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Resumo

Em ratos machos, a completa fung¢ao reprodutiva ¢ criticamente dependente da adequada
acao do estrogeno nos diferentes niveis do eixo hipotdlamo-hipofise-gdnadas. A administragdo de
altas doses de estrogeno durante o periodo de diferenciacdo sexual resulta em diversas alteragdes
no sistema reprodutor masculino. De forma geral, os estrogenos tém efeito anti-androgénico
atuando no eixo hipotalamo-hipofise-testiculos e, assim, reduzindo a producdo de testosterona
pelos testiculos. A administragdo de estrégeno nos periodos criticos do desenvolvimento
promove um mecanismo conhecido como imprinting estrogénico. Este fendmeno € extremamente
importante, pois pode ser acionado pela exposi¢do do recém-nascido a varias substancias com
carater estrogénico, € ndo somente ao estrogeno. Um dos efeitos do imprinting estrogénico
causado por altas doses de estrogeno ¢ a regulacdo negativa da expressdao de receptores de
androgenos (ARs) na prostata e reduzida resposta a aplicagdes de androgenos, o que parece
alterar padroes de comportamento em machos. Diante disso, este trabalho investigou os aspectos
relacionados aos mecanismos gerais envolvidos no imprinting estrogénico, com o propdsito de
analisar a participacdo do estrogeno e a sua influéncia sobre os ARs no hipotadlamo de ratos
Wistar. Para tanto, ratos machos foram tratados no periodo neonatal inicial com trés doses de 15
mg/kg de 17B-estradiol (E2) e comparados com ratos controle (tratados apenas com o6leo de
milho) e com fémeas que ndo receberam nenhum tratamento farmacolédgico, e os efeitos foram
observados na idade adulta. Foram verificados os padrdoes de distribuicdo do AR por
imunoistoquimica, o conteudo total de AR por Western blotting e do correspondente RNAm por
RT-PCR no hipotdlamo dos animais submetidos a estrogenizagdo neonatal. A estrogenizag¢do
promoveu diminui¢cdo no contetudo total de AR e na expressao do RNAm correspondente, ¢
modificagdes no padrdo de distribui¢do do AR nos nucleos ventromedial, pré-optico medial
anterior, paraventricular e area pré-optica, aproximando-se do padrao apresentado por fémeas.
Portanto, esses dados indicam que o estrogeno ¢ capaz de promover imprinting neonatal no
hipotdlamo e alterar a expressdo do AR, o que possivelmente pode afetar o comportamento

sexual desses animais.



Abstract

In male rats, complete reproductive function is critically dependent on adequate estrogen
action at different levels of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis. The administration of high
doses during the period of sexual differentiation results in irreversible alterations in the male
reproductive system. In brief, the estrogens have anti-androgenic effects they act in the
hypothalamus-pituitary-testes axis, reducing the testosterone production by the testes. The
administration of estrogen in critical periods of development promotes a mechanism known as
estrogen imprinting. This phenomenon is extremely important, because it can be started by the
exposure of the neonate to several estrogen-like substances with estrogen characteristics, and not
only to estrogen. One of the estrogenic imprinting effects caused by high doses of estrogen is the
negative regulation of the expression of androgen receptors (ARs) in the prostate and reduced
responses to androgen exposure that seems to alter the male behavior. This study investigated the
participation of estrogen and it influence on the ARs in the hypothalamus of Wistar rats after
estrogen imprinting. For this, male rats were treated in the early neonatal period with 17-
estradiol (E2) three doses of 15mg/kg and compared with control rats (only treated with corn oil)
and with not treated females, and the effects were analyzed in the adulthood. The AR distribution
pattern was analyzed by immunohistochemistry, the total content of the AR by Western blotting
and it’s mRNA by RT-PCR in the hypothalamus of treated animals. The neonatal estrogenization
promoted decrease of expression of the AR and its mRNA. Also revealed that the AR distribution
pattern at the ventromedial, anterior medial preoptic and paraventricular nuclei and preoptic area
were altered and with a pattern close to not treated females. Therefore, our data indicate that
estrogen is able to induce estrogen imprint in the hypothalamus and to alter the AR expression

and possibly affecting the sexual behavior.
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Lista de abreviaturas

AR - receptor de androgeno

DHT - diidrotestosterona

DNA — acido desoxirribonucléico

E2 — 17B-estradiol

ER —receptor de estrogeno

GnRH - hormonio liberador de gonadotrofinas

GH - hormoénio do crescimento

INAH - nucleos intersticiais do hipotalamo anterior
LH - hormoénio luteinizante

MIS - substancia inibidora dos ductos mullerianos
MPN - nucleo pré-6ptico medial anterior

MPO - area pré-optica medial

POA - area pré-optica

PVH — nucleo paraventricular do hipotalamo
SDN-POA — nucleo sexualmente dimorfico da area pré-optica
siRNA — interferéncia de moléculas curtas de RNA
SNC — sistema nervoso central

SRY - regido determinante do sexo de Y

RNA - 4cido ribonucléico

RNAm — RNA mensageiro

RT-PCR - reagdo em cadeia da polimerase por transcrigao reversa

T — testosterona
TDF - fator determinante do testiculo

VMH - ntcleo ventromedial do hipotalamo
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1. Introducio

A diferenciagdo sexual masculina ocorre nas diversas fases do desenvolvimento.
Inicialmente, ocorre a determinacao sexual mediada pelos cromossomos sexuais. Por sua vez, o
padrao cromossOmico inicia a cascata de eventos genéticos levando ao desenvolvimento de
gonadas masculinas. As gonadas, entdo, secretam hormonios esteroides que sdo essenciais para o
desenvolvimento da genitélia interna e externa.

Durante esse processo ocorre simultaneamente a diferenciagdo da estruturas cerebrais.
Com isso, pode-se prever que os sistemas neurais de machos e fémeas sejam diferentes, ou seja,
sexualmente dimorficos, e que circuitos especificos se desenvolvam de acordo com o sexo do
animal (Damiani et al., 2005).

Comportamentos sexuais dimorficos representam um conjunto de respostas que incluem
acasalamento, lactancia, agressdo e marcagdo territorial. Comportamentos masculinos que
incluem acasalamento e agressdo requerem androgenos durante um periodo critico do
desenvolvimento, quando o cérebro ¢ mais susceptivel a influéncias exdgenas, mas também
durante a maturidade, presumivelmente estabelecendo e mantendo os circuitos neurais

responsaveis por esses comportamentos (Goy e McEwen, 1980).

1.1 Determinacao sexual

A diferenciacdo sexual comega com a determinagdo genética das gonadas que quando
formadas determinam o sexo cerebral (MacCarthy et al., 1997). O sexo cromossomico do
individuo ¢ estabelecido na concepgao, dependendo do cromossomo que ¢ transmitido pelo
espermatozoide. A partir dai, serd determinado qual o tipo de estrutura (ovario ou testiculos) sera
diferenciada a partir da gonada primordial (Kandel et al., 1997).

Estudos iniciados com as técnicas de biologia molecular identificaram no brago curto do
cromossomo Y de mamiferos, o gene SRY responsavel pela sintese do sinalizador TDF. Este por
sua vez, determina que a gonada indiferenciada se torne um testiculo (De Vries et al., 2002).

O gene SRY atua como fator de transcri¢cao ligando-se ao DNA para induzir a transcri¢cao
génica da MIS, da enzima citocromo p450 aromatase e do componente de AP-1, o fra-1. As duas

primeiras moléculas tém fun¢des importantes na fisiologia reprodutiva e desenvolvimento sexual,
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conforme sera descrito posteriormente. O fra-1 tem um papel pouco conhecido na determinagao
do sexo, mas o AP-1 ¢ um importante sitio de ligacdo ao DNA e estd envolvido em diversos
processos de ativagao génica (Sinclair et al., 1990; MacLaughln e Donahoe, 2004).

As etapas subseqiientes da diferenciagdo sexual para o padrao masculino resultam da agao
dos hormonios produzidos pelos testiculos do feto e, em contraste o fenétipo feminino pode
desenvolver-se na auséncia de qualquer tecido gonddico. Isto foi demonstrado removendo-se o
tecido gonadico de embrides de coelho. Nesse experimento, todos os animais, independente do
sexo cromossdmico, desenvolveram-se como fémeas (Beato, 1989).

Esta interagdo foi inicialmente observada em casos como a Sindrome de Turner. Nessa
sindrome ndo se forma um tecido gonadico funcional, j& que o genotipo € representado apenas
por um cromossomo X. Assim, os ovarios fetais brotam e, depois, atrofiam; os ductos de Wolff
involuem, e com isso ndo hd o desenvolvimento do sistema reprodutivo interno masculino; os
ductos de Miiller desenvolvem-se j& que ndo ha producao da MIS, secretada normalmente pelos
testiculos do feto, dando origem aos ovidutos, ao tutero, ao cérvice e a vagina (Kandel et al.,
1997).

Outra anomalia genética conhecida como Sindrome da insensibilidade ao androgeno
demonstra o papel dos hormonios durante o desenvolvimento precoce. Nessa sindrome, os
individuos XY desenvolvem testiculos, produzem andrégenos, mas sdo incapazes de responder
aos andrégenos produzidos. Com isso, desenvolvem fendtipo feminino, mas ndo tém utero nem
ovidutos (Beato, 1989; Kirn e de Voogal, 1989).

Em estudos com ratos e camundongos mutantes com Sindrome da insensibilidade
androgénica foi observada a auséncia de ARs. Estes animais produzem andrégenos normalmente,
porém as células alvo sdo incapazes de responder ao sinal hormonal. Com isso, apesar do
gendtipo XY, esses animais desenvolvem caracteristicas sexuais secundarias femininas durante a
fase pubere em resposta aos estrogenos produzidos pelas adrenais e pelos testiculos (via

aromatizagdo da T) (Dewing ef al., 2003).

1.2 Diferenciacdo e hormonios sexuais

O periodo critico de diferenciacdo sexual € proprio para cada espécie e ¢ fundamental

para a diferenciagdo e desenvolvimento completos do sexo masculino.
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Dados experimentais em ratos demonstram que o periodo critico segue-se a diferenciagao
das células de Leydig e o inicio da producdo de T (Weisz e Ward, 1980). Os testiculos iniciam a
sintese de andrégenos por volta do 13° dia de desenvolvimento fetal e continuam a produzir até o
10° dia ap6s o nascimento (Bakker ef al., 2004).

Em ratos, a manipulagdo do ambiente hormonal durante o periodo critico de
desenvolvimento perinatal ou neonatal altera permanentemente tanto a estrutura quanto a fungao
dos 6rgdos relacionados a reprodugdo, dentre eles as estruturas cerebrais (Damiani ef al., 1990),
com efeitos diferentes para machos e fémeas (Pereira ef al., 2003).

A exposicao de fetos femininos a altas doses de T, injetadas nas cobaias maes, promove
um pseudo-hermafroditismo, € o comportamento sexual adulto dessas fémeas hermafroditas
também ¢ alterado. Quando tratadas subsequentemente com estrogeno e progesterona na fase
adulta, essas cobaias XX mostram alguns elementos de comportamentos sexuais proprios de
fémeas, mas sua capacidade para exibir esses comportamentos ¢ significativamente menor que a
das fémeas controles (Phornphutkul e Fausto-Sterling, 2000). Por outro lado, exibem mais
comportamentos de montada, tipico de machos, que as fémeas normais. Se forem tratadas com T
na fase adulta, essas fémeas exibem um grau de montada comparéavel ao dos machos, e o padrao
de lordose, proprio do sexo feminino, ¢ suprimido. Estes estudos permitem a distingdo dos efeitos
dos hormonios presentes durante o desenvolvimento dos efeitos dos mesmos hormodnios
circulantes no adulto (Wilson, 2001).

A exposi¢do perinatal de ratos machos ao estrogeno promove alteracdes permanentes e
irreversiveis no sistema reprodutor masculino, o que sera discutido no item 1.2.2 (Kincl et al.,
1965; Aguilar et al., 1984).

Outra fonte de esterdides que pode influenciar os fetos em desenvolvimento de ambos os
sexos ¢ a placenta, que atua como glandula enddcrina secretando progesterona e estradiol. O
papel das secrecdes placentarias ainda ndo ¢ bem compreendido. O LDL (LDL - lipoproteina de
baixa densidade) associado ao colesterol (materno) ¢ metabolizado em progesterona pela
placenta, e para formar outros esteroides, a progesterona de origem placentdria ¢ transportada
para as glandulas adrenais fetais e para o figado, e depois ¢ devolvida a placenta para a
transformacao em estrogeno e um grupo de androgenos, inclusive a T (Kandel ez al., 1997; Harris

e Crabb, 2002).
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O posicionamento no utero também ¢ um fator que promove conseqiiéncias no
comportamento sexual. Camundongos do sexo feminino que se desenvolveram entre dois fetos
machos tém concentragdo mais alta de T, tanto no sangue quanto no liquido amniotico, do que as
fémeas que se desenvolveram entre um macho e uma fémea ou entre duas fémeas, e apesar de se
reproduzirem normalmente, exibem ciclos estrais erraticos, comecam a se acasalar mais tarde ¢
cessam a reprodugao mais cedo que as fémeas que se desenvolveram entre duas fémeas. Os tipos
de fémeas definidos pela posi¢do intra-uterina diferem também em muitas caracteristicas como
agressividade e aceitabilidade ao macho (Beato, 1989).

Nos machos, a posi¢cdo intra-uterina tem um efeito importante sobre as caracteristicas
masculinas nos roedores. O tamanho e o peso dos testiculos de machos que se desenvolveram
entre dois machos ¢ maior que os dos machos nao cercados por dois irmaos machos, e as
vesiculas seminais sdo mais sensiveis a T (Dohle, 2003).

Além disso, Kacsoh et al. (1986) mostraram que a amamentagdo precoce também ¢
necessaria para a masculinizacao do eixo hipotadlamo-hipofise em ratos. Além disso, foi proposto
que a amamentacao no periodo neonatal ¢ importante para o completo desenvolvimento sexual de
ratos (Carlos et al., 1996). Esses relatos necessitam de maiores investigagdes sobre o papel do

leite materno ¢ do colostro na diferenciagao sexual.

1.2.1 Androégenos e diferenciacio sexual

Os hormonios sexuais sdo moléculas hidrofobicas e, para serem transportados do sangue
para os tecidos-alvo, ligam-se a proteinas transportadoras e se difundem facilmente através das
membranas celulares por difusdo simples. No interior do nucleo da célula, ligam-se a receptores
altamente especificos, cuja distribui¢do varia amplamente nos varios 6rgdos envolvidos com a
reproducdo e comportamento sexual, promovendo modificagdes na expressao gé€nica e
metabolismo (Nelson e Cox, 2004; Rosenzweig, 2000).

A ligacdo do hormdnio desencadeia mudancas na conformacgdo das proteinas receptoras
de forma que elas se tornam capazes de interagir com seqiiéncias reguladoras especificas do
DNA, chamados de elementos responsiveis ao hormonio, alterando dessa forma a expressao

génica (Nelson e Cox, 2004).
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Os androgenos, T e seu metabolito a DHT exercem suas fungdes via AR, que por sua vez
tem a fun¢do de regular a transcricdo de diversos genes associados a varios aspectos do
desenvolvimento de individuos do sexo masculino.

A T e a DHT promovem a diferenciagdo de ductos internos e da genitalia externa,
respectivamente, para o sexo masculino, enquanto na auséncia deles, expressa-se o programa
inicial para o sexo feminino.

O AR atua fundamentalmente como fator de transcrigdo. A molécula inativa localiza-se
no citoplasma. Com a ligacdo da T ou da DHT, ela passa por uma série de modificagdes pos-
traducionais, dissocia-se de uma proteina, a HSP (heat shock protein), dimeriza-se e ¢ translocada
para o nucleo, onde, em conjunto com uma série de co-ativadores ou co-repressores, liga-se aos
elementos de resposta ao androgeno (AREs) e ativa ou inativa genes.

O AR ¢ uma molécula extremamente importante, pois responde pela diferenciagdo sexual
masculina primdria (formacao das gonadas e genitdlia) e secundaria (associadas a adolescéncia e
puberdade — Sisk e Foster, 2004), sendo com isto responsavel pela maioria dos casos de
insensibilidade androgénica total ou parcial (Dohle et al., 2003), conforme descrito
anteriormente, mas também estd envolvido com o desenvolvimento do cancer prostatico e,
principalmente, das recidivas independentes de andréogeno (Lee e Chang, 2003; Heinlein e
Chang, 2004; Feldman e Feldman, 2001).

Apesar do mecanismo resumido apresentado acima, a regulagdo da expressdo e atividade
do AR ¢ complexa, dependendo de varios elementos de regulacdo nos niveis transcricionais, pos-
transcricionais e pos-traducionais.

A regido codificadora do gene do AR possui 8 éxons, intercalados com introns de

tamanhos varidveis, de menos de 1 Kbp a mais de 26 Kbp (Figura 1).

CRE Spl Tamanho do intron
>26 >15 26 5,6 48 <1 <
| IS L LI [
Ilha CpG

Figura 1 — A regido codificadora do gene do AR
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O promotor do gene do AR ndo possui nem um TATA box nem um CAAT box (Lindzey
et al., 1994), mas possui sitios de ligacao para a CREB (proteina de ligacdo com o elemento de
resposta ao AMP ciclico) (Mizokami et al., 1994; Lindzey et al., 1993) e para a SP1 (Lindzey et
al., 1993).

Uma lista dos elementos de regulacdo presentes na regido 5° do gene do AR de

camundongos ¢ mostrada na Tabela 1.

Tabela I — Elementos de regulagdo provaveis, presentes na regido 5” do gene do AR”

Seqiiéncia do

Elemento provavel Seqiiéncia consenso camundongo Localizacao
TATA Box TATAA ausente
CAAT Box CCAAT ausente

Spl GGGCGG GGGCGG -39 a—44

CCGCCC CCGCcCC +200 a +205

CCGCcCC +557 a +562

Apl TGACGTCA TGAGTCA -193 a-199

Ap2 CCCCAGGC CCCTGGGGGG -433 a —442
GCGGGGGCGG -39 a-48

CCCACCC +151 a+158

CCCCACCC +864 a +871

CRE TGACGTCA TCCCGTCA +733 a +740

AREGREPRE TGTTCT TGTTCT -483 a —488

Half-site TGTTCT -449 a —454

TGTTCT +299 a +304

TGTTCT +762 a +767

Pu Box GAGGAA TTCCTC -375a-380

TTCCTC +218 a +223

GAGGAA +258 a +263

OCT ATTTGCAT ATTTGCAC +675 a +682

*Reproduzida de Lindzey et al. (1994)

Ha pelo menos cinco regides ricas em CpG (citosinas e guaninas) no gene do AR

humano, estendendo-se da posic¢ao -500 até a -1500 (Kinoshita et al., 2000; Sasaki et al., 2002), o
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que permite o silenciamento do gene por metilagdo do DNA em alguns tipos celulares tumorais
prostaticos.

Recentemente foi demonstrado que células tumorais e linhagens estabelecidas de tumores
prostaticos variam quanto aos niveis de expressdo do AR. No caso dos tumores, a expressao ¢
bastante heterogénea. Dentre as linhagens, a LNCaP (célula derivada de um sitio metastatico em
casos de adenocarcinoma de prostata) expressa o AR, enquanto a PC3 (célula metastatica de osso
também presente em adenocarcinoma de prostata) apresenta uma quantidade minima e a DU145
(célula metastatica encontrada no cérebro em casos de carcinoma prostatico) ndo expressa AR
(Nakayama et al., 2000). Alguns autores investigaram o padrdo de metilacdo de duas regides
correspondentes a ilhas CpG na regido promotora do gene do AR e demonstraram que a auséncia
de expressdo na DU145 pode ser atribuida a um elevado indice de metilagao nestas regides. Além
disto, o tratamento destas células com o inibidor de metilagdo azacitidina, restaura a expressao do
AR. Os mesmos autores demonstraram uma grande heterogeneidade no padrao de metilacao
destas regides em células provenientes de tumores prostaticos. Situagdo similar foi demonstrada
para células tumorais prostaticas de ratos para as quais foram identificados 19 dinucleotideos

CpG passiveis de metilacao no gene do AR (Takahashi et al., 2002 — Tabela II).

Tabela II - Dezenove CpGs alvos de metilagdo na regido 5" do gene do AR em ratos”

‘-578 |-561 ‘-428 |-401 |-342 ‘-336 ‘-312 |-274 |-206 ‘-195 ‘-162 |-152 |-66 |-59 ‘-53 ‘-25 |-9 |-1 ‘43 ‘
* De acordo com Takahashi et al. (2002)

O mesmo mecanismo de hipermetilacdo resultando em silenciamento do gene foi descrito
em outros receptores nucleares, como o ER e o receptor de progesterona (Sasaki et al., 2002;
2003).

O AR tem 110kDa e possui varias caracteristicas em comum com os membros da familia
dos receptores nucleares, como os ERs, de progesterona, dos hormonios da tireéide e com os
PPARs (receptores para os ativadores da proliferagdo dos peroxissomos) (Jacobs et al., 2003). As
principais regioes da molécula do AR sdo mostradas na Figura 2.

Em algumas situagdes foi detectada uma forma de massa molecular ao redor de 87 kDa,
que corresponde a cerca de 4-26% do conteudo protéico total do AR, de acordo com

experimentos de Western blotting (Wilson e McPhaul, 1996; Gao e McPhaul, 1998).
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Regido | Regido II Regido Il  Regido IV
‘ Amino-terminal | Ligacdo com DNA - Ligacdo com ligante ‘
| (G, (Pro)s  (Gly)a | [KLKK| |
1 141 338 360 494 556 556 623 666 918

(Numerag@o dos aminoacidos)

Figura 2 — Principais regioes da molécula do AR

Esta forma molecular tem sido atribuida ao uso de uma segunda metionina, como inicio da
traducdo (Gao e McPhaul, 1998) ou ao resultado de proteolise da molécula integra (Lee e Chang,
2003), sendo que a existéncia de isoformas do AR ndo ¢ muito bem aceita (Lee e Chang, 2003).

A regido amino-terminal contém dois tipos de repeti¢des, uma regido de poli-glutamina e
outra de poli-glicina. O numero de aminoacidos em cada repeticdo ¢ varidvel e associado com
polimorfismos nestas regides. No caso da regido de poli-glutamina, a extensdo do nimero deste
aminoacido além de 40, resulta em uma desordem neuromuscular, conhecida como doenca de
Kennedy, associada a baixa virilizagdo. A aparente causa desta doenga consiste na agregacao e
acimulo do AR, levando a insensibilidade androgénica e degeneracdo celular (La Spada et al.,
1991; Choong e Wilson, 1998; Merry et al., 1998). Ja uma redugdo do niimero de glutaminas
para menos de 17 parece favorecer a incidéncia de cancer de prostata.

Na porcdo amino-terminal hd ainda outra regido com oito prolinas repetitivas, mas com
numero bastante constante. Segue-se uma regido de ligacdo com o DNA, que consiste de dois
dedos de zinco, uma regido de dobradica (hinge, em vermelho na Figura 2), que apresenta a
seqiiéncia consenso de acetilagdo (KLKK) e o sinal de localizagdo nuclear, € uma regido de
ligacdo com o ligante.

Ha varios mecanismos envolvidos na regulacdo da atividade do AR. A Tabela III

apresenta os principais eventos relacionados com a ativagao/inativacao do AR.

Tabela II1. Eventos pds-traducionais relacionados a ativacao/inativacdo do AR

Evento Agente On/Off Referéncia

Ligacdo com ligante T ou DHT On --
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Acetilacdo p300, Tip60, PCAF On
(630KLKK) Fu et al., 2004
LaFevre-Bernt e Ellerby, 2003;
Fosforilacdo Proteina serina- On Hirawat et al., 2003; Thompson
quinases et al., 2003
Sumoilagdo PIAS (Sumo E3- Off
ligases Nishida e Yasuda, 2002
Translocagdo para o T ou DHT On
nucleo -
Translocagdo para o T ou DHT Off
citoplasma --
Ligagdo com co- Tip60, p300, PCAF,
ativadores SRC1 On Heinlein ¢ Chang, 2004
Ligagdo com co- SMRT, N-CoR,
repressores HDAC:s, Sumol, Off -
SIRT

Hoje sdo conhecidas agdes ndo gendmicas do AR, que envolveriam a ativagdo de varias
vias de sinalizacdo e diferentes efeitos sobre o comportamento celular (Heilein e Chang, 2002;
2004). As caracteristicas principais destas a¢des sdo a sua velocidade de ocorréncia, antecipando
qualquer efeito de ativacdo e transcricdo génica (Castoria et al., 2003). Em células LNCaP, os
efeitos estudados correspondem ao rearranjo do citoesqueleto de actina e a secrecdo de PSA
(antigeno prostatico especifico) em células (Castoria ef al., 2003; Papakonstanti et al., 2003).

Aparentemente estas acdes dependeriam de receptores de membrana, cuja funcdo ja foi
reconhecida, com o uso de derivados dos andrégenos que ndo sdo capazes de atravessar a
membrana plasmatica (Castoria et al., 2003). Porém, dentre os hormonios esterdides, apenas a
progesterona teve seu receptor de membrana clonado e caracterizado (Zhu et al., 2003; Losel et
al., 2005).

Adicionalmente, existe também a possibilidade de acdo do AR na auséncia de ligantes
(Cenni e Picard, 1999; Culig et al., 2002), além da possibilidade de modulacao da atividade do
AR por modificagdes pos-traducionais, dentre elas a fosforilacdo (LaFevre-Bernt e Ellerby, 2003;

Hirawat et al., 2003; Thompson et al., 2003). Em algumas muta¢des do gene do AR, moléculas
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com acao antagonista sdo alojadas na regido de ligacdo com androgenos e passam a atuar como
agonistas. Este ¢ o caso da mutacdo T877A encontrada nas células LNCaP (Veldscholte et al.,

1990).

Recentemente, foi demonstrado que a inibigdo da expressao do AR, com o uso de siRNA,
leva a hiperexpressao de proteinas reguladoras do ciclo celular, causando inibi¢ao da proliferacao
de células LNCaP (Haag et al., 2005). Nas condi¢des dos experimentos, a aplicagdo do siRNA
causou inibi¢do da expressdo do AR por 48 horas. Neste trabalho ndo foram investigadas as
possiveis alteragdes associadas ao gene do AR.

A privagdo androgénica leva a regressao da prostata (Kerr e Searle, 1973; Isaacs, 1994).
Da mesma forma, compostos que bloqueiam a a¢do do AR, que impedem a agdo da enzima Sa-
redutase (que converte T a DHT) ou que tem efeito inibitorio sobre o eixo hipotdlamo-hipdfise,

tém ac¢do anti-androgénica e induzem a regressao prostatica.

1.2.2 O papel do estrogeno na diferenciacio sexual

Os estrogenos tem efeito anti-androgénico por inibir o eixo hipotalamo-hipofise-gonadas
e promover a inibi¢do da producdo de T pelos testiculos, causando regressao prostatica, quando
aplicado a individuos adultos (Putz et al., 2001).

Evidéncias de uma acdo direta dos estrogenos na prostata surgem da observacdo da
existéncia de ERs, nas células prostaticas epiteliais e estromais, respectivamente (Prins et al.,
1998; Jarred et al., 2000; 2002). Um efeito direto do estrégeno, estimulando o crescimento
prostatico, foi demonstrado em camundongos hipogonadais (4pg), que ndo possuem andrdgenos
circulantes. Apesar de promover um crescimento da prostata, este foi bem menor que os controles
e estava associado a diferentes neoplasias (Bianco ef al., 2002).

Os estrogenos também tém papel essencial na regulacdo da estrutura e fungdo de muitos
sistemas neuronais no cérebro do rato e contribuem para a diferenciacdo sexual, sendo suas agdes
mediadas pelos ERs (MacLusky e Naftolin, 1981).

O ER se apresenta sob dois subtipos diferentes, o ERa ¢ o ERP. Essa duas formas
possuem propriedades funcionais diferentes ¢ mostram distintos padroes de distribuigdo tecidual
e regulacdo génica. Em neurdnios do hipotdlamo de ratos machos observou-se a expressdo de

RNAm do ERa e ERP por hibridizacao in situ (Kamegai et al., 2001).
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Os ERa e ERP estdo presentes no nicleo arqueado e na area pré-optica, enquanto o ERa
estd presente no VMH e o ER no PVH. Estes nucleos do hipotdlamo sdo importantes para a
reprodugdo ¢ comportamento sexual (Simpson e Davis, 2000).

Ha atualmente evidéncias de que a aromatizacdo local da T no hipotalamo, isto ¢, a
transformacao dela em estradiol pela enzima citocromo p450 aromatase, que consiste na inser¢ao
de ligacdes duplas na molécula, transformando o primeiro anel carbonico da T no anel aromatico
do estradiol, seja a responsavel pela masculinizagdo das estruturas cerebrais.

A citocromo p450 aromatase esta envolvida na transformagao irreversivel de androgenos
em estrogenos e estd presente no reticulo endoplasmético de numerosos tecidos, dentre eles o
tecido nervoso (Fisher et al., 1998).

A expressdo ¢ ativagdo dessa enzima estdo aumentadas durante o periodo critico de
desenvolvimento neural em roedores (Roselli et al., 2003).

O complexo citocromo p450 aromatase ¢ composto por duas proteinas; a NADPH-
citocromo p450 redutase e a citocromo p450 aromatase, esta ultima contém o grupo heme e o
sitio ativo de ligacdo aos esterdides (Carreu et al., 2003).

Nos humanos, a p450 aromatase ¢ produto do gene CYP19, o qual pertence a familia do
citocromo p450 que possui mais de 500 membros (Swaab, 2004).

A conversdo a estradiol ¢ também a principal via metabdlica pela qual circuitos neurais
importantes do ponto de vista comportamental, sdo permanentemente modificados durante o
periodo critico. Os inibidores farmacoloégicos dessa conversdo quimica afetam a diferenciagao
sexual dos machos e bloqueiam a facilitagdo do comportamento sexual adulto normal induzido
pelo E2 (Pereira et al., 1997).

Estudos em camundongos nocaute para aromatase (ArKO), que possuem mutagdo nos
éxons 1 e 2 do gene CYP19, mostraram que houve prejuizo no comportamento sexual desses
animais na idade adulta. Para determinar se isto era devido a falta de ativacdo do comportamento
sexual através do estrogeno, os pesquisadores verificaram o comportamento de acasalamento
masculino como também investigaram os estimulos olfatorios sexualmente pertinentes, nos ratos
ArKO tratados na fase adulta com benzoato de estradiol (EB) ou propionato de testosterona
(DHTP) (Bakker et al., 2004). Déficits no comportamento de coito masculino foram corrigidos
com EB e DHTP sugerindo que o estrogeno tem efeito de ativacdo neste comportamento. Por

outro lado, o tratamento de machos adultos castrados com EB sugere que este prejuizo pode ser o
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resultado da falta da propria organizacdo desse comportamento devido a deficiéncia cronica de
estrogenos (Bakker ef al., 2004).

Camundongos nocautes para ERo (aERKO) raramente ejaculam, sdo inférteis, mas
manifestam freqiiéncia normal de montada, porém, com reduzido numero de intromissdes. Em
contraste, nos camundongos nocautes para ER todos os componentes estdo normais (Ogawa et
al., 1997; Ogawa et al., 1999). Em ratos machos nocautes para AR (ARKO) o comportamento
sexual esta severamente comprometido, incluindo forte reducdo na frequéncia de montada e
prolongado periodo de laténcia (Honda et al., 1998).

A masculinizagdo envolve, portanto, ERs bem como o AR. Estes dados demonstram que a
diferenciacdo do SNC depende da acdo de estrogenos, assim como da acdo primdria de
androgenos (Bakker et al., 2004; Pereira et al., 1997).

Durante a gestacdo, os fetos de ambos os sexos estdo expostos a altos niveis de estrogeno
circulantes no sangue materno, a partir disso chegou-se a conclusdo de que os fetos sdo
protegidos do estrégeno materno por uma proteina fixadora de estrogeno chamada a-fetoproteina
(Roselli et al., 2003).

Em fémeas, a diferenciagdo do SNC inicia-se durante o periodo perinatal com a acdo de
baixas concentragdes de estrogeno sobre os mesmos neurdnios alvo presentes nos machos, € se
completa no periodo pds-natal (entre o nascimento e a puberdade) quando a concentragdo de a-
fetoproteina diminui drasticamente (Bakker e Baum, 2008).

Com isso, pode-se concluir que a o-fetoproteina tem agdo protetora, impedindo que
grandes quantidades de estrogeno ultrapassem a barreira hemato-encefalica e promovam a
masculinizacdo das estruturas cerebrais, e por outro lado, tem papel como proteina transportadora
de estrogeno (em pequenas quantidades), o que tem grande importancia para o desenvolvimento
cerebral de fémeas. Essa hipotese foi apoiada pela descoberta de que varios nucleos
hipotalamicos, tanto de machos quanto de fémeas, apresentam ERs (Swaab, 2004) e que a a-
fetoproteina foi encontrada nos neurdnios de machos e fémeas em todos os estidgios do
desenvolvimento do SNC (Bakker e Baum, 2008).

A o-fetoproteina ¢ sintetizada pelo figado fetal e esta presente no sangue, no cérebro e no
liquido cefalorraquidiano de ratos e camundongos (MacLusky e Naftolin, 1981).

A T, diferentemente do estrogeno, ndo se liga a essa proteina e, com isso, tem livre acesso

aos neurdnios sensiveis aos esteroides, nos machos, durante o periodo critico.
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A T circulante atravessa a barreira hemato-encefalica e, nas células dos nucleos
sexualmente dimorficos do hipotalamo, ¢ convertida em estradiol fazendo o imprint para o sexo
masculino, o que promove a inibi¢do da apoptose desses neuronios. Ja nas fémeas, como grande
parte das moléculas de estrégeno circula perifericamente ligada a a-fetoproteina, sua passagem
ao SNC fica dificultada, ndo podendo exercer a inibigdo da apoptose em nucleos especificos

relacionados a reproducdo ( Hrabovszky e Huston, 2002).

1.3 Dimorfismos sexuais no hipotalamo

Apesar de machos e fémeas diferirem em muitos aspectos, o programa inicial para o
desenvolvimento subjacente a todos os aspectos da determinagdo sexual ¢ o0 mesmo. Acredita-se
que o programa inicial de desenvolvimento tanto do cérebro quanto do corpo ¢ feminino, pois
ambos os sexos apresentam os primérdios para os Orgdos sexuais internos masculinos ou
femininos e, a0 menos em parte, a influéncia hormonal no periodo embriondrio e pds-natal dirige
a diferenciacao sexual do sistema nervoso (Damiani et al., 2005).

A presenga de dimorfismos no sistema nervoso permite concluir que existem diferencas
ndo apenas anatomicas, mas também bioquimicas entre os sexos. Os dimorfismos sexuais mais
evidentes no encéfalo de mamiferos estdo agrupados em torno do hipotilamo, que ¢ uma
estrutura subcortical do SNC e que ocupa a por¢ao ventral do diencéfalo, dispondo-se nas paredes
do terceiro ventriculo (Kirn e Lombroso, 1998).

E constituido fundamentalmente de substincia cinzenta que se agrupa em nucleos.
Algumas formagdes anatomicas do hipotalamo sdo visiveis na face inferior do cérebro como o
quiasma optico, o tuber cinério, o infundibulo e os corpos mamilares (Kandel, 1997).

O hipotalamo apresenta uma dimensao pequena se comparada com o cérebro como um
todo, mas, apesar disso, possui diversas fungdes que faz dele uma das estruturas mais importantes
do SNC. Todas essas fungdes estdo criticamente envolvidas na manutencdo da homeostase do
organismo e na coordenagdo de varios processos fisiologicos.

O hipotalamo atua em conjunto com 4reas corticais de controle, que se encarregam dos
estados motivacionais; com sistemas motores somaticos que comandam os comportamentos
correspondentes; € com sistemas eferentes neurais € humorais, como o sistema nervoso

auténomo, o sistema enddcrino e, indiretamente, o imunologico (Lent, 2004).
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Inicialmente, duas regides foram identificadas como principais integradoras do
comportamento sexual: a POA ¢ o VMH (Gorski, 1999).

Nas fémeas, o VMH controla os comportamentos de posicionamento sexual para a
copula. Ratas com esse nucleo lesado bilateralmente ndo curvam a coluna vertebral (provocando
uma lordose) como € caracteristico da sua atitude receptiva em relagdo ao macho. Além disso, a
curvatura ¢ imediatamente provocada em ratas normais que receberam estradiol através de
microcanulas posicionadas no VMH (Rosenzweig ef al., 2000).

Nos machos, a POA (mais especificamente o MPN) ¢ quem comanda a motivagdo e
ativagdo do comportamento de acasalamento. Ratos submetidos a lesdes desse nticleo ndo exibem
comportamento de montar as fémeas. Por outro lado, esse comportamento ¢ provocado em ratos
normais quando se infundem andrégenos localmente na MPO. Nas ratas, a lesio da POA
interrompe o ciclo estral (Rosenzweig et al., 2000).

Em roedores observou-se que o SDN-POA ¢ cerca de trés vezes maior em machos
(Gorski et al., 1980), e uma regido analoga do hipotdlamo humano ¢ maior em homens (Allen et
al., 1989; Byne et al., 2000 e LeVay, 1991).

Ha varios grupos de neurdnios chamados de INAH. O grupo INAH-1 parece ser o
analogo humano do SDN-POA de ratos, ja os grupos 2 e 3 sdo evidentemente maiores (cerca de

duas a trés vezes) em homens do que em mulheres (Damiani et al., 2005).

1.4 Imprinting estrogénico

A exposi¢do perinatal e neonatal ao estrogeno e a manifestacdo dos seus efeitos na
adolescéncia e na vida adulta denomina-se imprinting estrogénico. A exposi¢ao do recém nascido
a substancias com carater estrogénico, € ndo somente o estrogeno, promove mudancas
permanentes na funcao reprodutiva dos individuos por afetar o eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadas
(Bellido et al., 1985).

Dentre os efeitos diretos do imprinting estrogénico, encontram-se resposta reduzida a
androgenos na prostata. Este efeito ¢ bem caracterizado pelo fato de que a expressdo do AR,
reduzida a 6,4% do nivel dos controles, atinge apenas 43% dos mesmos niveis controles se os
animais forem tratados com reposicao androgénica (Rajfer e Coffey, 1979; Naslund e Coffey,

1986).
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Além disso, animais adultos estrogenizados apresentam atrofia dos testiculos, da vesicula
seminal, e do musculo elevador do anus (Kincl ez al., 1965; Aguilar ef al., 1984), diminui¢ao da
producao de T (Frick; Chang; Kincl, 1969), diminui¢ao do volume prostatico (Putz et al., 2001)
entre outras alteragdes no sistema reprodutor masculino.

No SNC os efeitos do imprinting estrogénico sdo multiplos e incluem a nao
defeminizacdo (manutengdo de comportamentos tipicos de fémeas) e nao-masculiniza¢do
(desenvolvimento incompleto de comportamentos tipicos de machos) do hipotalamo, causando
disturbios no comportamento sexual (Dohler, 1991; Pereira et al., 1997; Piffer e Pereira, 2004).
Além disso, os mecanismos envolvidos no imprinting sao distintos para machos e fémeas
(Pereira, 2003).

Embora sejam conhecidos alguns efeitos do imprinting estrogénico, como mencionado
acima, o mecanismo molecular envolvido permanece desconhecido, e a sua agdo sobre o SNC
necessita de maiores esclarecimentos.

O interesse nos mecanismos celulares e moleculares que envolvem o desenvolvimento e
diferenciacdao sexual do SNC surge, portanto, a partir dos resultados observados nos 6rgaos do
sistema reprodutor masculino ap6s o imprinting estrogénico. Doses altas de estrégeno promovem
alteracOes importantes em varios oOrgdos e glandulas do sistema reprodutor, assim como
mudancas em todo o eixo hipotadlamo-hipofise-testiculos.

Com isso, a hipotese do presente trabalho é que o padrao de expressdao do AR, que nos
orgdos do sistema reprodutor sofre alteracdes pelo imprinting estrogénico, tenha um papel
importante na diferenciacao sexual do SNC, o que € pouco discutido na literatura atual.

Diante disso, o estudo propds a caracterizagdo dos aspectos relacionados aos mecanismos
gerais envolvidos no imprinting estrogénico. Para tanto, foi analisado o padrdo de distribui¢do do
AR no hipotalamo, bem como a caracterizagao de variagdes no padrdo de expressao do contetido

total de AR e do correspondente RNAm.
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2. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o efeito do imprinting estrogénico
sobre a expressdao do AR no hipotalamo de ratos machos, e que possam explicar, ao menos em
parte, os efeitos do estrogeno sobre o desenvolvimento sexual cerebral. Para isto, foram
analisados:

1. Osniveis de expressao do AR hipotalamico por Western blotting,
2. Os niveis de expressao do RNAm do AR hipotalamico por RT-PCR,
3. O padrao de distribuicdo do AR em regides hipotalamicas relacionadas a regulagdo do

comportamento sexual, por imunoistoquimica.
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3. Artigo

Effects of estrogen imprinting on the androgen receptor expression
in the hypothalamus of Wistar rats

Elusa Cristina Oliveira, Jackson Cioni Bittencourt, Hernandes Carvalho.
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3.1 Resumo

Com o propdsito de investigar a participacao do estrogeno e a sua influéncia sobre os ARs
durante o periodo de diferenciacdo sexual cerebral, ratos Wistar machos foram tratados na fase
neonatal com E2 e comparados com ratos controle (tratados apenas com o6leo de milho) e com
fémeas que nao receberam nenhum tratamento farmacoldgico. As alteracdes foram analisadas no
hipotdlamo dos animais na fase adulta, pelas técnicas de Western blotting, RT-PCR e
imunoistoquimica. A estrogeniza¢do neonatal promoveu nos ratos machos diminui¢cdo do peso
absoluto e relativo da prostata, diminui¢do no conteudo de AR, diminui¢do na expressao do
RNAm do AR, e a imunoistoquimica revelou que o padrao de distribuicdo do AR nos nucleos
ventromedial, pré-Optico medial anterior e paraventricular, e, area pré-Optica dos animais

estrogenizados modifica-se aproximando-se do padrao apresentado por fémeas.

Palavras-chave: diferenciacdo sexual cerebral, hipotdlamo, imprinting estrogénico, receptor de

andrégeno.
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3.2 Abstract

In order to investigate the participation of estrogen and its influence on the ARs)during
the period of brain sexual differentiation, male Wistar rats were treated with E2 in the neonatal
phase and compared in the adulthood with control rats (only treated with oil corn) and with not
treated females. The alterations were analyzed in the hypothalamus, by techniques of the Western
blotting, RT-PCR and immunohistochemistry. The neonatal estrogenization in the male rats a
significant decreased weight of the prostate, the content of AR, and the expression of the mRNA
of the AR. Moreover, the immunohistochemistry revealed that the AR distribution pattern of the
ventromedial, anterior medial preoptic and paraventricular nucleus and preoptic area were altered

and did not show significative difference in comparison with females.

Key words: androgen receptor, brain sexual differentiation, estrogen imprinting, hypothalamus.
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3.3 Introducao

Em mamiferos, a diferenciacdo sexual inicia-se com a determinagdo genética das gonadas,
que por sua vez determinara a diferenciacdo sexual cerebral pela secrecdo dos hormodnios
esterdides sexuais (McCarthy ef al., 1997).

Antes do periodo critico do desenvolvimento, o SNC dos mamiferos estd organizado
intrinsecamente como feminino, e¢ a diferenciagdo para padrdes masculinos ocorre como
resultado da exposi¢do aos hormdnios testiculares durante o desenvolvimento (MacLusky e
Naftolin, 1981).

Com isso, o SNC de mamiferos apresenta dimorfismos, sendo estes mais evidentes no
hipotadlamo, demonstrando que a influéncia hormonal no periodo gestacional e poOs-natal
direciona a sua diferenciagao sexual (Damiani et al., 2005).

Nos machos, a exposi¢do a T durante o periodo critico promove a supressdo de
caracteristicas femininas (defeminizagdo), e a conversdao de T a estrogeno pela citocromo p450
aromatase induz a caracteristicas masculinas (masculinizagdo) (Pereira et al., 2003).

A diferenciagdo sexual do cérebro comeca no periodo perinatal ap6s um abrupto aumento
de T em ratos, camundongos, cavalos € humanos do sexo masculino (Pereira et al., 2003).

Em ratos, esse pico hormonal ocorre entre o 13° dia de desenvolvimento fetal até o 10° dia
apos o nascimento e tem um efeito permanente durante a vida (MacLusky e Naftolin, 1981;
Csaba, 2000).

A concentracdo de T aumenta cerca de 400% entre 0 hora no utero e 2 horas apds o
nascimento, em roedores, enquanto em humanos aumenta durante as primeiras 12 horas apos o
nascimento (Corbier et al., 1992).

Esses momentos sdo caracterizados como criticos € promovem o imprinting hormonal,
um fendmeno dependente do tempo e da concentracdo hormonal a qual o animal foi exposto
(Csaba, 2000).

Por outro lado, no periodo neonatal o estrégeno tem acdo muito importante no
desenvolvimento psicosexual do rato macho (Pereira et al., 2003).

A fun¢do reprodutiva de roedores do sexo masculino depende da acdo estrogé€nica

adequada nos diferentes niveis do eixo hipotdlamo-hipdfise-testiculos, promovendo a
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masculinizacdo de areas cerebrais relacionadas a reprodugdo e regulacdo do comportamento
sexual (Tena-Sempere et al., 2000).

Apesar disso, animais adultos que receberam altas doses de estrogeno durante o periodo
neonatal apresentam atrofia dos testiculos, da vesicula seminal e do musculo elevador do anus
(Kincl et al., 1965; Aguilar et al., 1984); alteragdo no desenvolvimento prostatico por uma alta
regulacdo do ERa e baixa regulacdo do AR (citado em Putz et al., 2001); diminuicao da producao
de T (Frick; Chang; Kincl, 1969); diminui¢ao da concentracdo de GnRH e consequente alteragao
na secrecdo de gonadotrofinas pela hipofise (Tena-Sempere ef al., 2001) entre outras alteragdes
no sistema reprodutor masculino, o que demonstra que a exposi¢do a altas doses de estrogeno
durante o periodo critico do desenvolvimento resulta em danos permanentes observados na idade
adulta (Tena-Sempere et al., 2001).

Neste contexto, a caracterizagao dos mecanismos moleculares sob os efeitos da exposicao
ao estrégeno durante o periodo neonatal merece consideravel atencao. Entretanto, poucos estudos
tém dado atencdo aos eventos moleculares da estrogenizacdo no SNC, especificamente no
hipotalamo.

Diante disso, o presente trabalho investigou as alteracdes induzidas pela estrogenizagao
neonatal sobre a expressdo do AR no hipotdlamo, acreditando que o mesmo tenha acdo mais
importante na diferenciacdo sexual do SNC do que se tem creditado. Para tanto, verificou-se o
padrao de distribuicao do AR em areas especificas do hipotdlamo, bem como a caracterizagdo de
variagdes no padrdo de expressdo do conteido total de AR e do correspondente RNAm
hipotalamico.

Os dados encontrados indicam que o estrogeno ¢ capaz de promover imprinting neonatal
no hipotadlamo e alterar a expressdo do AR, o que possivelmente pode afetar o comportamento

sexual desses animais.

3.4 Materiais e Métodos

3.4.1 Grupos Experimentais
Os experimentos seguiram as normas adotadas pela Comissio de FEtica na
Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP conforme o protocolo anexado

no final do trabalho.
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Ratos machos tratados com 17-estradiol

Ratos Wistar adquiridos do CEMIB-UNICAMP (Centro de Bioterismo Multidisciplinar
de Investigacdo Biologica) foram acasalados e a prenhez acompanhada para determinacao do dia
do nascimento. Os recém-nascidos do sexo masculino receberam trés doses de 15mg/kg de B-
estradiol (1,3,5[10]-Estratriene-3, 17B-diol, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos)
dissolvido em 25 pL de 6leo de milho nos dias 1, 3 e 5 ap6s o nascimento, por meio de injegdes

subcutaneas conforme descrito em Putz ef al. (2001 - a).

Ratos machos controle
Os animais do grupo controle receberam apenas 6leo de milho no mesmo periodo e

dosagem.

Ratas fémeas controle

As ratas fémeas foram também adquiridas pelo acasalamento dos animais do CEMIB e
nao receberam nenhum tratamento farmacolégico.

Aos 21 dias de idade os animais foram desmamados e mantidos em gaiolas, em grupos de
3-4 animais por gaiola, onde tinham acesso livre a racdo e agua. Todos os animais foram

mantidos sob o ciclo de 12 horas de luz e 12 horas no escuro.

3.4.2 Remocao de material

Aos 90 dias de idade os animais foram pesados e sacrificados. Para as analises
imunoistoquimicas alguns animais receberam 1 mL de hidrato de cloral via intraperitoneal, e em
seguida foram perfundidos via intracardiaca com solugdo salina a 0,9% e posteriormente
formaldeido a 4% pH 9,5, obtido a partir de paraformaldeido aquecido a 60-65° C. Apds a
perfusdo foram realizados os procedimentos de disseccdo dos encéfalos, pods-fixacdo e
crioprotegdo. Para as analises bioquimicas ¢ moleculares os animais receberam via intraperitoneal
os anestésicos cloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg), e os encéfalos foram
retirados rapidamente e em seguida dissecados os hipotdlamos, que foram estocados em freezer a
-70° C. As prostatas ventrais também foram coletadas e pesadas para verifica¢do da eficiéncia do

tratamento por tratar-se de 6rgao alvo direto do imprinting estrogénico (Putz et al, 2001 - a).
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3.4.3 Analise do material coletado

Para completa analise dos hipotalamos foram utilizadas as seguintes técnicas:

Extracao de proteinas

Os hipotadlamos estocados em freezer foram fragmentados em nitrogénio liquido e
homogeneizados por 1 minuto em Polytron (Kinematica AG, Lucerne, Sui¢a) em uma solucdo
contendo 150mM de NaCl, Triton X100 a 1%, ImM de EDTA, 10mM de Tris-HCI pH 7,4, ImM
de EGTA, ImM de HEPES, 100mM de PMSF e 10 uL/mL do coquetel inibidor de proteases
(Sigma-Aldrich), na propor¢do de 250mg de tecido para 1 mL de tampdo. Apods este
procedimento as amostras foram submetidas a duas centrifugacdes de 9000 rpm a 4° C por 10
minutos cada, sendo o sobrenadante final o extrato total, que posteriormente foram quantificados

pelo reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, Estados Unidos).

Eletroforese

Posteriormente, seguiu-se eletroforese em gel de SDS-PAGE a 10% com a aplicagdo de
75ng do extrato total de proteinas fervido por 5 minutos em tampao de amostra com condi¢ao
redutora. Utilizou-se padrao de peso molecular para o acompanhamento da corrida, pré-corado

com Coomassie Brillant Blue (Bio-Rad Laboratories).

Western blotting

Ap6s a eletroforese, o material foi transferido eletricamente (Sistema Hoefer-Scientific
Instruments, San Francisco, CA, Estados Unidos) para membranas de nitrocelulose (Amersham
Biosciences, Sao Paulo, SP, Brasil) sob corrente constante de 400mA por uma hora em cuba
refrigerada a 4°C. A qualidade da transferéncia de proteinas foi analisada pela coloragdo das
membranas com Ponceau S a 0,5% em acido acético a 1%. As membranas foram bloqueadas com
leite em pd desnatado a 5% em TBS-T por 1 hora sob agitagdo, a temperatura ambiente. Em
seguida, incubadas overnight a 4° C com leite em p6 desnatado a 1% em TBS-T contendo o
anticorpo policlonal obtido em coelho para detec¢do de receptor de androgeno (N-20, cod. sc-
816, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, Estados Unidos) na dilui¢dao 1:500. Em seguida,
as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpo secunddrio com peroxidase

conjugada (A-6154, Zymed-Invitrogen Laboratories, Carlsbad, CA, Estados Unidos) na dilui¢ao
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1:2500. Apos nova série de lavagens, a atividade peroxidasica foi revelada através do sistema
Hybond- ECL (Amersham BioSciences), expondo a membrana ao filme X-Omat da Kodak (New
Haven, CT, Estados Unidos) por 1 minuto. A intensidade de marcagdo obtida nas diferentes
situacdes foi determinada por densitometria das bandas (Software Kodak Digital Science 1D 3.6,

Eastman Kodak Company, Rochester, NY, Estados Unidos).

Extracao de RNA

Foi adotada a seguinte seqiiéncia de procedimentos tendo o cuidado de eliminar quaisquer
residuos de RNase:

Os hipotalamos congelados em freezer foram colocados em microtubos contendo 1 mL do
reagente TRIzol (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, Estados Unidos) e homogenizados
diretamente no Polytron (Kinematica AG). Em seguida foram incubados por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apos este tempo, foram acrescentados 0,2 mL de cloroférmio, e o material
foi homogeneizado vigorosamente e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. Apos esta
segunda incubacdo, o material foi centrifugado por 20 minutos, a velocidade de 13.000 rpm a
8°C.

A fase aquosa e translicida (sobrenadante) obtida apods a centrifugacdo foi retirada,
tranferida para outro microtubo e precipitada por intermédio da incubacao de 10 minutos com 0,5
mL de isopropanol a temperatura ambiente. Esse material foi centrifugado a 13.000 rpm por 10
minutos a 8°C. O sedimento formado foi lavado com etanol 75% a -4° C e ressuspendido
utilizando Vortex (Phoenix, Araraquara, SP, Brasil), e posteriormente centrifugado a 12.000 rpm
por 5 minutos a 8°C. Em seguida, os microtubos foram destampados e colocados no Speed Vac
(Uniequip, Martinsried, Munich, Alemanha) para evaporagdo do etanol. Apds a evaporagdao o
sedimento foi ressuspendido em 50 pL dgua DEPC (dietilpirocarbonato) e incubado a 60°C por
10 minutos para a inativacdo de qualquer residuo possivel de RNase. As amostras foram
quantificadas por espectrofotometria usando o aparelho Ultraspec 2100 Pro (Amersham
Biosciences). A integridade do RNA foi analisada por eletroforese em um gel denaturante de

agarose a 1,2%.

Transcricio de cDNA com SuperScript (SSIII)
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O RNA extraido foi diluido em agua tratada com DEPC, em um volume final de 50 pL e
aquecido a 65°C por 3 minutos, sendo em seguida imediatamente transferido para um banho de
gelo. A concentragdo de RNA utilizada para transcri¢do foi Spug. Em microtubos de 0,2 mL foram
preparadas misturas contendo 1 pL de oligo dT (Invitrogen Corporation), 1 uL de dNTP, e dgua
DEPC para um volume final de 13 pL, onde se adicionou o RNA ja diluido, e em seguida
aqueceu-se a 60°C por 5 minutos. Posteriormente, acrescentou-se a mistura 4 pL. de tampao 5x, 1
pL de DTT, 1 uL de RNAseOUT, 1 uL de SSIII (Invitrogen Corporation) em um volume final de
20 pL. A transcrigdo foi realizada pela incubacdo das amostras a 50°C por 1 hora, seguida de

uma incubagao a 70°C por 15 minutos.

RT - PCR

O PCR foi realizado apds a transcricao reversa do RNAm, utilizando-se, portanto, o
cDNA sintetizado. Para a amplificacdo do cDNA, foram sintetizados os sets de primers abaixo
(Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, SP, Brasil). Para o desenho dos mesmos foi utilizado o
programa Gene Runner 3.05 (Hastings Software Inc). Como controle endogeno foi utilizado o
gene da B-actina.
AR

Sense 5’ — CAC CAT GCA ACT TCT TCA GCA -3’

Reverse 5 — CGA ATT GCC CCC TAG GTA ACT -3’
(tamanho do amplificado 150 pb)

f-actina
Sense 5° - CTG GCC TCA CTG TCC ACC TT -3’
Reverse 5’- AGT ACG ATG AGT CCG GCC C -3’

(tamanho do amplificado 65 pb)

Os primers utilizados foram reconstituidos em agua DEPC 20 pmoles/mL. A reagdo foi
composta de 1,3 pL. de tampao 10x, 1,04ul MgCl, 25mM; 0,26uL. de ANTP; 0,26 pL do primer
sense, 0,26 puL do primer antisense, 100ng do cDNA, 0,078 pL de Taqg DNA polimerase

(Invitrogen Corporation) e completada com agua MilliQ, totalizando um volume de 13 pL. O
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PCR foi realizado com 30 ciclos, com temperatura de anelamento (Tm) de 62°C (para AR) e de
65°C (para B-actina).

As amostras foram aplicadas em gel de agarose a 2,5% e submetidas a eletroforese. Para a
verificacdo das bandas, os géis foram incubados na presenca de brometo de etideo e entdo
observados contra luz ultravioleta. As imagens foram capturadas pelo sistema Kodak EDAS
Camera 290 usando o sofiware Kodak Digital Science 1D 3.6, e a densitometria das bandas foi

realizada pelo programa Scion Image (Scion Corporation, Rochester, NY, Estados Unidos).

Imunoistoquimica

Como preparagdo anterior & imunoistoquimica, os animais foram perfundidos conforme
citado anteriormente. Em seguida, os encéfalos foram dissecados e pds-fixados em solucio de
formaldeido a 4% e sacarose a 20% por 24 horas. Apds a pos-fixagdo os encéfalos foram
armazenados em solu¢do contendo tampao KPBS e sacarose a 20% até o processamento.
Utilizou-se o micrétomo para cortes em congelacdo Microsystems SM2000R (Leica, Wetzlar,
Alemanha), realizando-se cortes seriados de 30 pm, que em seguida, foram mantidos em solugao
anticongelante.

Para a andlise imunoistoquimica utilizou-se a técnica free-floating, pré-estabelecida pelo
Laboratorio de Neuroanatomia Quimica do Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP-SP, sendo usadas as séries de cortes de cada animal para o procedimento.

Os cortes foram lavados duas vezes (por 10 minutos cada) em KPBS e em seguida
bloqueados com peroxido de hidrogénio a 0,3% por 30 minutos. Lavagens de 10 minutos em
KPBS foram realizadas posteriormente até nao haverem mais bolhas. Em seguida, os cortes
foram incubados com 1% do soro de cabra em KPBS /oaded (solu¢ao contendo KPBS e Triton
X-100 a 0,3%) por 40 minutos a temperatura ambiente, para inibicdo das possiveis ligacdes
inespecificas. Apos duas lavagens de 10 minutos cada, os cortes foram entdo incubados, por 48
horas a 4°C em solu¢do com anticorpo policlonal obtido em coelho para detec¢do de receptor de
andrégeno (Santa Cruz Biotechnology) na diluigao 1:2000.

Ap6s as 48 horas de incubag@o no anticorpo primario, os cortes foram lavados duas vezes
(10 minutos cada) em KPBS e incubados com o anticorpo secundario biotinilado do kit ABC (PK
6100, Vector Labs, Peterborough, Inglaterra) por 60 minutos a temperatura ambiente na

propor¢ao de 1:1000 em KPBS /oaded. Novas lavagens em KPBS foram realizadas e os cortes
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foram incubados por 60 minutos com o complexo avidina-biotina do mesmo kit. Finalizando,
novas lavagens com KPBS foram realizadas antes da marcagao revelada pela diaminobenzidina
(DAB).

Terminada a revelagdo os cortes foram ordenados em laminas gelatinizadas e cobertos
com laminulas e DPX (neutral mouting medium, Sigma-Aldrich) como meio de montagem.

As imagens foram analisadas pelo programa Image Pro Plus (Media Cibernetcs, New

York, NY, Estados Unidos), pela contagem dos ntcleos celulares marcados.

Coloracao de Nissl
Séries adjacentes de cortes foram ordenadas, montadas em laminas gelatinizadas e
coradas com a técnica de coloracdo Nissl a base de tionina a 0,25% como referéncia da

citoarquitetura.

3.4.4 Analises Estatisticas

Os resultados numéricos foram submetidos a analise estatistica e demonstrados com
média + desvio padrdo. Foi empregada a anélise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de
Tukey, sendo considerados significantes os resultados que apresentaram um valor minimo de
p<0,01 para a imunoistoquimica e p<0,05 para as demais analises. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.5 Resultados

3.5.1 Variacao do peso da prostata frente a aplicaciio de estrogeno
A dose de E2 utilizada promoveu diminui¢do do peso da prostata dos animais. A
diferenca foi significativa (p<0,05) em rela¢do ao peso das prostatas dos animais controle, tanto

nos valores absolutos quanto relativos (Figura 1).

3.5.2 Efeito do estréogeno sobre a expressao do AR
Foram verificadas variagdes no conteudo da proteina entre os grupos experimentais, pela
técnica de Western blotting. Para analise completa foi realizada a densitometria das bandas e

verificou-se diminuicao significativa do contetido protéico no grupo tratado com estrégeno em
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relacdo ao grupo controle (p<0,05). Comparando o grupo tratado com estrogeno e o grupo das

fémeas ndo foi observada diferenga significativa (Figura 2).

3.5.3 Niveis de expressio do gene do AR nos grupos experimentais

Ap6s a padronizagdo da quantidade de cDNA, conseguiu-se amplificacdo do gene do AR
nos grupos experimentais. Foi utilizada uma reagdo para B-actina nas referidas amostras, como
controle enddgeno.

A andlise do produto de reacdo pela densitometria das bandas obtidas na reagao de PCR
mostrou intensidade maior do produto de reagdo para o grupo controle, em relagdo ao grupo
estrogenizado e ao grupo das fémeas (p<0,05). Nao houve diferenga significativa entre os grupos

dos animais estrogenizados e o das fémeas (Figura 3).

3.5.4 Variacdo no padriao de distribuicio da imunorreatividade do AR nos nucleos

hipotalamicos

O padrao de distribuicdo do AR foi analisado por imunoistoquimica nas regidoes que tém
implica¢des no comportamento sexual (Figuras 4 e 5).

Os animais estrogenizados apresentaram quantidade significativamente menor (p<0,01)
de nucleos celulares marcados (AR positivos) na MPO, MPN e VMH, em comparagdo com 0s
animais controle. Comparando o grupo estrogenizado com o grupo das fémeas ndo houve
diferenca significativa (Figuras 6, 7 e 8).

Por outro lado, no PVH de animais do grupo estrogenizado ocorreu aumento significativo
(p<0,01) da quantidade de células com nicleos marcados, em comparagdo com animais do grupo
controle. Comparando o grupo estrogenizado com o grupo das fémeas ndo houve diferenca

significativa (Figura 9).

3.6 Discussao

O presente estudo foi desenvolvido para a obtengdo de informagdes sobre as alteracdes na
expressao do AR promovidas pela exposi¢do neonatal ao estrogeno.

A administracdo de altas doses de estrogeno durante o periodo de diferenciagcdo sexual

neonatal resulta em diversos danos no eixo reprodutivo masculino, conforme citado
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anteriormente, o que merece a atengdo sobre os mecanismos envolvidos nesse evento (Tena-
Sempere et al., 2001).

Os pesos das prostatas dos animais controles e tratados permitiram a conclusdo de que
ocorreu o imprinting estrogénico, ja que houve inibicdo do crescimento desta nos animais
estrogenizados, conforme os estudos realizados por Putz et al. (2001 - a).

As andlises por Western blotting demonstraram diminui¢do no conteudo total de AR no
grupo tratado com estrogeno, em relagdo ao grupo controle, o que indica que o imprinting
promoveu diminui¢do na expressdo do AR no hipotalamo desses animais. A auséncia de
diferenga significativa entre os grupos de machos tratados e de fémeas demonstra que a
estrogenizacdo dos machos promoveu expressao do AR semelhante a das fémeas.

A andlise por RT-PCR indicou intensidade maior do produto de reagdo para o grupo
controle em comparacao ao grupo tratado e ao das fémeas, demonstrando que houve diminui¢ao
na expressao do RNAm do AR, ap6s o imprinting. Da mesma forma, comparando-se o grupo de
machos estrogenizados com o das fémeas, ndo houve diferenga estatistica, o que condiz com os
resultados de Western blotting.

Essas duas andlises permitem a afirmagdo de que o estrogeno em doses altas, aplicado
durante o periodo critico neonatal, promoveu diminui¢ao da expressdao do AR no hipotdlamo dos
ratos machos adultos, demonstrando que de alguma forma ocorreu essa alteragdo durante o
intervalo de tempo entre a estrogenizacdo neonatal até a analise na idade adulta.

De forma geral, os estrogenos tém efeito anti-androgénico sobre o eixo hipotdlamo-
hipofise-gonadas e, assim, reduzem a produgdo de T pelos testiculos.

A dose alta de E2 atua no eixo hipotadlamo-hipofise-testiculos possivelmente de duas
formas: por acdo direta, ou seja, o E2 age sobre os neurdnios hipotaldmicos reduzindo a
expressao do AR; e/ou por agdo indireta pela diminuicdo da concentragdo de T circulante,
conforme descrito por Putz et al. (2001 — a). De acordo com esse trabalho a dose alta de E2
(15mg/kg) também promoveu diminui¢ao da concentragdo de LH no sangue.

Em roedores as a¢des do E2 incluem: a masculinizacdo da estruturas cerebrais envolvidas
no controle neuroenddcrino da fun¢do das gonadas e do comportamento reprodutivo; a regulagao
e liberagdo do GnRH; o controle direto da secrecao hormonal pela hipéfise; e a modulaciao da

diferenciacao e func¢ao das células de Leydig (Tena-Sempere ef al., 2001).
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De acordo com Kamegai et al. (2001) a exposi¢ao ou privacdo de hormonios sexuais
durante o periodo neonatal causa alteragdes permanentes no perfil de secrecdo do GH, assim
como, a sua responsividade pds-puberdade, sugerindo que hormdnios sexuais tém fundamental
importancia durante este periodo do desenvolvimento, e, consequentemente na vida adulta.
Segundo esse trabalho, o E2 influencia o perfil de secre¢do do GH via ERa.

A andlise imunoistoquimica mostrou que o padrdo de distribuicdo do AR modificou-se
nos animais estrogenizados. Na MPO e nos VMH e MPN observou-se diminui¢ao na distribui¢ao
de AR em relacdo aos animais controle, e em relagdo as fémeas nao houve diferenca significativa.
Ja no nicleo PVH observou-se aumento na distribuicdo do AR em relacdo aos animais controle, ¢
em relagdo as fémeas o padrao foi similar ndo apresentando diferenga significativa.

De acordo com esses experimentos, a estrogeniza¢cdo promoveu alteracdes na distribui¢ao
do AR nas estruturas hipotaldmicas envolvidas na promog¢ao do comportamento sexual, com isso,
o perfil de distribui¢do dos ARs se tornou semelhante ao observado nas fémeas.

A POA e o nicleo VMH estao diretamente ligados ao comportamento sexual, enquanto o
nucleo PVH tem um papel indireto (Roselli ez al, 1989; Handa et al, 1987), isso de certa forma
pode estar relacionado com a distribui¢do observada pela reagdo de imunoistoquimica.

O presente estudo confirma a acdo do estrogeno sobre os ARs e consequentemente a
importancia do mesmo no processo de diferenciacdo sexual cerebral em machos, e sugere que a
incompleta masculinizagdo ¢ defeminizacdo do hipotalamo possivelmente ocorreu nos ratos
expostos a estrogenizacdo no periodo neonatal. Os resultados indicam que o imprinting
estrogénico promoveu alteragdes a longo prazo na expressdao do AR, o que pode ter implicagdes
importantes no comportamento sexual desses animais.

Diante da hipotese de que o estrogeno circulante no organismo ndo ultrapassa a barreira
hemato-encefalica por se ligar a a-fetoproteina, conclui-se que no experimento em questdo o
estrogeno administrado ultrapassou a barreira hemato-encefalica dos animais recém-nascidos
promovendo conseqlientemente alteragdes na expressio do AR. Essas alteragdes podem ser
explicadas pelo fato de que em neonatos a barreira hemato-encefalica ndo estd completamente
formada, ou est4d mais susceptivel a passagem de determinadas substancias (McGeer et al., 1987),
e frente a administragdo das doses altas nos primeiros cinco dias de vida nao houve a seletividade
normalmente observada, possivelmente também por acumulo de moléculas de E2 dificultando a

ligacdo com a a-fetoproteina.
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Além disso, conforme os dados discutidos por Baum e Bakker (2008) a a-fetoproteina, no
periodo perinatal, também funciona como transportadora de estrogeno, demonstrando que essa
proteina tem importancia ndo somente como neuroprotetora, mas também como carreadora de
estrogeno até células alvo cerebrais, o que garante o inicio da diferenciagdo feminina. O
estrogeno, em pequenas quantidades, se liga a algumas moléculas de a-fetoproteina e ultrapassa a
barreira hemato-encefalica promovendo a diferenciacao inicial das estruturas cerebrais.

Nos mamiferos de todas as idades, os chamados 6rgdos circunventriculares estdo mais
expostos, ou seja, sdo quimiossensiveis a moléculas presentes no sangue, ja que nessas regioes a
barreira hemato-encefalica estd ausente ou menos desenvolvida. Os 6rgdos circunventriculares
incluem a eminéncia mediana e o 6rgao vascular da lamina terminal (situados no hipotdlamo), o
6rgdo subfornicial, o 6rgao subcomissural, o lobo posterior da hipofise, a glandula pineal e a 4rea
postrema (todas essas regides mantém conexodes com diversos nucleos hipotalamicos, e a neuro-
hipofise possui axonios originados no hipotalamo) (Johnson e Gross, 1993). A POA ¢ continua
com a lamina terminal sendo também vulnerdvel a presenca de varias moléculas como o
estrogeno (McGeer et al., 1987). Portanto, nem todos os 6rgdos circunventriculares ficam no
hipotalamo, mas quase todos mantém comunicagdo com ele (Lent, 2004).

Os orgaos circunventriculares sdo, portanto, afetados por moléculas presentes no sangue
que nao tém acesso a outras regides do cérebro, e com isso, sdo conhecidos como “janelas”
através das quais o cérebro pode controlar os 6rgdos periféricos (Johnson e Gross, 1993).

Ha evidéncias de que neurdnios situados em outros nucleos hipotalamicos possuam
caracteristicas semelhantes aos orgdos circunventriculares em relacdo a permeabilidade (Lent,
2004).

Os resultados do presente estudo confirmam a importancia do estrogeno no processo de
diferenciacdo do SNC de machos, e servem de base para que futuros experimentos sejam
desenvolvidos na tentativa de explicar os exatos mecanismos envolvidos nesse processo de
diferenciacéo.

O préximo passo do trabalho ¢ investigar a repercussao do tratamento no comportamento
sexual dos animais para a completa analise dos efeitos do imprinting estrogénico e a correlagdo

com as alteragdes observadas nas analises de imunoistoquimica.
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3.8 Figuras
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Figura 1 — Variacao no peso relativo da prostata ventral de ratos controles ¢ tratados com estrogeno (E2)
no periodo neonatal, em relagdo ao peso corporal dos animais. Os dados estdo expressos como média +
desvio padrao (n=10), de um total trés testes. A prostata ventral foi utilizada como controle da eficiéncia
do experimento. As letras a e b significam as diferencgas estatisticas (p<0,05) entre os grupos. Os valores

foram submetidos a analise estatistica (ANOVA).
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Figura 2
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Figura 2 — Variagdo no conteudo de AR, conforme determinado por Western blotting. Marcagdo
visualizada na altura de 110kDa, indicativo da proteina. Gréfico representando a varia¢do percentual no
contetido da proteina por densitometria. A condi¢do do grupo controle foi usada como referéncia. O grupo
tratado com estrégeno (E2) apresentou diminuigdo em relagdo ao controle e ndo apresentou diferenga
significativa em relacdo ao grupo das fémeas. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo
(n=8), de um total de trés testes. As letras a e b significam as diferencas estatisticas (p<0,05) entre os

grupos. Os valores foram submetidos a analise estatistica (ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 3
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Figura 3 — Niveis de RNAm do AR e B-actina nos diferentes grupos experimentais. Foram utilizados 100
ng de ¢cDNA nas condigdes de 2mM de MgCl, ¢ Tm de 62°C e 65°C, respectivamente. Grafico da
intensidade relativa do produto de amplificagdio do cDNA do AR por PCR em relagdo ao dados obtidos
pela reagdo com o controle enddgeno B-actina. A intensidade do produto de reacdo para os animais
controle foi utilizada como referéncia. O grupo tratado com estrogeno (E2) apresentou diminui¢do em
relagdo ao controle e ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo das fémeas. Os dados
estdo expressos como média = desvio padrao (n=8), de um total de trés testes. As letras a e b significam as
diferencas estatisticas (p<0,05) entre os grupos. Os valores foram submetidos a andlise estatistica

(ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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Figura §

Figura 5 - Coloracdo de Nissl (ratos adultos com 90 dias de idade). Nucleo ventromedial (VMH)
animal grupo controle (A), grupo estrogenizado (B), grupo fémeas (C). Nucleo paraventricular
(PVH) grupo controle (D), grupo estrogenizado (E), grupo fémeas (F). As respectivas areas estao

delineadas por tracejados, 3V = terceiro ventriculo. As escalas indicam 100 pm.
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Figura 6 - Marcagdo imunoistoquimica do AR no hipotalamo de ratos adultos (90 dias de idade).
O AR foi localizado no nticleo dos neurdnios. O tratamento com E2 diminuiu a quantidade de
nucleos marcados na area pré-Optica medial (MPO). Animal grupo controle (A), grupo
estrogenizado (B), grupo fémeas (C). O tratamento com E2 diminuiu a quantidade de nucleos
marcados no nucleo pré-optico medial anterior (MPN). Grupo controle (D), grupo estrogenizado
(E), grupo fémeas (F). As respectivas areas estdo delineadas por tracejados, 3V = terceiro

ventriculo. A escala indica 100 pm.
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Figura 6 - Marcagdo imunoistoquimica do AR no hipotalamo de ratos adultos (90 dias de idade).
O AR foi localizado no nticleo dos neuronios. O tratamento com E2 aumentou a quantidade de
nlcleos marcados no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVH). Animal grupo controle (A),
grupo estrogenizado (B), grupo fémeas (C). O tratamento com E2 diminuiu a quantidade de
nucleos marcados nucleo ventromedial do hipotalamo (VMH). Grupo controle (D), grupo
estrogenizado (E), grupo fémeas (F). O PVH esta indicado por setas e 0 VMH esta delineado por

tracejados, 3V = terceiro ventriculo. As escalas indicam 100 um.
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Figura 8 — Grafico representando a quantificacdo de nucleos celulares marcados pela reacdo de
imunoistoquimica para AR na area pré-Optica medial (MPO), realizada com o auxilio do programa Image
Pro Plus. A marcacdo nos animais controles foi utilizada como referéncia. O grupo tratado com estrégeno
(E2) apresentou menor quantidade de nucleos AR positivos em relagdo ao controle ¢ ndo apresentou
diferenga significativa em relacdo ao grupo das fémeas. Os dados estdo expressos como média + desvio
padrdo (n=6), de um total de dois testes. As letras a e b significam as diferengas estatisticas (p<0,01) entre

os grupos. Os valores foram submetidos a analise estatistica (ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 9 - Grafico representando a quantificagdo de nucleos celulares marcados pela reagdo de
imunoistoquimica para AR no nucleo pré-optico medial anterior (MPN), realizada com o auxilio do
programa Image Pro Plus. A marcag¢do nos animais controles foi utilizada como referéncia. O grupo
tratado com estrogeno (E2) apresentou menor quantidade de nucleos AR positivos em relacdo ao controle
e ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo das fémeas. Os dados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=6), de um total de dois testes. As letras a e b significam as diferengas
estatisticas (p<0,01) entre os grupos. Os valores foram submetidos a analise estatistica (ANOVA seguida

pelo teste de Tukey).
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Figura 10
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Figura 10 - Grafico representando a quantificagdo de nucleos celulares marcados pela reacdo de
imunoistoquimica para AR no nticleo ventromedial (VMH), realizada com o auxilio do programa Image
Pro Plus. A marcac¢do nos animais controles foi utilizada como referéncia. O grupo tratado com estrogeno
(E2) apresentou menor quantidade de nucleos AR positivos em relagdo ao controle e ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao grupo das fémeas. Os dados estdo expressos como média + desvio
padrdo (n=6), de um total de dois testes. As letras a e b significam as diferencas estatisticas (p<0,01) entre

os grupos. Os valores foram submetidos a analise estatistica (ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 11
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Figura 11 - Grafico representando a quantificagdo de nucleos celulares marcados pela reacdo de
imunoistoquimica para AR no nucleo paraventricular (PVH), realizada com o auxilio do programa Image
Pro Plus. A marcac¢do nos animais controles foi utilizada como referéncia. O grupo tratado com estrogeno
(E2) apresentou maior quantidade de nticleos AR positivos em relagdo ao controle e ndo apresentou
diferenga significativa em relacdo ao grupo das fémeas. Os dados estdo expressos como média + desvio
padrdo (n=6), de um total de dois testes. As letras a e b significam as diferencas estatisticas (p<0,01) entre

os grupos. Os valores foram submetidos a analise estatistica (ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4. Conclusoes Gerais

O imprinting estrogénico promoveu diminui¢do no conteudo total de AR e do
correspondente RNAm no hipotdlamo, diminui¢do do nimero de nucleos celulares marcados
(AR positivos) na area pré-Optica, nos nucleos ventromedial e pré-optico medial anterior, e
correspondente aumento no nucleo paraventricular do hipotalamo.

Conclui-se, portanto, que em ratos Wistar, a administracdo pos-natal de estrogeno afeta a
expressao localizada do AR no hipotdlamo na idade adulta, o que pode ter efeito sobre o

comportamento sexual desses animais.
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