animal Ninhada Idade (dias) Sl
19 1B 37 36,00
20 1B 38 36,93
21 3B 37 36,55
Média 36,49
DP 0,47
Mediana 36,55
Q1-Q3 36,28-36,28
VA
N° animal Ninhada Idade (dias) i3
13 1B 37 2,12
14 1B 38 2,66
18 3B 41 5,28
Média 3,35
DP 1,69
Mediana 2,66
Q1-Q3 2,39-2.83

56 kD

45,64
66,08
58,85
53,98
49,12
51,27

54,16*°

7,35
52,63

51,27-51,27

56 kD

33,72
33,74
32,90
33,45
0,48
33,72

33,31-33,31

56 kD

4,89
1,10
4,67
3,55
2,13
4,67

2,89-2,89

42 kD

0,00
10,87
6,21
6,97
0,16
10,16
5,73°
4,73
6,59
6,21-6,21

42 kD

24,03
14,17
19,47
19,22
4,94
19,47

16,82-16,82

42 kD

6,52
11,03
10,84
9,46
2,55
10,84
8,68-8,68

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

* Qs valores foram expressos em UDO (unidades arbitrarias de densidade ptica). A leitura original foi multiplicada por 10~
21 DPN - fémeas sacrificadas aos 21 dias de vida; VA — fémeas sacrificadas no dia da abertura de vagina; VF - fémeas 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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5. DISCUSSAO

5.1. Puberdade em ratas

5.1.1 Regulagdo da puberdade

A puberdade em ratas ¢ determinada pela interacdo de varios processos
neuroenddcrinos, entre os quais estda a secrecdo de gonadotropinas no eixo
hipotaldmico-hipofisario, processo este mediado por neurotransmissores - e.g.
catecolaminas, acetilcolina e GABA (acido y-aminobutirico). Fatores de crescimento
como o TGF-B (fator de crescimento transformador) e o IGF-I (fator de crescimento
semelhante a insulina) também parecem desempenhar um importante papel na
determinagdo da puberdade (Goldman et al, 2000).

No periodo pré-puberdade o GABA inicialmente estimula a secre¢do de
gonadotropinas, provavelmente por promover a secre¢ao de GnRH. Entretanto, na
semana que precede o inicio da puberdade, por volta do 30° dia de vida, o sinal enviado
pelo GABA passa a ser inibitorio (Goldman et al, 2000).

Os fatores de crescimento como o TGF-f e o IGF-I, entre outras acgoes,
contribuem para a maturagao folicular do ovario (Mayerhofer et al, 1997).

Outros eventos também podem influenciar o inicio da puberdade. Redugdes no
ganho de peso corpdreo durante o desenvolvimento pos-natal, por exemplo, podem

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

5.1.1.1 Relagdo entre peso corporeo e puberdade

A relagdo entre inicio da puberdade e ganho de peso corporeo foi relatada
primeiramente na década de 50, quando Kennedy (1957) verificou que a época de
abertura de vagina estava mais relacionada ao peso corpéreo do que a idade cronolédgica
do individuo. Desde entdo varios estudos tentaram explicar essa relagdo (Kennedy &
Mitra, 1963; Frisch ef al, 1975; Frisch et al, 1977; Glass et al, 1979; Wilen & Naftolin,
1978). Mesmo chegando, algumas vezes, a resultados divergentes, todos os estudos

concluiram que distirbios metabolicos associados com perda de peso ou diminui¢ao da
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taxa de crescimento corporeo sao inibidores do sistema reprodutor, como pode ser visto
na revisdo de Steiner et al, 1983.

Ainda em 1963, Kennedy & Mitra formularam a hipdtese de que sinais quimicos
derivados da atividade metabdlica do organismo influenciavam o hipotalamo
reprodutivo e contribuiam para a sua ativagdo durante a puberdade. Varios estudos
subseqiientes mostraram que algumas substancias sdo capazes de alterar a liberacao de
LHRH de maneira direta ou indireta (Ojeda & Urbanski, 1994). A insulina, por
exemplo, aumenta a ligacdo do estrogénio em certas areas do cérebro (Sieger & Wade,
1979) e facilita a liberagdo de gonadotropina induzida pelo LHRH (Adashi et al, 1981).
A deficiéncia de 4cidos graxos durante o periodo pré-natal, pode retardar a abertura de
vagina e a manifesta¢do do primeiro estro (Smith White & Ojeda, 1983).

Recentemente, Zhang e colaboradores (1994) identificaram uma proteina
constituida por 167 aminoacidos e secretada principalmente por adipdcitos, que recebeu
o nome de leptina. Essa proteina, responsavel pela regulagdo do consumo de alimento e
metabolismo e importante na preven¢do da obesidade (Ahima et al/, 1998), também
parece estar associada a ocorréncia da puberdade (Cunningham et al, 1999). A leptina
estimula a secrecao de gonadotropinas e parece atuar no controle por retroalimentagao
da sintese de esterdides.

A leptina atua no hipotdlamo e possui acdo anorexigénica (inibidora de apetite).
Os receptores de leptina sdao encontrados em grande nimero no hipotalamo, mas
também em outras regides do sistema nervoso central (Elmquist et al, 1998). Ela
aparentemente informa o cérebro sobre a existéncia de reserva energética suficiente para
promover os processos reprodutivos (Ahima et al, 1997).

Niveis baixos de leptina, em decorréncia de deficiéncias nutricionais, levam a
uma diminui¢do da producdo de hormonios tireoideanos (diminuindo o metabolismo
basal) e de hormdnios sexuais (inibindo a reprodu¢ao), e também a um aumento de
glicocorticéides (mobilizando as fontes produtoras de energia do organismo) (Nelson &
Cox, 2000).

O aumento da concentragdo de leptina pode explicar a redu¢do do consumo de
alimento observado em animais expostos ao estradiol (Donohoe et al/, 1984). Por outro
lado, ¢ conhecido que a auséncia de estradiol circulante, decorrente de ovariectomia,
estimula o apetite e o aumento de peso corporeo (Goldman et al, 2000).

O ganho de peso corporeo ¢ considerado um desfecho importante na avaliagao
de efeitos adversos de xenobioticos, sendo um indicador sensivel, mas pouco especifico,

de toxicidade sistémica. Xenoestrogenos administrados logo apds o desmame podem
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antecipar a abertura de vagina e reduzir o peso corporeo, como mostrado por Marty e
colaboradores (1999). Nesse caso ¢ possivel que tenha havido um aumento de leptina
decorrente da agdo estrogénica, levando a uma diminui¢do do apetite e,
conseqlientemente, a uma reducdo do peso corporeo. O mesmo estudo mostrou ainda a
situacdo inversa: o retardo da abertura de vagina e o aumento do peso corporeo apds
tratamento com o inibidor de aromatase Fadrozola (que causa um bloqueio na producao
de estradiol). Neste caso, portanto, a diminuicdo do peso corpoéreo depois da
administragdo de estrégenos, parece estar relacionada a desregulagdo endodcrina.

O neuropeptideo Y (NPY) possui agdo orexigénica (estimulante de apetite) e sua
producdo ¢ regulada pela leptina (Nelson & Cox, 2000). Esse peptideo de 36 residuos de
aminoacidos, também encontra-se envolvido na relacdo entre peso corporeo e

puberdade, estimulando a liberagdo de GnRH (Goldman et a/, 2000)

5.1.2 Inicio da puberdade

Nas ratas, o inicio da puberdade pode ser definido como o periodo de transi¢do
entre a abertura de vagina e a primeira ovulagdo (Goldman et al, 2000).

A importancia da abertura (ou canalizagdo) da vagina, em estudos do sistema
reprodutivo, deve-se ao fato deste ser o Unico sinal externo da ocorréncia da puberdade
em roedores. O pequeno orificio existente no canal vaginal s6 se torna patente a partir
da estimulacao estrogénica que marca o inicio 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 a/, 2000), embora pequenas variagdes entre diferentes linhagens ou

coldnias ndo sejam incomuns (Rivest, 1991).
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5.1.3 Peso corpdreo e abertura de vagina em ratas Sprague-Dawley

Nossos dados mostraram que houve diferenga (p<0,05) de peso corporeo entre
os grupos VA e VF, (pareados quanto a 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), possuiam peso corporeo maior.

Alguns autores também mostraram que a puberdade de ratas com restricao
nutricional ocorre tardiamente (Wilen & Naftolin, 1978 e Holehan & Merry, 1985).
Efeitos semelhantes como amenorréia e infertilidade também foram observados em
mulheres com baixo peso corpéreo, devido a restricdo calorica ou a atividades fisicas

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

5.2 Expressdo do REa em ovdrios, utero e vagina de ratas Sprague-Dawley

5.2.1 Especificidade do anticorpo usado para evidenciar REa.

No nosso estudo, todas as membranas obtidas foram incubadas com anticorpo
policlonal de coelhos desenvolvido contra um peptideo presente na extremidade C-
terminal do receptor de estrogénio subtipo-a (REa) de origem murina. A especificidade
do anticorpo, segundo informagdes do fabricante (Santa Cruz Biotechnology, Inc.),
abrange receptores de camundongo, ratos € humanos e nao permite reagao cruzada com
o subtipo RE.

Nao houve expressdo de bandas imunorreativas quando o anticorpo foi pré-
incubado com o peptideo correspondente a extremidade carboxi terminal do REa (ERo-
peptide - MC-20 - sc-542P, Santa Cruz Biotechnology), confirmando que as bandas
mostradas em todos os resultados obtidos sdo provenientes da expressdao de REa (dados
nao mostrados).

A B-actina ¢ uma variante da actina presente em células ndo-musculares de seres
humanos, ratos, camundongos, porcos, bovinos etc. NoOs realizamos a analise
densitométrica da banda imunorreativa ao anticorpo monoclonal anti-B-actina,
proveniente de camundongos. Nossos resultados mostraram que ndo houve diferenga
entre as quantidades de proteina inseridas nos pogos do gel de empacotamento,

correspondentes aos 6rgaos de cada animal (dados ndo mostrados).
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5.2.2 Expressdo das variantes de REa

O REa (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 ef al,
1997).

Nossos resultados mostraram trés bandas imunorreativas com pesos moleculares
aproximados de 64, 56 e 42 kD, que provavelmente constituem variantes de REa. Essas
bandas foram detectadas em todos os 6rgdos 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 as trés variantes encontradas: RE64, RE56 ¢
RE42. Estas correspondem, respectivamente, as bandas imunorreativas de pesos
moleculares aparentes: 64, 56 e 42 kD.

A Tabela 9 mostra a diferenca da expressdo das trés bandas imunorreativas

encontradas nos 6rgaos analisados dos trés grupos estudados.
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A Figura 20 mostra a representagdo esquematica full-length do RNAm do REa e
de 4 variantes segundo o estudo de Friend e colaboradores (1997). As trés primeiras
variantes mostradas se originaram de um splicing alternativo. Por outro lado, a TERP-1
representa um RNAm codificado a partir de um sitio de iniciacdo diferente do
correspondente ao éxon 1. A delecdo do éxon 4 também aparece em tecidos de ratos
machos e fémeas como utero, pituitaria, figado, coragdo, cérebro, hipotdlamo, ovarios e
testiculos. A delecdo 5/6 aparece em todos os tecidos, mas em niveis baixos no
hipotdlamo, e a delegdo 3/4 foi detectada em todos os 6rgdos com excec¢dao do coragdo
(Friend et al, 1997).

A Figura 20 mostra ainda o mesmo anticorpo utilizado no nosso estudo ligado a
extremidade C-terminal do receptor, o que explica como as variantes, com pesos

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

A/B c D F F

Exons REa |
full-length 1

5’

Delegio | | | LIl
Exon 4

=
Deleca | [ -
Do | — 1T

Dele¢io [ | 1T T |-
Bron 561 L |

TERP-1 ] | | |
(20-24 kDa)

Figura 20: Variantes do REa (modificado de Friend et al, 1997).
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5.2.3 Expressao do REa no periodo 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 inicio a secre¢do de androgenos
e a aromatizagdo destes em estrogenos (ver Figura 8).

O pico de estradiol aos 21 dias de vida ndo desencadeia mudangas marcantes no
desenvolvimento sexual, mesmo na presenga de receptores especificos, ja que durante
esse periodo ainda existe alta concentracdo de a-fetoproteina (AFP) (Noda et al, 2002).
A AFP, presente em ratos ¢ humanos, se liga ao estrogénio, diminuindo a concentragao
do hormonio livre no plasma (Andrews & Ojeda, 1977 e Meijs-Roelofs & Kramer,
1979). O hormdnio ligado a proteina ndo ¢ ativo ao nivel de receptores, sendo a fragdo
livre que determina alguns eventos estrogeno-dependentes, como os efeitos promotores
de cancer de mama (Bennett et al, 1998). Por outro lado, dois xenoestrogenos, o
etinilestradiol e o DES possuem pouca afinidade de ligacdo com a AFP (cerca de 100

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

5.2.4 Regulacdo da expressio do REa pelos niveis de estradiol

E bem conhecido que os niveis de ligantes podem regular a expressio de seus
receptores especificos. O aumento ou a diminuigdo da expressdo dependera do tecido e
das condicdes fisiologicas (Mitchner et al, 1998). Em geral o aumento da concentragdo
acarreta a diminuicao da expressao dos receptores € vice-versa.

Ha evidéncias de que esta regulacdo também ocorre com receptores de
estrogénio.

A regulagdo do REa no utero e na pituitaria esta relacionada a concentracao de
estradiol livre, como j& foi descrito anteriormente por outros autores (Shupnik et al,
1989; Friend et al, 1995; Cotroneo et al, 2001).

Shupnik e colaboradores (1989) mostraram que, apds a ovariectomia, 0s niveis
de RNAm do REa full length aumentaram no utero e diminuiram na pituitaria.

O estudo de Friend e colaboradores (1995) com pituitarias de ratos CDI,
evidenciou uma banda imunorreativa de 67 kD (equivalente a full-length) e ainda duas
bandas de 59 e 37 kD. As expressdes dessas duas ultimas bandas diminuiram apos

tratamento com 17 B-estradiol.
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Tabela 9: Diferencas da expressdo do REa em ovarios, utero e vagina em trés diferentes

momentos do desenvolvimento pds-natal.

RE64 RES56 RE42

VF em relacio OVARIOS il il il
a0 dia do UTERO i J J
desmame VAGINA fi l 0
(21 DPN)

VA em relagio OVARIOS fi fi fi
ao dia do UTERO J J J
desmame VAGINA 4 2 il
(21 DPN)

VA em OVARIOS $ fi fi
comparacio UTERO J fi fi
com VF de VAGINA i i i

mesma idade

T ou ¥ - aumento ou diminuigio, respectivamente, da expressio de REa analisados pelo teste de Kruskal
Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney (p<0,05); fi — ndo houve diferenca.

A Tabela 9 mostra que em ovarios e Uteros ocorreu uma diminuicdo da
expressao do REa full length (RE64) nos animais do grupo VA em relagdo aqueles de
mesma idade (VF) que ainda ndo haviam iniciado a puberdade. Esses resultados
sugerem que ocorrem alteracdes da expressdo de RE64 no inicio da puberdade. Nao
houve, entretanto, diferencas entre os grupos VF e VA quanto a expressdo das duas
variantes RE56 e RE42.

A diminuicao da expressdo de RE56 que ocorre em tutero e vagina dos grupos
VF e VA, quando comparados ao grupo 21 DPN, indica que a expressdo dessa variante
¢ maior aos 21 dias de vida (ver Tabelas 7 ¢ 8). Além disso, a auséncia de diferenga
entre os grupos VF e VA quanto a expressdo de RES56, sugere que essa variante ndo esta

relacionada a alteragdes que ocorrem no inicio da puberdade.
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O mesmo fato é observado quanto a variante RE 42 no utero, onde a expressao ¢
maior no grupo 21 DPN. Em relagdo a esta variante também ndo ocorrem diferengas de
expressao entre os grupos VF e VA.

A expressdao do REa full-length em ovarios, observada nos grupos 21 DPN e VF
no nosso estudo, ¢ menor quando comparada ao utero e a vagina (ver Tabelas 6 a §),
como foi mostrado também por O’ Brien et al (1999) e Byers et al, (1997).

Ha poucos estudos anteriores ao nosso relatando a expressdo das variantes RES6
e RE42 assim como suas fungdes e afinidades de ligacao a xenoestrogenos.

Estudos utilizando outros métodos (e.g. RT-PCR) devem ser realizados a fim de
identificar as variantes que encontramos, assim como os seus dominios estruturais e/ou
éxons deletados, seja pela remogdo errada de introns, ou existéncia de codons de
iniciacdo alternativos. Dessa maneira seria possivel identificar a capacidade de ligacao
ao DNA, a proteinas coreguladoras e também a xenoestrégenos, esclarecendo assim o
papel desempenhado por elas no desenvolvimento sexual e possiveis interagdes com

desreguladores enddcrinos (DEs).

5.2.5 Expressao das variantes de REa em outros estudos

O estudo de Friend e colaboradores (1997), utilizando um anticorpo especifico
para a extremidade C-terminal do REa, mostrou bandas imunorreativas em uteros 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 REa na pituitdria. As variantes de REa tem sido encontradas
principalmente em células neoplasicas, porém as suas fungdes ainda ndo sdo bem

conhecidas (Lemieux & Fuqua, 1996 e Pfeffer et al, 1996).
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Tabela 10: Expressao das variantes do REa em immunoblots de diferentes tecidos.

ESPECIE/
CEPA (idade)

Galinha

Humana

Rato/Sprague-
Dawley

(7-8 semanas)

Rato/Sprague-
Dawley
(adulto)

Rato/Sprague-
Dawley (4 meses)

Rato/Wistar
(28 dias)

Rato/Wistar

(8 semanas)

Rato/Sprague-
Dawley

(8-12 semanas)

TECIDO/TIPO

CELULAR

Figado
Células do

oviducto

Células

endoteliais

Pituitaria e

utero

Utero

Pituitaria

Vagina

Pituitaria

Pituitaria e

ovario

Ovario e utero

VARIANTE

61 kD
66 kD

66 kD e 46 kD

66 kD

64-66 kD;50-55

kD; 40-45 kD

64-44 kD; 40-45

kD; 20-24 kD

64,56 e 42 kD

66 e 24 kD

66 kD

66 kD

FONTE

Griffin et al, 2001.

Li et al, 2003.

Mitchner et al,
1998.

Friend et al, 1997.

Schonfelder et al,

2002.

Tiffoche et al,
2001.

Nishihara et al,
2000.

Hiroi et al, 1999.
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A partir do periodo pré-puberdade os niveis de estradiol sérico aumentam e
mantém-se elevados até o final da puberdade. Noda e colaboradores (2002) encontraram
niveis de estradiol sérico elevados em ratas Sprague-Dawley, no mesmo periodo em que
foi detectada a abertura de vagina (34 a 36 dias de vida) e niveis um pouco menores aos
30 dias. Entretanto, esses dois periodos apresentaram niveis de estradiol mais elevados

que os encontrados aos 21 dias de vida (Figura 21).

17p-estradiol sérico (pg/ml)

20 22 24 26 28 30 32 34 36

Figura 21: Niveis de estradiol sérico em ratas Sprague-Dawley (n=20).
(modificado de Noda et al, 2002).
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O tratamento com estrogenos também pode promover a regulagdo da expressao
de REa. No estudo de Shupnik e colaboradores (1989) o tratamento com estrogenos
levou a diminui¢do da expressdo do receptor em uteros, porém ao aumento na pituitaria.

Uma reducdo na expressdo de REa em uteros de ratos também foi encontrada
apds tratamento com estrogenos 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
genesteina (um fitoestrogeno) e com benzoato de estradiol, apresentaram uma
diminuigdo da expressao de REa em utero, quando comparados ao grupo tratado com
veiculo. A diminuicdo da expressdo, segundo o autor, poderia ocorrer devido a
protedlise do receptor.

Um estudo in vitro (Alarid et al, 1999) mostrou uma down-regulation da
expressao de REa em resposta a estrogenos sem alteracdo do RNAm, i.e., através de
rapida protedlise, que pode ser um evento inicial na a¢do estrogénica.

Nossos resultados mostraram uma diminui¢do da expressao do REa full-length
(RE64) dos 21 dias de vida pds-natal até o momento em que a abertura de vagina foi
detectada, em todos os 6rgaos analisados (Tabelas 6 a 8).

A diminui¢ao da expressao do REa full-length no periodo peri-puberdade
(grupos VA e VF), em comparacdo com o grupo 21 DPN, pode ser explicada pela
elevagdo dos niveis de estradiol livre que ocorre nesse periodo.

Os niveis de estradiol aos 21 dias de vida, apesar de elevados, ndo diminuem a
expressao do RE, ja que grande parte do horménio encontra-se ligado a AFP, como
vimos anteriormente.

No momento da abertura de vagina os niveis de estradiol encontram-se mais
elevados que nos dias que a antecedem. Isso poderia explicar a diminuigdo da expressao
do REa full-length no grupo VA ao compararmos com o grupo VF.

Em nosso estudo encontramos algumas diferencas na expressdo das variantes
RE56 e RE42. Entretanto, devido a inexisténcia de estudos mais aprofundados,
principalmente em ovarios, utero e vagina, ha dificuldade em estabelecer uma relacdo

entre os niveis de estradiol e a expressao dessas variantes nos tecidos estudados.
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5.2.6 Homologia interespécies

A grande homologia interespecifica de REa (ratos e humanos principalmente)
ressalta a importancia dos estudos experimentais desse receptor em animais de
laboratorio.

O rato ¢ um animal muito usado em estudos de desenvolvimento sexual, em
virtude do rapido crescimento, reproducdo freqiiente e sinais externos de maturagdo
sexual facilmente detectaveis. Alguns dos mecanismos bdsicos que envolvem o
processo de maturagdo sexual sdo preservados entre espécies, permitindo assim que
resultados obtidos com ratos possam, - dentro de certos limites - ser extrapolados para

humanos (Ojeda & Urbanski, 1994).

5.3 Expressao de variantes de REo em tumores de mama em mulheres

O REa humano (REh) ¢ um fator de transcricao ativado por hormonio que
desempenha um papel importante no crescimento e diferenciagdo de células responsivas
a estrogenos, como visto anteriormente. Na auséncia do ligante natural, o REh encontra-
se associado a proteinas de choque térmico (HSP — heat shock proteins), como a HSP 90
(Beato, 1989).

O tamoxifeno, um antiestrogeno amplamente usado no tratamento de cancer de
mama, se liga ao REh de maneira semelhante ao estrogénio. Entretanto, diferentemente
do estrogénio, o tamoxifeno inibe a ativagdo transcripcional dos genes—alvo do REh,
reprimindo assim o crescimento de células tumorais mamarias (Van Dijk et al, 2000).

Segundo estudos clinicos (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group,
1998), o tratamento de pacientes com tumores de mama REh positivo (e.g. detectado
por imunohistoquimica) com tamoxifeno diminui a taxa de recorréncia e aumenta a
sobrevida. O maior problema, entretanto, se deve ao fato de que aproximadamente 40%
das pacientes com tumores REh positivo ndo respondem ao tamoxifeno (Saez et al,
1989).

Algumas variantes de REh, identificadas em células de cancer de mama
(Dowsett et al, 1997), tem sido associadas ao desenvolvimento dos tumores e a
resisténcia ao tamoxifeno (Van Dijk et al, 2000). Poucos estudos descrevem de maneira
completa a expressdo destas variantes em células mamarias normais, o que permitiria

entender melhor o papel delas na tumorigénese e resisténcia no tratamento.
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O estudo de Van Dijk e colaboradores (2000) compara a expressdo de REh em
células de tumores de mama benignos (n=7), cé¢lulas normais (n=14) e células de
carcinomas (n=41). A expressdao do REh full-length ¢ maior (p<0,0001, teste de Mann-
Whitney) nos dois primeiros grupos (células normais) do que em pacientes com cancer
de mama. Estas, por sua vez, apresentam percentual de variantes com mutagdo do
dominio de ligacdo ao DNA maior do que aquele de células saudaveis. Esses resultados
sugerem ainda que a responsividade a estrogenos em células mamarias pode estar

alterada durante a progressao do tumor.

5.4 REy

Alguns autores refutam a existéncia do subtipo REy e tentam explicar porque
camundongos ERKO duplo, i.e. REa e REP negativo, apresentam ligacdo de
estrogénio no cérebro, mesmo na auséncia de REs funcionais (Shughrue et al, 2002).
Esses autores sugeriram que essa ligacao provinha de uma variante do REa e que seria
muito improvavel a existéncia de um terceiro subtipo de RE.

Os estudos que mostram a presenga desse receptor (REy), revelam que eles se
encontram em 6rgaos nao-reprodutivos, onde ha também a expressao de REa (Giguere
et al, 1988; Heard et al, 2000; Hong et al, 1999 e Sladek et al, 1997).

Um estudo comparativo da expressao dos subtipos de REs (o, B ey) em células
neoplasicas mamarias foi realizado por Ariazi e colaboradores (2002). Os resultados
mostraram que a expressao de REy ¢ maior em células tumorais do que em células

mamarias normais.

5.5 Importincia toxicologica do estudo da expressio do REa

Uma vez que o sistema enddcrino controla inimeros processos fisiologicos, a
ocorréncia de distirbios em “janelas” criticas de sensibilidade, pode vir a promover ou
ainda potencializar os efeitos adversos da exposicdo a substancias quimicas
considerados como xenoestrogenos.

O estudo da expressdo do REa em momentos criticos do desenvolvimento
permite direcionar as agdes-alvo dos estrogenos. Dessa maneira seria possivel aumentar

a especificidade e os beneficios de tratamento teraputicos com esses compostos e, por
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outro lado, diminuir os efeitos indesejaveis de estrégenos ambientais ¢ dos proprios
medicamentos.

Recentemente tem sido reconhecida a importancia de estudos focalizando as
variantes de REa. Esse interesse parece ter origem em grande parte na constatacdo da
presenga destas variantes, algumas vezes em quantidade maior que o proprio RE full
length, em células tumorais. Essas variantes podem estar envolvidas no
desenvolvimento de neoplasias, e também na resisténcia que alguns pacientes
apresentem aos medicamentos antineoplasicos.

A avaliacdo da exposicdo, principalmente a que envolve a saude humana deve
focalizar grupos mais susceptiveis, em conseqiiéncia do estilo (e.g. dieta) ou do estagio
da vida (gesta¢do, adolescéncia e senescéncia). Schardein (2000) disse que os
xenoestrogenos sdo capazes de causar malformacdes especificas durante periodos
criticos do desenvolvimento com duragao relativamente curta

Como mostrado na Tabela 11 héd estudos sugerindo que a administragdo do
fitoestrogeno genesteina no inicio do periodo pré-natal confere uma prote¢do
significativa contra cancer de mama induzido quimicamente na vida adulta (Fritz ef al,
1998 e Lamartiniere et al, 1995). Por outro lado, outros estudos indicam que a
administracao de genesteina in utero aumenta significantemente a formagao de tumores

em fémeas (Hilakivi-Clarke et a/, 1999).
As funcgdes fisioldgicas e afinidades por xenoestrogenos das variantes de REa

encontradas nesse estudo, ainda ndo foram estudadas. Estudos complementares (e.g.

RT-PCR) sdao necessarios para melhor caracterizar estas variantes.
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Tabela 11: Substancias consideradas como xenoestrogenos.

SUBSTANCIA EFEITO ESPECIE
Bisfenol A T receptores de progesterona Rato
. eso prostata e da capacidade de
Bisfenol A f'pesop P Camundongo
ligacdo do receptor de androgénio
Coumestrol Inibicdo da liberagcdo de FSH Camundongo
Coumestrol Antecipagdo da AV e do primeiro Rato
estro
Daidzeina Inibi¢ao de enzimas metabolizantes Rato
Daidzeina Presenca no liquido amnidtico no Humano
e/ou segundo trimestre de gravidez
Genesteina
DES 1 risco de esterilidade e Camundongo
anormalidades no trato urogenital
DES Antecipagdo de AV seguido de Rato
diestro (d12-d17) e estro regulares
DES 1 peso prostata e da capacidade de  Camundongo
(100ng/kg/dia) ligagdo do receptor de androgénio
DES | peso prostata e da capacidade de  Camundongo
(200pg/kg/dia) ligagdo do receptor de androgénio
Estradiol Antecipagido de AV Rato
Fadrozola Atraso na AV, { peso de ttero Rato
Genesteina Inibigdo da liberagdo de FSH Camundongo
Genesteina 1 expressdo de REa em ttero Rato
Genesteina 1 formagdo de tumores Rato

(in utero)

FONTE

Gould et al, 1998

Gupta, 2000

Smith et al, 1979

Whitten & Naftolin,

1992

Baker, 1991

Foster et al, 2002

Greco et al, 1993

Nass et al, 1984

Gupta, 2000

Gupta, 2000

Ashby et al, 1997

Marty et al, 1999

Smith et al, 1979

Cotroneo et al, 2001

Hilakivi-Clarke et al,

1999
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(continuagao da Tabela 11)

Lindano Atraso na AV Rato Cooper et al, 1989

Quetoconazola  Atraso na AV, ¥ peso de titeros Rato Marty et al, 1999

AV - abertura de vagina; 1 - aumento 4 - diminuigao.
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2)

3)

4)

5)

6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostraram que ocorre a diminui¢ao da expressao de
REa full length (RE64) em ovarios e utero no momento da abertura de vagina
(grupos VF e VA). Assim, o inicio da puberdade ¢, de certa forma, marcado por

esta reducao do niumero de receptores nestes 6rgaos-alvo.

Foram identificadas variantes RE56 e RE42 em ovdrios, Utero e vagina de ratas

por ocasido do desmame (21 DPN) e da abertura de vagina.

Aparentemente nao ocorrem alteragdes da expressao de variantes RE56 e RE42

nos trés 6rgados analisados, concomitantes a abertura de vagina.

Aos 21 dias de vida a expressdo de RE 56 ¢ maior do que a de RE64 no utero ¢

vagina.
Os nossos resultados, mostrando uma diminui¢cdo da expressdo do REa full

length (RE64), no grupo VA em relagdo ao grupo VF, poderiam ser explicadas

pelo aumento dos niveis de estradiol livre que marcaria o inicio da puberdade.
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