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Ha evidencias de interacdo bidirecional dos eixos HPA e HPG envolvendo diferentes estruturas,
entretanto, os mecanismos envolvidos sdo pouco compreendidos. Situacfes de estresse podem
alterar a funcéo reprodutiva, e hormdnios gonadais podem modificar a resposta de estresse. O
objetivo deste trabalho foi verificar se estrégeno (E,) e progesterona (P,) modificam a atividade basal
do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), analisada pelas secrecdes de corticosterona (CORT) e de
P, e pelas expressdes de receptores para corticosteréides (mineralocorticoides, MR e
glicocorticéides, GR) em sitios cerebrais de retroalimentacdo do eixo HPA. Ratas Wistar adultas
foram mantidas em ciclo claro-escuro de 12h e acesso livre a ragdo e agua. O ciclo estral foi
monitorado por esfregaco vaginal e a determinacao da secrecdo de horménio luteinizante (LH) foi
realizada para confirmac&o do proestro. Seis amostras de sangue foram coletadas através de cateter
na jugular, durante a tarde (13-18h), dos seguintes grupos de ratas: ovariectomizadas (OVX);
controles em proestro; tratadas com antagonista de E, (tamoxifen) ou de P, (RU486), ou ambos;
tratadas com os respectivos veiculos dos antagonistas. O plasma foi separado e estocado para
dosagens hormonais por radioimunoensaio. Apds a Ultima coleta de sangue, os animais foram
anestesiados e perfundidos para remocao dos cérebros, que foram manipulados para verificagao por
imunofluorescéncia, da expressédo de MR e de GR na regido CA; e no subiculo do hipocampo ventral,
e de GR no nucleo paraventricular (PVN). Os resultados mostram que: a secre¢édo de LH confirmou a
fase de proestro; a secrecdo basal de CORT néo foi alterada pelas manipulacdes de injecées nem
pela remocéo dos ovérios; ocorreu pico de secre¢do de CORT e de P4 as 14h em todos os grupos
experimentais; os antagonistas de E, e de P, ndo alteraram a secrecao total de CORT, porém o
RU486 aumentou (as 13 e 15h) e o tamoxifen reduziu (as 15h) a concentragdo de CORT; um
segundo pico de secrecdo de P, no final da tarde (17-18h) foi bloqueado pela ovariectomia e por
Tamoxifen , e amplificado por RU486; o segundo pico de P, também n&o ocorreu em ratas tratadas
com Tamoxifen e RU486 ; ndo houve alteragdo do numero de neurbnios com expressao de GR e MR
na regido CA; e no subiculo do hipocampo ventral nem de GR no PVN. Em concluséo, nossos
resultados indicam que: E, e P, podem exercer efeitos antagbnicos sobre a secrecdo basal de CORT,
respectivamente estimulatério e inibitorio; os picos de secrecdo de P, tém origens diferentes, o
primeiro (14h) da adrenal e o segundo (17-18h) do ovario; E, estimula a secrecao ovariana de P, na
tarde de proestro; E, e P, ndo alteram o nimero de neurdnios que expressam GR e MR em sitios de

retroalimentacdo do eixo HPA, mas nado se pode descartar que alterem a atividade desses neurénios.



dhstract



There is evidence for a bidirectional communication between HPA and HPG axis involving different
structures, however the involved mechanisms are poorly known. Stress situations may alter the
reproductive function, and gonadal steroids may modify the stress response. The aim of this study was
verify if estrogen (E,) and progesterone (P,) can alter the basal activity of hypothalamic-pituitary-
adrenal axis, analyzed by corticosterone (CORT) and P, secretions and by mineralocorticoid and
glicocorticoid receptors (MR and GR, respectively) expression at HPA axis central feedback sites.
Adult female Wistar rats were kept in 12h light-dark cycle and had free access to food and water. The
estrous cycle was monitored by vaginal smears and the luteinizing hormone dosage was done to
confirm proestrus. Six samples of blood were collected by jugular cannula, during the afternoon (13-
18h), of the following groups: ovariectomized (OVX), proestrus controls, treated with E, or P,
antagonists (tamoxifen or RU486, respectively), or with both, and treated with antagonists’ vehicle.
The plasm was stored for hormonal dosages by radioimmunoassay. After the last blood sample,
animals were anesthetized, perfused, and the brains were removed and processed for
immunofluorescence to analyze MR and GR expression at ventral hippocampus’ CA; and subiculum,
and GR expression at paraventricular nucleus (PVN). The results showed that: LH secretion confirmed
the proestrus; CORT basal secretion was not altered by injections neither by ovariectomy; there was a
CORT and a P, secretion peak at 14h in all experimental groups, E, and P, antagonists did not modify
the CORT total secretion, however RU486 increased (at 13 and 15h) and tamoxifen reduced (at 15h)
CORT levels, another P, secretion peak in the late afternoon (17-18h) was blocked by ovariectomy
and tamoxifen, but enhanced by RU486, the P, second peak did not occur in rats treated with both
tamoxifen and RU486, there were no changes in the number of neurons expressing GR and MR at
ventral hippocampus’ CA; and subiculum neither of GR expressing neurons at PVN. In conclusion, our
results indicate that: E, and P, can have antagonistic effects over basal CORT secretion; stimulatory
and inhibitory, respectively; the P, secretion peaks have different origins, the first (14h) is adrenal’s
and the second (17-18h) is ovarian: E, stimulates ovarian P, secretion in the proestrus afternoon; E,
and P, do not alter the number of neurons that express MR and GR at HPA axis feedback sites, but

one can not exclude the possibility that they alter the activity of these neurons.
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1. Qntroducao



1.1 - Estresse

Alteracdes no ambiente e seu impacto na fisiologia humana e animal constituem o
fundamento do estudo do estresse. O termo estresse é amplamente usado para descrever respostas
emocionais e bioldgicas frente a situacfes adversas. O efeito depressor do estresse sobre o sistema
imunoldgico, a reproducdo e o comportamento de mamiferos tem sido amplamente demonstrado

(RILEY, 1981; HARBUZ, LIGHTMAN, 1992).

1.2 - Eixo HPA

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) corresponde a um sistema regulador que integra
funcbes enddcrinas e neuroldgicas. Ha trés caracteristicas principais na atividade deste eixo: (1) o
ritmo circadiano da atividade basal do eixo; (2) a ativacdo induzida por estresse; (3) a
retroalimentacdo negativa mediada por corticosteréides (DALLMAN et al. , 1987).

A secrecé@o de glicocorticéides varia ao longo do dia e o ritmo circadiano é gerado em
mamiferos pela atividade do nucleo supraquiasmatico (SCN), cuja lesdo abole essa ritmicidade.
Aferéncias diretas descritas do ndcleo supraquiasmatico do hipotalamo para o ndcleo paraventricular
(PVN) devem ser responsaveis pela mudanca ritmica caracteristica da secre¢do basal do eixo HPA.
Em ratos, o eixo HPA apresenta uma atividade diurna com pico de secrecdo hormonal ocorrendo no
inicio da fase escura do dia; em humanos, o pico de cortisol é observado logo antes do amanhecer
(Fig. 1) (DALLMAN et al. , 1987; BRADBURY et al. , 1994; HANDA et al. , 1994; HERMAN,
MUELLER, 2006).

O eixo HPA, um dos sistemas efetores primarios ativados durante estresse, funciona para
minimizar os desvios da homeostase e ajudar o organismo a retomar o equilibrio apés algum desafio.
A resposta do eixo HPA ao estresse é fundamental para a sobrevivéncia e bem estar de todos os
organismos vertebrados. Estressores fisiolégicos atuam diretamente sobre o PVN do hipotalamo,
provavelmente via projecfes catecolaminérgicas do tronco encefalico. Por outro lado, estressores
psicolégicos requerem uma interpretacdo por estruturas cerebrais superiores. Regides limbicas
prosencefélicas conectam-se ao PVN via interagdes com neurdnios gabaérgicos no nucleo do leito da
estria terminal, area preoptica e hipotdlamo (HERMAN, CULLINAN, 1997; HERMAN, MUELLER,

20086).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WG0-47T24K8-5&_user=5674931&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000049650&_version=1&_urlVersion=0&_userid=5674931&md5=f9f9300c2a028a617f4b518d7f05f1d0#bib33
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WG0-47T24K8-5&_user=5674931&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000049650&_version=1&_urlVersion=0&_userid=5674931&md5=f9f9300c2a028a617f4b518d7f05f1d0#bib16
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Figura 1. Variacdo diurna na concentracéo de corticosterona em ratos machos jovens. A

linha tracejada representa a média dos valores das 24 horas (imagem retirada de Dallman

et al. ,1987).

1.2.1-PVN

O hipotdlamo é uma estrutura relativamente pequena do prosencéfalo dos vertebrados que
desempenha acdo primordial em mecanismos neurais assegurando a homeostase, defesa, e
reproducdo, ou seja, assegura a sobrevivéncia do animal e da espécie (RISOLD et al. , 1997).

O PVN apresenta trés tipos principais de células que desempenham essencialmente funcdes
motoras: neurbnios neurosecretores magnocelulares que liberam horménios para circulacdo
sistémica; neurdnios neurosecretores parvocelulares que liberam horménios para o sistema porta
hipofisario; neurdnios com proje¢cdes descendentes para centros autondmicos no tronco e centros
somatomotores. Os sistemas neurossecretores magnocelular e parvocelular estdo associados,
respectivamente, aos lobos posterior e anterior da hip6fise (SWANSON, SIMMONS, 1989; RISOLD et
al., 1997).

A deaferentacdo total ou anterior do PVN aumenta a expressdo de RNAm de horménio
liberador de corticotrofina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP) indicando que vias neuronais
inibitérias séo necessarias para a manutengdo do tdnus basal do eixo HPA. A inibicdo do eixo HPA
mediada por neurdnios pode provir de diversos locais, entre os quais 0 mais intensamente estudado é

0 hipocampo (HERMAN, CULLINAN, 1997).



1.2.2-CRH

A interacdo funcional do o sistema nervoso central (SNC) com o sistema enddécrino por meio
da adeno-hipdfise foi primeiramente postulado por Harris (1948). Ele propbs que fatores de origem
hipotalamica liberados para o sangue porta-hipofisario seriam responsaveis pelo controle da secrecéo
dos hormoénios pela adeno-hipofise. A caracterizacdo do CRH, um peptideo de 41 aminoacidos,
permitiu um estudo detalhado da liberagéo e interagdo de varios fatores no sangue porta hipofisario,
que influenciam a liberacéo de hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH) (HARBUZ, LIGHTMAN, 1992).

Existem evidéncias que a ativagdo do sistema noradrenérgico no estresse € o mecanismo
primario responsavel pela liberacdo de CRH a partir de neurdnios no PVN, possivelmente através do
receptor a,, além de outros sistemas de neurotransmissores envolvidos (acetilcolina, serotonina-5-HT
e &cido gama-aminobutirico-GABA) (DUNN, BERRIGE, 1990; VAMVAKOPOULOS, CHORUSOS,
1993).

Neurdnios imunorreativos ao CRH sdo amplamente distribuidos ao longo do cérebro, tronco
encefalico e tecidos ndo neuronais. Os axdnios dos neurdnios parvocelulares CRH do PVN terminam
na zona externa da eminéncia mediana, onde o CRH, principal secretagogo de ACTH, € liberado para
atingir a circulacéo porta hipofisaria. Além de estimular a secrecdo de ACTH por, um mecanismo de
adenilato ciclase mediado por AMPc, o CRH induz a transcricdo do RNAm de pro-opiomelanocortina
(POMC), precursor de ACTH (BOHLER et al. , 1990; HARBUZ, LIGHTMAN, 1992).

Outros peptideos tém sido descritos em co-expressdo com CRH em neurbnios
neurosecretores parvocelulares: vasopressina (AVP); encefalina; peptideo histidina isoleucina (PHI);
neurotensina; angiotensina Il (All); colecistocinina (CCK). Destes, pelo menos trés (CRH, AVP e All)
compartiiham associacdo funcional como estimuladores da secrecdo de ACTH e parecem ser
regulados por esterdides adrenais circulantes, além de aferéncias neurais de outras regibes do
cérebro (SAWCHENKO, 1987; SWANSON, SIMMONS, 1989).

A AVP tem acgédo sinergistica potente ao CRH para inducdo da secre¢cdo de ACTH. A co-
expressdo de AVP ocorre em 50% dos terminais e axénios CRH positivos de animais em repouso. Ha
evidéncias que a AVP potencia a resposta secretoéria do corticotrofo ao CRH por induzir um aumento
do numero de receptores para CRH na superficie do corticotrofo (DALLMAN et al. , 1987; DUNN,

BERRIGE, 1990; HARBUZ, LIGHTMAN, 1992).



1.2.3-ACTH

Os corticotrofos representam 3-10% da populagéo de células da hipofise anterior e sintetizam
ACTH como parte de uma grande proteina precursora, a pré-6piomelanocortina (POMC). A clivagem
proteolitica e o processamento desta molécula na cisterna do reticulo endoplasmatico rugoso, Golgi,
e vesiculas secretérias formam trés peptideos maduros (B-LPH, um peptideo 16K N-terminal e o
ACTH) secretados na circulacdo, tanto constitutivamente, como pela acdo de secretagogos

(DALLMAN et al. , 1987).

1.2.4 — Corticosterona (CORT)

O ACTH da circulagdo sistémica estimula a secre¢cdo de glicocorticoides (cortisol em
humanos e corticosterona em ratos) pela zona fasciculada do cértex da adrenal. Essa secrecao
também € dependente do tamanho da adrenal (massa secretdria) e da responsividade da glandula
(KITAY, 1963; FUNDER, SHEPPARD, 1987; FUNDER et al. , 1988).

Os (glicocorticéides sao liberados em respostas de estresse, as quais sdo mediadas e/ou
moduladas por eles, alertando o organismo as mudancas fisiolégicas e no ambiente para defesa da
homeostase. A acao geral dos glicocorticoides esta relacionada tanto com a prepara¢cdo como com a
recuperacao do desequilibrio homeostatico, ou seja, com o estresse e a adaptacdo (DE KLOET et al.
, 1993; FUNDER, SHEPPARD, 1987; HERMAN, CULLINAN, 1997; HERMAN, MUELLER, 2006).

As ac¢bes dos glicocorticéides em varios mecanismos fisiolégicos e processos fisiopatoldgicos
interferem: na mobilizagdo de glicose a partir do figado, que aumenta a disponibilidade de
combustivel celular, disponibilizando energia do metabolismo para suprir as demandas durante o
estresse; no ganho de massa corporea; na concentracdo de amilase pancreética; no conteldo
vertebral de calcio; no angiotensinogénio plasmatico; nas concentracdes de renina e angiotensina,
assim como na atividade da renina plasmética; na producdo de CBG (globulina ligadora de
corticosterona); na massa do timo; na iniciagdo e no controle de respostas imunes. O controle
inadequado da resposta de glicocorticOides ao estresse representa um risco para a saude e bem
estar do organismo. Estes horménios também influenciam uma variedade de processos no sistema
nervoso central, como: proliferacdo e diferenciacdo celular; atividade de sistemas de
neurotransmissores; modulacdo da memoria de eventos aversivos; humor e estado emocional, talvez

ajudando a maximizar os comportamentos relacionados a sobrevivéncia em funcdo de um desafio



homeostatico. Além disso, os glicocorticéides também controlam sua propria sintese e liberagdo
completando uma alca de retroalimentagdo negativa na hipofise anterior e em estruturas cerebrais
(ARRIZA et al. , 1988; DALLMAN et al. , 1987; HARBUZ, LIGHTMAN, 1992; HERMAN, MUELLER,

2006).

1.2.5 — Retroalimentacao Negativa

O aumento da concentragdo plasmatica de glicocorticéides promove inibicdo sobre as areas
que sintetizam os produtos que desencadeiam sua secrec¢do e assim impede a hiperativacdo do eixo
HPA. Desta forma os glicocorticoides agem fasicamente para inibir a atividade biossintética e
secretora do eixo HPA, num processo denominado retroalimentagéo negativa (KOVACS et al. , 2000).

A retroalimentagéo negativa pelos glicocorticoides é o principal fator de controle do eixo HPA,
porém aferéncias indiretas via circuitos neuronais também estdo implicadas na regulacdo dos
neurdnios AVP/CRH do PVN, sinalizando tanto o estado fisiolégico momentaneo como a presenca de
possiveis ameacas (DALLMAN et al. , 1987; HERMAN et al. , 1992; HERMAN, MUELLER, 2006).

A denominagéo classica de “retroalimentagao lenta” refere-se a atividade de transcri¢céo basal
dos genes CRH e AVP e depende da concentracdo de glicocorticide antes do estresse. Por outro
lado, a “retroalimentagéo rapida” refere-se a acdo da CORT plasmatica, liberada na situacdo de
estresse, especificamente sobre a liberacdo dos peptideos e também sobre a expressao génica dos

neuropeptidios (KOVACS et al. , 2000).

1.26-GRe MR

O efeito inibitério da CORT sobre o eixo HPA é traduzido primariamente por um receptor
protéico intracelular de esterdide que funciona como um fator de transcricdo ativado por horménio.
Existem dois tipos de receptores de glicocorticéides no SNC. Os receptores tipo |, também chamados
de receptores de mineralocorticoide (MR), ligam-se a aldosterona, CORT, cortisol, e
deoxicorticosterona com a mesma afinidade. Os receptores tipo Il, também chamados de receptores
de glicocorticéide (GR), por outro lado, ligam preferencialmente dexametasona > cortisol >
corticosterona > deoxicorticosterona > aldosterona (HARBUZ, LIGHTMAN, 1992, SPENCER et al. ,

1998).



A concentracdo de CORT circulante livre e a consequente ocupacao dos receptores, podem
variar consideravelmente ao longo do dia e apos estresse. Os MR e GR respondem a concentragdes
diferentes de glicocorticéides, e juntos eles conferem uma faixa dindmica ampla de sensibilidade
hormonal (ARRIZA et al. , 1988; DE KLOET et al. , 1993).

A afinidade dos MR por CORT ¢, cerca de, 5 a 10 vezes maior que a dos GR (Fig. 2). Os GR
tém menor afinidade e maior capacidade. A diferenca na ocupacgdo de MR e GR por CORT é mais
pronunciada no periodo da manh&, quando a concentracdo plasmatica de CORT ¢é suficiente para
ocupar a maioria (90%) dos MR e apenas 5-10% dos GR. A ativacdo de MR por concentra¢cfes
baixas de CORT durante o nadir do ciclo circadiano é suficiente para manter a atividade basal do eixo
HPA e a ocupacdo quase completa desses receptores caracteriza sua acdo permissiva e tbnica.
Quando a concentracdo de CORT aumenta tal como no pico circadiano ou em situagdo de estresse,
aumenta também a ocupacéo dos GR (67-74%), com alteracdo pequena na ocupacdo dos MR (mais
de 90%). A ativacdo dos GR é necessaria para manter a atividade normal do eixo HPA durante o pico
do ciclo circadiano e durante estresse agudo. Contudo, sob estas condi¢bes, a ativacdo do MR
desempenha efeito significativo para potenciar as a¢cdes da CORT nos GR para manutencdo da
atividade do eixo HPA (REUL, DE KLOET, 1985; DALLMAN et al. , 1987; HARBUZ, LIGHTMAN,
1992; DIORIO et al. , 1993; SPENCER et al. , 1998).

GR e MR medeiam os efeitos da CORT de modo coordenado e frequentemente
antagonistico: (I) no hipocampo, a ativagdo dos MR mantém, enquanto a dos GR suprime a
excitabilidade, momentaneamente aumentada por um estimulo excitatério; (II) os MR centrais
participam no controle da sensibilidade da resposta do sistema neuroendécrino ao estresse; (lll) os
MR no hipocampo tém acédo reguladora na reacdo comportamental e na selecdo da resposta. Os
efeitos mediados por GR facilitam o armazenamento de informa¢des. No hipocampo, a ativacédo
cronica de GR promove downregulation do nimero de GR e aumento do nimero de MR. A ativagao
dos MR causa a downregulation de ambos receptores. Também h& um ritmo circadiano com a ligagao
maxima dos MR na fase “PM”, na qual os GR sofrem downregulation. A teoria da regulacdo do
receptor de corticosteréide prop6e que desequilibrios dos efeitos mediados por GR e MR devem
alterar a suscetibilidade do individuo ao estresse e as doencas relacionadas ao estresse (DE KLOET

et al. , 1993).
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Figura 2. Disponibilidade de CR (MR) e GR no citosol do hipocampo
em relacdo ao aumento da concentragdo de corticosterona (imagem
retirada de Reul e De Kloet, 1985).

Os MR tém uma distribuicdo restrita ao hipocampo (principalmente subiculo dorsal, CA1
dorsal e giro denteado) e a sitios sensoriais e motores fora do hipocampo. H4& menos MR no septo
lateral e amigdala, e pouco ou nada no hipotalamo. Propde-se que os corpos celulares de neurénios
que expressam MR residam principalmente no hipocampo, e suas conexfes com neurbénios CRH do
PVN ocorram diretamente ou indiretamente através de interneurénios, para inibir a capacidade dos
neurdnios CRH durante a retroalimentagcédo negativa por CORT (DALLMAN et al. , 1987; JACOBSON,
SAPOLSKY, 1991; HARBUZ, LIGHTMAN, 1992; BRADBURY et al. , 1994; GOMEZ-SANCHES et al. ,
2006).

A expressao abundante de GR em grupos celulares implicados na regulagcao neuroenddcrina,
autondmica e de respostas comportamentais a estimulos estressores, sugere que os glicocorticéides
promovem retroalimentacdo nestes circuitos ativados por estresse. Contrariamente aos MR, os GR
apresentam uma distribuicAo mais ampla que envolve hipocampo, agrupamentos neuronais
catecolaminérgicos no tronco encefalico (locus coeruleus, nucleo do trato solitario, etc.), septo lateral,
cortex cerebral, amigdala central e PVN (REUL, DE KLOET, 1985; VAN EEKELEN et al. , 1987;
DALLMAN et al. , 1987; JACOBSON, SAPOLSKY, 1991; HARBUZ, LIGHTMAN, 1992). Ha evidéncias

da acdo de glicocorticoides sobre neurénios CRH no PVHmpd, que expressam GR, para reduzir a



taxa de sintese de CRH e vasopressina, como também na eminéncia mediana para influenciar a

liberacdo desses hormdnios no sistema porta (SWANSON, SIMMONS, 1989).

1.2.7 - Hipocampo

A inibicdo da atividade do eixo HPA por glicocorticides em rato ocorre em sitios
hipotalamicos e supra-hipotalamicos. O hipocampo é o sitio supra-hipotalamico primordial no qual os
glicocorticéides atuam para regulacéo neuroendécrina, além de ac6es na proliferacdo e diferenciagao
neuronal, morte neuronal, potencial de membranas e modulacdo da ansiedade (JACOBSON,
SAPOLSKY, 1991; SAPOLSKY et al., 1991; AHIMA et al. , 1992; DE KLOET et al. , 1993; JONES et
al. , 1998; EDINGER, FRYE, 2005).

Lesdes no hipocampo aumentam a secre¢cdo de ACTH e CORT em condicdo basal ou de
estresse, a expressdo de RNAm para CRH e AVP em neurbnios parvocelulares do PVN, indicando
uma desinibicdo da resposta do eixo HPA. Por outro lado, a estimulacdo do hipocampo em ratos e
humanos inibe a atividade do eixo HPA. Além inibir a secrecdo dos secretagogos hipotalamicos do
ACTH (CRH, oxitocina e vasopressina) o hipocampo pode regular diferencialmente cada um deles
(JACOBSON, SAPOLSKY, 1991; SAPOLSKY et al. , 1991; DE KLOET et al. , 1993; HERMAN,
CULLINAN, 1997; HERMAN, MUELLER, 2006).

A retroalimentagdo por glicocorticdide via GR no PVN n&o suprime completamente a
expressdo de RNAm para CRH e AVP quando o hipocampo é removido, indicando que esta estrutura
exerce uma inibicao tnica potente sobre os neurdnios CRH/AVP. Entretanto, o hipocampo também
pode alterar a secrecdo de corticosteréides independentemente do ACTH, por acao sobre a aferéncia
do nervo esplancnico para a adrenal a qual estimula a secre¢éo de corticosteréides (HERMAN et al. ,
1989a,b; JACOBSON, SAPOLSKY, 1991).

Com a possivel excecdo da area subicular ventral, as demais regifes hipocampais, ndo se
projetam diretamente para o PVN parvocelular medial, mas sim através de varias estruturas
intermediarias: (1) septo lateral e ndcleo do leito da estria terminal, os quais recebem aferéncias do
hipocampo via férnix pré e pos comissural; (2) hipotdlamo basal medial, que recebe aferéncia do

subiculo ventral via trato cértico-hipotalamico (HERMAN et al. , 1989; RISOLD et al. , 1997).



1.3 - Interacdo dos eixos HPA e HPG

A interacdo dos eixos HPA e HPG fica especialmente evidente durante o funcionamento
anormal de um deles. Por exemplo, a auséncia do ritmo circadiano adrenal resulta em ciclos
ovarianos irregulares e o estresse pode causar efeito inibitério sobre a funcdo reprodutiva. A
esteroidogénese ovariana anormal resulta em regulacédo anormal do eixo HPA, como se observa em
mulheres com amenorréia hipotalamica, uma condi¢do associada a deficiéncia de estrogeno, nesta
situacdo ocorre secrecdo basal de cortisol elevada assim como respostas menos efetivas ao CRH
(VIAU, MEANEY, 1991; XIAO et al. , 1994; CAREY et al. , 1995).

Exposicao ao estresse pode alterar a funcéo reprodutiva em ambos os sexos. Os horménios
secretados pelo eixo HPA inibem esta fungéo, contudo ainda ha controvérsia sobre os mecanismos
envolvidos. O aumento da secrecéo de corticosterdides da adrenal inibe o comportamento sexual. Ha
evidéncias que o aumento destes hormoénios induzido por estresse inibe indiretamente a
esteroidogénese, diminui a responsividade da hipéfise ao GnRH e portanto, a secrecdo de LH. A
concentracdo de LH declina com estresse e com administracéo i.c.v de CRH. Este neuro-hormonio
participa na disfungdo dos parametros reprodutivos por seu efeito inibitério sobre a secrecdo de
GnRH, por uma via direta, ja que neurdnios CRH fazem sinapse diretamente com neurénios GnRH na
area preoptica, ou por uma via indireta, no nucleo arqueado, mediada por proopiomelanocortina/ 13-
endorfina. Pode ser que esse bloqueio do GnRH pelo CRH seja um mecanismo para limitar a duragéo
do pico de LH. O ACTH, por sua vez, poderia atrasar a puberdade, interromper a gestacéo, e inibir a
ovulagdo (SHIVERS et al. , 1983; FERIN et al. , 1984; RIVIER, VALE, 1985; BOHLER et al. , 1990;
VIAU, MEANEY, 1991; CHROUSOQOS, GOLD, 1992; HANDA et al. , 1994; SPEERT et al. , 2002; BAO
et al., 2005).

Hé& evidencias para uma interacdo bidirecional entre os eixos HPA e HPG. Os hormdnios do
eixo HPA tém acao inibitéria em diferentes niveis do eixo HPG (hipotdlamo, hipofise, gbnadas e
tecidos alvos para esterdides gonadais). Por outro lado, os esterdides gonadais alteram a atividade
do eixo HPA, em condi¢cdes basais e de estresse (VIAU, MEANEY, 1991; VAMVAKOPOULOS,
CHORUSOS, 1993; HANDA et al. , 1994; SPEERT et al. , 2002).

A atividade basal do eixo HPA assim como a ritmicidade e a responsividade ao estresse
mudam com as flutuac¢des do ciclo estral. A ovariectomia reduz a concentracéo de corticosterona e a

reposicao de estrégeno reverte esta situacado, sugerindo que o estrégeno € um regulador positivo do



eixo. Apés um declinio do metaestro para o diestro, na tarde do proestro, aproximadamente quando
ocorre 0 pico pré-ovulatorio de LH, ha um aumento brusco na quantidade de RNAm de CRH em
compartimentos seletivos do PVN parvocelular (CRITCHLOW et al. , 1963; BOHLER et al. , 1990;
LAFLAME et al. , 1998; DUTRIEZ-CASTELOOT et al. , 2001; SPEERT et al. , 2002; RHODES et al. ,
2004). Além disso, a transcricdo de MR e de CRH aumenta na manha do proestro, um periodo onde
um numero grande de células FOS positivas estdo co-localizadas com neurbnios CRH. Se a
concentracao de estradiol circulante é responsavel por este efeito ainda ndo se sabe, mas podemos
observar que a administragdo de 17(3- estradiol exdgeno altera a transcricdo de CRH induzida por
estresse em ratas OVX (LAFLAME et al. , 1998).

O aumento de CORT no proestro pode estar relacionado & mobilizagdo de suprimentos
caldricos, uma vez que, normalmente, neste estagio do ciclo, ou apés suplementacdo com estrégeno,
ratas ficam mais ativas, mas diminuem a ingestdo de comida e 4gua. Sendo assim, o0 aumento da
disponibilidade de carboidratos, apés uma resposta de glicocorticdéide aumentada ao estresse durante
0 proestro, poderia assegurar um suprimento adequado de substratos energéticos necessarios para

subsequente ovulacdo e comportamento reprodutivo (VIAU, MEANEY, 1991; ATKINSON, WADDELL,

1997).

1.3.1 - ERa e ERB

Os efeitos do estrogeno no cérebro sdo mediados por dois subtipos de receptores: ERa e
ERB. Eles sdo controlados por genes diferentes, tém a mesma afinidade por 17@-estradiol, e
distribuem-se extensivamente pelo cérebro, porém de maneira diversa. Efeitos antagonisticos
mediados por ERa e ERB podem ser verificados, por exemplo, em células Hela in vitro, nas quais o
ERa medeia a ativagao e o ERB medeia a inibigdo da transcrigao (BAO et al. , 2005; VASUDEVAN et
al. , 2005).

Em ratos, ha expressdao de RNAm para ERa no nudcleo hipotaldmico ventromedial, nicleo
arqueado, hipocampo, 6rgao subfornicial, ndcleo talamico ventrolateral, ndcleo amigdal6ide lateral e
basolateral, ndcleo endopiriforme dorsal, area preoptica, nicleo do leito da estria terminal, tronco
encefélico inferior (SHUGHRUE et al. , 1997).

A expressao de RNAm para ERB pode ser encontrada nas seguintes areas: bulbo olfatério,

area preoptica, nucleos hipotalamicos: supraéptico, paraventricular, supraquiasmatico e tuberal,



nucleo do leito da estria terminal, amigdala medial, zona incerta, area tegmental ventral, cerebelo
(células de Purkinje), laminas IlI-V, VIII, e X da medula espinhal, e glandula pineal; enquanto um fraco
sinal de hibridizacao foi observado no nucleo arqueado. Pode-se notar que algumas destas areas sao
relacionadas a funcdo do eixo HPA. O E, afeta muitos elementos deste eixo, tem efeitos sobre
aferéncias neurais para células CRH, a sintese e liberagcdo de CRH, oxitocina, AVP e ACTH, e o
metabolismo dos glicocorticéides (VIAU, MEANEY, 1991; SHUGHRUE et al. , 1997).

Em ratos, o PVN expressa, quase exclusivamente, ERf tanto na divisdo parvocelular quanto
na magnocelular. As células das regiées parvocelulares dorso e ventromedial do PVN expressam
quantidade grande de RNAm para ERB e esses receptores podem ser diferencialmente co-
localizados com CRH ou AVP. A adrenalectomia reduz a expressdo de RNAm de ERB no PVN;
resposta revertida pela reposicdo com CORT de forma dose-dependente (ALVES, et al. , 1998;
HRABOVSKY et al. , 1998; LAFLAME et al. , 1998; ISGOR et al. , 2003; HUANG et al. , 2008).

O cortex cerebral e o hipocampo expressam RNAm para ERa e ERp, porém com intensidade
muito maior para o segundo. No adulto, a expressdo de ER no hipocampo é baixa e encontra-se
principalmente em interneurdnios ao redor da regido das células piramidais. Entretanto, o significado
funcional é evidente pelas altera¢des induzidas por estrogeno em receptores NMDA e na expressdo

de RNAm para GR e MR (HANDA et al. , 1994; SHUGHRUE et al. , 1997).

1.3.2 - Esterdides Gonadais e Func¢des Cerebrais

Os esterdides gonadais influenciam profundamente varias fungdes cerebrais. O E, age em
certos aspectos do desenvolvimento neural tanto em machos quanto em fémeas e as diferencas de
acdes entre os sexos podem envolver concentracdes localizadas de E, que ficam retidas em sitios
hipotalamicos ao longo do periodo perinatal (BAUM, 2003).

O E; age na regulacdo da estrutura e da funcdo de varios sistemas neuronais no cérebro de
ratos adultos. A acdo do E, estd relacionada a regulacdo de funcdes homeostaticas como
temperatura, balanco energético entre outras, além de respostas de estresse, reproducéo,
comportamento sexual, cogni¢cao, aprendizado, meméria, comportamentos motivados, humor, salde
psiquiatrica e protecdo contra isquemia (SHUGHRUE et al. , 1997; LEVIN, 2001; ISGOR et al. , 2003;

KELLY et al., 2005; LI, SHEN, 2005; NIYOMCHAI et al. , 2005).



Ha evidéncias para acdo neuroprotetora do E,. Estados hipo-estrogénicos (mulheres em
periodo pos-menopausa) sdo acompanhados pela perda de neurdnios B-endorfina (POMC) e o
subsequiente decréscimo nas fungBes autonémicas (KELLY et al. , 2005). Por outro lado,
concentracdes moderadas de E, podem melhorar o desempenho cognitivo, diminuir o comportamento
depressivo e de ansiedade. Em ratas ovariectomizadas (OVX) e adrenalectomizadas (ADX), os
efeitos anti-depressivos e ansioliticos do E, foram restaurados pela reposicdo de doses baixas de
corticosterona, sugerindo acao permissiva desta para o efeito do E, (WALF, FRYE, 2005; HUANG et
al. , 2008). Ratas em proestro, em que ocorre elevacdo da concentracdo de corticosterona, também
apresentam reducdo no comportamento depressivo e de ansiedade em comparagcdo com ratas em
outras fases do ciclo estral (WALF, FRYE, 2005).

Progestinas, particularmente as progestinas 5a-reduzidas, modulam o0 comportamento
ansiolitico e anti-depressivo de fémeas de roedores (WALF, FRYE, 2005). Tetra-hidro-progesterona
(THP) é um metabdlito da progesterona com propriedades ansioliticas associadas a sua modulacao
alostérica do receptor GABA,. A alopregnenolona, outro metabdlito da progesterona, atenua as

respostas enddécrinas de estresse (TOUFEXIS et al. , 2004; BETHEA, CENTENO, 2008).

1.3.3 - Influéncia do Eixo HPG sobre o Eixo HPA

A concentracdo plasmatica de CORT ¢é alterada pela sintese, depuracgéo, disponibilidade de
globulina ligadora de corticosterona (CBG) e metabolizacdo (FIGUEIREDO et al. , 2006). Os
esterdides gonadais podem interferir direta ou indiretamente na atividade do eixo HPA. Diretamente,
modificando a sensibilidade de sitios de retroalimentac@o negativa ou a sintese de corticosteroides
pela adrenal. Indiretamente, alterando sistemas enzimaticos hepaticos e a sintese de proteinas
ligadoras de CORT (CRITCHLOW et al. , 1963). Além disso, podem alterar a sensibilidade da adrenal
ao ACTH (FIGUEIREDO et al. , 2006).

O E, estimula diretamente a producdo de CORT pela adrenal in vitro e in vivo, assim como
em células adrenocorticais dispersas. Ha evidéncias que esse aumento ocorra devido a sensibilidade
maior da adrenal ao ACTH e a conversédo maior de colesterol a pregnanolona (PREG), que por si sO
aumentaria a producéo de desoxicorticosterona (DOC) e CORT (NOWAK et al. , 1995; YOUNG et al. ,

2001; SEALE et al. , 2004).



1.3.3.1 - Acéo dos Esterdides Ovarianos sobre a Secrecdo de CORT e ACTH

A administracdo de E, aumenta a secrecédo basal de CORT e a secrecdo de CORT e ACTH
em resposta ao estresse fisico em ambos os sexos. O aumento das concentracdes plasmaticas de
ACTH e CORT induzido por estresse pela inalacédo de éter foi similar em ratas OVX e machos, porém
maior em ratas intactas ou OVX tratadas com E,. A ovariectomia reduz a secrecdo de CORT e de
ACTH basal ou induzida por estresse. Redugdo aguda da concentragdo E,, como ocorre apds a
ovariectomia, reduz da atividade de células corticotroficas, detectavel pela redugéo da secrecao de (8-
endorfinas e B- lipotropina. Essa resposta é revertida pelo tratamento com E,. Este efeito positivo do
E, sobre a secrecdo de CORT, também foi mostrado em ratos tratados com antagonista de E, nos
quais ocorreu inibicdo da secrecdo de CORT em resposta ao estresse de conten¢cdo em comparacao
aos animais tratados com veiculo (CHIHARA et al. , 1978; LESNIEWSKA et al. , 1990; BURGESS,
HANDA, 1992; HANDA et al. , 1994; CAREY et al. , 1995; ISGOR et al. , 2003; SEALE et al. , 2004;
KELLY et al. , 2005).

Alguns estudos ndo observaram diferencas na secre¢do de CORT induzida por estresse ao
longo do ciclo estral, sugerindo que sob certas condicbes a atividade do eixo HPA néo seria
necessariamente alterada (GUO et al. , 1994; RIVIER, 1999; SEALE et al. , 2004).

Outros autores verificaram que o efeito do E, sobre a secrecdo de CORT e ACTH é dose-
dependente. As secrecBes de CORT basal e induzida por estresse em ratas OVX podem ser
reduzidas por doses baixas de E, em prazo curto e elevadas por doses altas de E, em longo periodo
de tempo (VIAU, MEANEY, 1991; YOUNG et al. , 2001; WALF, FRYE, 2005).

A administracdo de progesterona (P,) reduz a secrecdo de CORT em ratos machos e fémeas
em repouso (GALA, WESTPHAL, 1965). A P, parece inibir os efeitos facilitatérios do E, sobre a
secrecdo de ACTH e CORT apé6s estresse (VIAU, MEANEY, 1991; RHODES et al. , 2004).
Considerando que a P, previne ou reduz os efeitos do estrégeno, a amplitude menor no ritmo de
secrecdo de CORT no dia do estro, poderia estar relacionada as concentra¢des mais altas de P4 no
final da fase de proestro (DUTRIEZ-CASTELOOT et al. , 2001). Outros trabalhos mostram que a Py
nao tem efeito sobre a atividade do eixo HPA em condicao basal ou de estresse (CAREY et al. , 1995;

YOUNG et al. , 2001).



1.3.3.2 - Acédo dos esterodides ovarianos sobre CRH e AVP

Elementos responsivos ao E, (EREs) foram identificados na regido promotora dos genes
CRH e AVP. O E; ligado aos EREs estimula a expressao do gene CRH em roedores e a transcri¢ao
do CRH e AVP (VAMVAKOPOULOS, CHORUSOS, 1993; SHAPIRO et al. , 2000; BAO et al. , 2005;
HUANG et al. , 2008). Entretanto, os dados de efeitos do E, sobre a sintese de CRH no PVN sé&o
conflitantes. Isto dificulta o entendimento da interacdo das mudancas centrais induzidas por E, com
0s eventos neurossecretérios do hipotalamo ativado por estresse. Portanto, apesar de evidéncias
para acdo modulatéria do E, nas respostas do PVN ao estresse, continua ndo esclarecida a
participacdo do E, em areas cerebrais envolvidas no controle da secrecdo de CORT induzida por
estresse em fémeas (FIGUEIREDO et al. , 2006).

O tratamento crénico e agudo com E, estimula o aumento de RNAm para CRH no PVN de
animais ovariectomizados (VAMVAKOPOULOS, CHORUSQOS, 1993; DUTRIEZ-CASTELOOT et al. ,
2001; BETHEA, CENTENO, 2008). O aumento da expressdo de RNAm para FOS em resposta ao
estresse é potencializado pelo E, (LUND et al. , 2004). Em primatas, a administracdo de E, em dose
semelhante a do pico pré-ovulatério também aumenta o CRH no PVN (BETHEA, CENTENO, 2008).
Contudo, outros trabalhos mostram que o tratamento crénico com E, diminui a expressdo de CRH
(BURGESS, HANDA,1992), ou que o tratamento E, e P, inibe o aumento da expressédo de FOS no
PVN, induzido pelo estresse em ratas OVX (FIGUEIREDO et al. , 2006). E outros mostram que o E,
nao apresenta efeito sobre o RNAmM de CRH (REDEI et al. , 1994). O estrégeno pode reduzir a
atividade de CRH hipotalamico pela a¢do sobre sistemas de neurotransmissores e de neuropeptidios
cerebrais que regulam o eixo HPA (YOUNG et al. , 2001).

A administracéo i.c.v de norepinefrina em doses baixas aumenta (receptores a; adrenérgicos)
enquanto em doses altas inibe (receptores ) a liberagcdo de CRH, O E, parece causar up-regulation
dos receptores a; adrenérgicos e down-regulation dos 8 adrenérgicos (VIAU, MEANEY, 1991).

O E, regula positivamente a expressdo da proteina ligante de CRH nos corticotrofos apesar
da expresséo baixa de ERs nestas células. Isso facilitaria o retorno do eixo HPA & homeostase apés
estresse durante o proestro e na preparacdo para o estro endécrino e comportamental (SPEERT et
al., 2002).

A P4 inibe a secrecdo de ACTH e CRH in vitro (VIAU, MEANEY, 1991). Em macacas OVX, o

tratamento com P, reduziu o CRH assim como seu RNAm (BETHEA, CENTENO, 2008). Em ratas



OVX, a reposi¢do com P, sozinha ou em combinagcdo com E, atenuou o aumento de CRH induzido
por estresse, enquanto o CRH basal ficou inalterado (TOUFEXIS et al. , 2004). A alopregnenolona,
metabdlito da progesterona, reduz o aumento de CRH por estresse. A alopregnanolona pode atuar
como agonista sobre os receptores GABA, e, desta forma, poderia produzir o mesmo efeito inibitério
sobre neurbnios CRH que as inervagdes GABAérgicas (TOUFEXIS et al. , 2004; BETHEA,

CENTENO, 2008).

1.3.3.3- Acédo dos Esterdides Ovarianos sobre GR e MR

Ha evidéncia que tanto E, quanto P, atuem na resisténcia relativa a retroalimentacéo negativa
por glicocorticéides em fémeas. A acado dos esterdides gonadais sobre o hipocampo, uma regido que
modula diretamente a atividade do PVN parece provavel. Receptores para esterdides gonadais foram
descritos no hipocampo e em outras estruturas que inervam o PVN, estrutura na qual a expresséo é
limitada. Estas observagbes indicam que esterbides gonadais podem modular diretamente a
expressdo de receptores para corticosterdides no hipocampo (juntamente aos glicocorticéides
enddgenos), e talvez indiretamente (vias transsinapticas) a expressdo de CRH. A expressdo MR e
GR no hipocampo de fémeas, em todas as fases do ciclo estral, € menor do que em machos (HANDA
etal., 1994; PATCHEV, ALMEIDA, 1996; DUTRIEZ-CASTELOOT et al. , 1999; YOUNG et al. , 2001).

O E, pode alterar o mecanismo de retroalimentacdo negativa da CORT mediado por GR e
MR e também a distribuicdo de receptores de glicocorticdides no cérebro. Tem sido mostrado que o
estrégeno diminui a capacidade de ligacdo de GR e a quantidade de seu RNAmM na adeno-hipdfise,
hipotalamo e hipocampo (CAREY et al. , 1995; LUND et al. , 2004; WALF, FRYE, 2005).

O E;, ndo altera as concentrac6es de GR e MR em nenhuma das regifes cerebrais incluindo
hipotadlamo médio basal e hipocampo, em ratas. Os resultados sugerem que a expressdo basal dos
receptores para corticosterona ndo é afetada por tratamento crénico com E, (BURGES, HANDA,
1992). Alternativamente, o tratamento com E, pode induzir uma mudanca pdés-traducional do GR, tal
como uma meia vida mais curta, assim como tem sido mostrado apds tratamento com dexametasona.
Além disso, o tratamento com E, interfere em duas fun¢des mediadas por GR: a down regulation do
receptor e a supressao hormonal (DONG et al. , 1988; AHIMA et al. , 1992; CAREY et al. , 1995;

DUTRIEZ-CASTELOOT et al. , 2001).



Como o tratamento com E, reduz a habilidade do receptor de glicocorticéide para se auto-
regular, pode haver um impedimento funcional do receptor de glicocorticide apesar de sua
capacidade aparente de ligacdo normal. Assim, a hiper-ativacdo do eixo HPA ap0s estresse em ratos
tratados com E, pode ser, em parte, devido ao impedimento da retroalimentacéo lenta mediada por
receptores de glicocorticéide (BURGESS, HANDA, 1992; DUTRIEZ-CASTELOOT et al. , 2001).

O E, apresenta ligacdo baixa com receptores de corticosteréide, ndo afeta a expresséao de
GR em células tipo A nem a capacidade de ligacdo dos GR hipocampais (AHIMA et al. , 1992).
Entretanto, o E, aumenta a supressédo dos GR hipocampais induzida por doses supra-fisiologicas de
CORT em ratos OVX e ADX, potenciando a retroalimentacdo negativa da CORT (FIGUEIREDO et al.
, 2006). O E, reduz a expressao de MR e de seu RNAmM no hipotalamo e hipocampo e a capacidade
dos MR hipocampais (CAREY et al. , 1995).

A progesterona pode ligar-se aos receptores MR e GR em sitio diferente dos glicocorticoides
agindo como antagonista destes, e dessa forma, aumentar a taxa de dissociacdo entre
glicocorticéides e seus receptores. O tratamento com progesterona ndo altera o nimero de
receptores GR, mostrando que a regulacéo da fungéo do GR pela progesterona pode ocorrer de outra
forma. Ha evidéncias de que concentracdes plasméaticas maiores de P, em fémeas podem contribuir
para reducdo da afinidade dos glicocorticéides por GR e assim diminuir a efetividade da
retroalimentacdo negativa do cortisol durante a resposta ao estresse (AHIMA et al. , 1992; KELLER-
WOOD et al. , 1988; TURNER, 1992).

O tratamento com P, causa diminuicdo da afinidade de ligacdo do MR, que deve refletir a
presenca do esterdide competitivo no citosol mais do que uma mudanga intrinseca no receptor, ja que
a progesterona tem muita afinidade pelo MR e atua de forma competitiva. Além disso, esse
tratamento reverte a diminuicdo da capacidade do receptor induzida por estrégeno. A natureza da
interacdo da progesterona com o MR hipocampal parece ser antagonistica. A ocupacao limitada do
MR pela progesterona poderia contribuir para o aumento da atividade do eixo HPA no final do

proestro (CAREY et al. , 1995).

1.3.3.4 - Acédo dos Esterdides Gonadais sobre a Retroalimentacao Negativa
A amplitude e a duracdo da resposta do eixo HPA é maior em fémeas indicando que a

retroalimentacdo negativa deve ser menos efetiva (TURNER, 1992; YOUNG et al. , 2001). Assim, os



MR, em fémeas, deveriam estar menos ocupados em concentracbes baixas de CORT do que em
machos. Se os MR agem para manter a atividade basal do eixo HPA, entdo qualquer reducdo da
afinidade destes receptores deveria causar o0 aumento das concentracdes basais de ACTH como de
CORT. Outros trabalhos mostram que o E, pode estar envolvido na inibicdo da retroalimentagéo
negativa mediada por GR em fémeas (HANDA et al. , 1994; TURNER, 1992).

Tem sido mostrado que a P, antagoniza a inibicao dos glicocorticéides sobre a secrecao de
B-endorfina em cultura de células hipofisarias, a inibicdo da liberacdo CRH por retroalimentagao
rapida de CORT em células hipotalamicas isoladas e a inibicdo de ACTH pela CORT in vivo. Estas
acBes podem explicar as concentracBes altas de CORT maternas no periodo final da gestacao.
Contudo, na auséncia de corticosterdides, a P, parece também ter uma acao agonista a deles, desde
gue inibe a liberacdo de ACTH induzida por CRH e liberagcdo de CRH a partir do hipotalamo
(KELLER-WOOD et al., 1988). No entanto, o trabalho de Young et al. (2001) mostrou que a

progesterona ndo afetou a retroalimentacdo mediada por glicocorticoide.
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Considerando que: a atividade do eixo HPA e os mecanismos de retro-alimentacdo que a
controlam sofrem influéncia de esteréides sexuais (nas fémeas, E, e P,), de modo ainda nao
devidamente conhecido; o E, provém essencialmente do ovario, enquanto a P, origina-se do ovario e
da adrenal e a maioria dos estudos restringe-se a animais ovariectomizados com ou sem reposi¢ao
hormonal; e que entre a manha e noite de proestro ha atividade maior do eixo HPA.

O objetivo geral do trabalho foi: verificar se estrogeno (E,) e progesterona (P;) modulam a
atividade basal do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA).

Os objetivos especificos do trabalho foram: analisar a secrecdo de corticosterona e
progesterona pela adrenal e as expressfes de MR e de GR nas seguintes condi¢cdes:

- na fase de proestro (presenca de E, e Py)

- apos ovariectomia (auséncia da acao de E, e P4 de origem ovariana, mas presenca da acéo de P,
de origem adrenal)

- apos tratamento com antagonista de E, (auséncia da ac¢édo de E,, mas permanéncia da agéo de P,
de origem ovariana e adrenal)

- apos tratamento com antagonista de P, (auséncia de a¢do da P, de origem ovariana e adrenal
permanéncia de agéo de E,)

- ap0s tratamento com antagonistas de E, e P4 (auséncia de acdo E, de origem ovariana e de P, de

origem ovariana e adrenal)



3. dflateriais e ¢flétodos



3.1 - Animais e Manipulacéao

Nos experimentos foram utilizadas ratas Wistar, pesando 250-280g, provenientes do Biotério
Central do Campus da USP-RP e mantidas no Biotério do departamento de Fisiologia da FMRP-USP
em caixas coletivas (cinco animais por caixa), sob fotoperiodo de 12/12 horas (luz das 06-18 horas), a
temperatura de aproximadamente 22°C, com agua e racdo ad libitum. O ciclo estral das ratas foi
monitorado diariamente utilizando a técnica do esfregaco vaginal e os animais que apresentaram pelo
menos trés ciclos regulares foram utilizados no experimento.

Ratas em metaestro ou diestro foram anestesiadas com inje¢éo intraperitoneal de ketamina
(100mg/kg, Ketamina Agener® Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu-SP, Brasil)
e xilazina (20mg/kg, Dopaser® Laboratério Calier S.A. Barcelona, Espanha) e submetidas a cirurgia
de ovariectomia bilateral. No periodo pds-cirlrgico as ratas permaneceram em local aquecido até a
recuperacdo da anestesia e receberam dose profildtica de antibidtico veterinario (0,2 mL M.,
Pentabiotico® Fort Dodge Saude Animal Ltda. Campinas, SP, Brasil) e analgésico flunixina
meglumina (2,5mg/kg I.M, Banamine®, Schering-Plough Saude Animal Ltda. Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Os animais foram mantidos, 5 por caixa, em recuperacdo durante 7 dias, no Biotério.

No dia anterior ao procedimento experimental, ratas ovariectomizadas (OVX) uma semana
antes, e ratas em diestro dos demais grupos foram anestesiadas com injecdo intraperitoneal de
tribromoetanol (250mg/Kg, Sigma-aldrich, Milwaukee, USA) em salina isotbnica, para implantagédo de
um cateter (Silastic® Dow Corning Co. Midland, Michigan, USA) na jugular externa até o atrio direito,
segundo técnica descrita previamente (HARMS, OJEDA, 1974). Em seguida, os ratos ficaram em

caixas individuais até a realizacdo das coletas de sangue, no dia seguinte & cirurgia (Fig. 3).

3.2 - Tratamentos com Antagonistas de E, (tamoxifen) e de P, (RU486)

Tamoxifen (3 mg/0,2 mL de éleo de milho/animal, s.c.; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ou
6leo de milho (0,2 mL) foram administrados a ratas ciclando na manhd do metaestro e manha do
diestro (9h). RU486 (2 mg/0,2 mL 6leo de milho/animal s.c.; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ou
6leo de milho (0,2 mL) foram administrados a ratas ciclando na manha (8h) e na tarde (17h) do

metaestro e do diestro e na manha do proestro (8h) (Fig. 3).

3.3 - Procedimento Experimental



No dia do experimento, ao redor de 12:30h foi conectada uma extenséo de polietileno (PE-50)
contendo salina heparinizada (100 U.I/ml) ao catéter implantado na jugular, para permitir coleta de
amostras de sangue com os animais movimentando-se livremente. Amostras de sangue (0,6 mL)
foram coletadas em série as 13, 14, 15, 16, 17 e 18 horas. A reposicdo imediata de volemia apos
cada coleta foi realizada com injecéo de salina isotnica. As coletas seriadas de sangue de todos os
grupos experimentais, com exce¢éo do grupo ovariectomizado, foram realizadas na fase de proestro,
guando ha elevacdo da secrecdo de estrégeno e de progesterona. Ao final do experimento os
animais foram submetidos a perfusédo de fixador (paraformaldeido 4%) sob anestesia (ketamina e
xilazina, 100 e 20 mg/Kg respectivamente) para remocéao do cérebro (Fig. 3)

A representacé@o esquematica do cronograma dos experimentos esta apresentada na figura 3
O protocolo experimental deste projeto foi submetido & andlise pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal da FMRP-USP. Aprovag&o n°. 078/2008 (25 de Agosto de 2008).

3.4 - Dosagens Hormonais

O sangue coletado em cada experimento foi centrifugado e o plasma congelado a -20 °C até
a realizacéo das dosagens de CORT, P4 e LH por radioimunoensaio (RIE).

A progesterona foi determinada por meio de conjunto de reagentes para RIE adquiridos da
Diagnostic System Laboratories (DSL-3400, INC. USA). Parametros de ensaio: doses minima
detectavel de 0,3 ng/ml: erro intra-ensaio de 3,5% ; erro inter-ensaio de 6 %.

Para dosagem de CORT foi realizada a extracdo prévia com etanol. No RIE foram utilizados
padrdo e anticorpo especifico adquiridos da Sigma Co. (St. Louis, Missouri, USA) e CORT triciada
adquirida da Amershan (Piscataway, New Jersey USA). A separacdo das fracdes livre e ligada foi
realizada com carvao-dextran (0,5 / 0,05%). Parametros de ensaio: dose minima detectavel de 2
ng/ml; erro intra-ensaio de 5 %; erro inter-ensaio de 8,5%.

A concentracdo plasmatica de LH foi determinada por RIE de duplo anticorpo, com anticorpos
especificos e padrdes adquiridos junto ao National Program of Pituitary Hormone, National Institute of
Health (Torrance, California, USA). O anticorpo secundario para a precipitacdo da reacao do RIE foi
produzido em ovelha pelo laboratoério do Dr. Celso Rodrigues Franci (FMRP-USP). O LH foi iodinado
e purificado no mesmo laboratorio. Parametros de controle do ensaio: dose minima detectavel de

0,05 ng/ ml; erro intra-ensaio de 4%; erro inter-ensaio de 10,5%.
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Figura 3. Representacao esquematica dos procedimentos e cronograma dos experimentos.




3.5 - Perfusé@o e Preparacéo do Tecido Cerebral para Imuno-Histoquimica

Os animais foram perfundidos com 80 ml de tampéo Fosfato salina (PBS) 0,01 M, pH 7,4 e
em seguida com 320 ml de solucdo de paraformaldeido 4% em tampao Fosfato 0,1 M. Apo6s a
perfusdo, o cérebro foi retirado imediatamente e imerso em solugcdo de paraformaldeido 4% por 2
horas e em seguida transferido para uma solucéo de sacarose 30% até a saturacéo do tecido. Apés a
crioprotecéo, o material foi congelado em isopentano por 30 segundos e mantido a temperatura de -
70° C até a secgdo e 0 processamento para imuno-histoquimica. SecgGes coronais de 20 pm foram
feitas tendo como referéncia o Altas Estereotaxico (SAWNSON, 1992) e montadas em laminas

gelatinizadas.

3.6 - Imuno-Histoquimica

As secc¢des foram inicialmente lavadas com PBS 0,1 M por 25 minutos e, em seguida
incubadas em solugdo de PBS + glicina 0,1 M, por 10 minutos. O bloqueio das liga¢des inespecificas
foi feito pela incubacdo das secc¢des por 1 hora em solucédo de PBS 0,1M + BSA (albumina bovina
sérica) 1% + triton 0,1%.

Os tecidos foram incubados com o anticorpo policlonal produzido em coelho, especifico para
GR (M-20, Santa Cruz Biotechnology- USA), na diluicdo 1:1000, por aproximadamente 20 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, ap6s as lavagens com PBS, as seccdes foram incubadas por 45
minutos em PBS com Anti-IgG de coelho produzida em cabra e conjugada com AlexaFluor 594
(Molecular Probe, USA).

Na imuno-histoquimica para marcagédo de MR as sec¢des foram lavadas com PBS 0,1 M por
15 minutos e posteriormente com PBS 0,1 M + triton 0,3% por mais 15 minutos. Em seguida os
tecidos foram incubados por 10 minutos em PBS 0,1 M + glicina 0,75% + triton 0,3%, posteriormente
incubados por 60 minutos em PBS 0,1 M + BSA 2% + triton 0,3%. A seguir, os tecidos foram
incubados com anticorpo monoclonal produzido em camundongo especifico para MR (MR1-18 6 G1,
gentilmente cedido pelo Dr. Celso E. Gomez-Sanchez, University os Mississipi Medical Center,USA)
na diluicdo 1:500 por 48 horas a 4°C. Apo6s as lavagens com PBS, as secc¢des foram incubadas por
duas horas em PBS com anti-lgG de camundongo produzida em cabra e conjugada a AlexaFluor 594.

ApOs as incubagdes com anti-IgG conjugada com cromoforo, as laminas foram lavadas com

PBS por 50 minutos e por ultimo, passadas na agua destilada para retirar o excesso de sal e entdo



cobertas com laminulas usando Fluoromount-G (Eletron Microscopy Science, Hatfield, PA) como

meio de montagem.

3.7 - Regibes Cerebrais de Interesse
As &reas de interesse neste trabalho sdo a porcéo parvocelular do PVN equivalente ao nivel -
1,78 mm a partir do bregma (Fig. 4) e as regifes do hipocampo ventral, CA1 e subiculo, equivalente

aos niveis -4,6 mm, -5,0 mm, -5,25 mm e -5,65 mm a partir do bregma (Fig.5).

Figura 4. Porgao parvocelular do PVN analisada (adaptado de Swanson, 1992).



Figura 5. Imagem representativa dos niveis hipocampais aproximados em que séo
analisados CAl e subiculo ventrais. A) -4,8 mm a partir do bregma, B)-5,0 mm a partir
do bregma, C) -5,25 mm a partir do bregma e D)-5,65 mm a partir do bregma (figura
retirada de Swanson, 1992).

3.8 - Aquisicdo das Imagens

As secgbes foram examinadas em microscopio para fluorescéncia Axioskop 2 Plus (Carl
Zeiss, Germany) e as imagens capturadas por camera digital (Carl Zeiss, Germany). As sec¢des nas
areas cerebrais de interesse contendo neurdnios marcados positivamente para MR e GR (apenas GR

no PVN) foram adquiridas, classificadas de acordo com o Atlas Estereotaxico (SAWNSON,1992) e

fotografadas bilateralmente.



3.9 - Contagem Neuronal

A contagem de células marcadas foi feita manualmente com base em critérios de contagem,
levando em consideracdo a intensidade da coloracdo nuclear e citoplasmatica, visualizacdo no
mesmo plano e delimitacdo dos componentes celulares. Para essa contagem foi utilizado o programa
computacional Image J® (programa computacional disponibilizado gratuitamente pelo National
Institute of Health, USA - http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).

Para cada animal, uma amostra de cada regido cerebral de interesse (PVN, CAl ventral ou
subiculo ventral) foi adquirida.

Os neurdnios com marcacao para GR nas fotomicrografias bilaterais do PVN parvocelular (-
1,78mm a partir do bregma) foram contados obtendo-se uma amostra do nimero de neurénios nesta
regido. E importante salientar que a secgéo analisada também apresenta uma porgédo magnocelular
lateral, mas como ndo hd GR nesta regido, consideramos todas as células marcadas como
pertencentes a por¢ao parvocelular (Fig. 4).

No CALl ventral foi feita imuno-histoquimica para MR e GR. Como esta é uma area muito
extensa foram fotografadas segmentos desta area, dois do lado direito e dois do lado esquerdo.Os
segmentos do mesmo lado foram distanciados entre si para que ndo houvesse sobreposicdo das
células fotografadas, conforme ilustrado na figura 6. Cada segmento fotografado correspondia a uma
area de 155555 pmz, calculada com base na barra de escalas de 100 ym. Foi calculada a média
aritmética do nimero de células por segmentos de cada seccdo e posteriormente uma média das
células contadas por segmentos nas 4 sec¢Oes analisadas, obtendo-se no final uma amostra do
nimero de células por 155555 um? de CAL1 (Fig. 5; 6).

O subiculo ventral foi fotografado bilateralmente, uma fotomicrografia por lado, em cada
fotomicrografia foi contado o nUmero de neurdnios que expressaram marcacgdo para MR ou GR e em
seguida, foi calculada a média aritmética do niamero de neurénios marcados nas 4 secc¢des bilaterais
analisadas, obtendo-se no final uma amostra do nimero de células marcadas por subiculo ventral

(Fig. 5; 6).

3.10 - Andlise Estatistica
Os resultados das dosagens de CT e P, foram expressos por média + erro padrdo da média,

submetidos a analise de variancia de dois fatores (TWO-WAY ANOVA) com medidas repetidas,



seguida de pos-teste Tukey (SigmaStat for Windows Version 3.10, 2004). As duas variaveis
analisadas foram tratamento e horario de coleta. Os resultados de dosagem hormonal avaliados
como area sob a curva (AUC) foram submetidos a analise de variancia de um fator (ONE-WAY
ANOVA) seguido do pos teste de Tukey. Os dados do pico de secrecao de LH foram submetidos ao
teste T. Os resultados de contagem neuronal foram submetidos a analise de varidncia de um fator

(ONE-WAY ANOVA). A diferenga estatisticamente significativa foi considerada para P<0.05.

Segmento de CAL
Segmento de CA1
Subiculo

Figura 6. Localizacéo dos segmentos de CA1 e subiculo ventral do hipocampo (figura retirada de Paxinos e
Watson, 1997).



4. Resultados



4.1 - Dosagens Hormonais
41.1-LH
As ratas utilizadas neste trabalho tiveram a fase de proestro verificada pelo esfregaco vaginal

realizado pela manha e confirmada pela determinacéo do pico pré-ovulatériode LH a tarde (Figura 7).
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Proestro CT-RU RU486 CT-TAM TAM RUTAM
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Figura 7. Secregdo de LH na tarde do proestro. Valores basais & esquerda e
valores de pico a direita em cada grupo. Os valores de pico foram
significativamente maiores que os valores basais. * Diferenca significativa em
relacéo ao valor basal do mesmo grupo, P< 0,05.

4.1.2 - Corticosterona

A dosagem de CORT foi utilizada para avaliar a atividade do eixo HPA a partir da secrecéo da
adrenal. Nao houve diferenca da concentracdo plasmatica de CORT entre os grupos controles
tratados com 6leo de milho, CT-TAM e CT-RU e o grupo de ratas em proestro que ndo recebeu
nenhuma injecdo subcuténea. Isto indica que a inje¢cdo subcutdnea ndo constituiu um fator de
estresse para os animais (Figura 8 A).

Nos horarios das 13 e 15 horas a secre¢do de CORT pelo grupo RU486 foi maior que no seu
grupo controle (p=0,018 e p=0,009, respectivamente) (Figura 8 B). Entretanto, o grupo tratado com
RU486 ndo apresentou area sob a curva (em ng.h/mL) de concentracdo plasmatica de CORT (456,6
*+ 54,6 ng.h/mL) diferente do grupo CT-RU (357,1 + 30,8 ng.h/mL), indicando que o bloqueio da acéo

da progesterona ndo afetou a secrecao total de CORT na tarde do proestro (Figura 8 E).



Somente no horario das 15h a secrecéo de CORT pelo grupo TAM foi menor que a secrecéo
do grupo CT-TAM (p=0,009) (Figura 8 C). As areas sob as curvas de concentracdo plasmatica de
CORT (Figura 8 E) ndo foram diferentes entre os grupos TAM (288,0 + 35,6 ng.h/mL) e CT-TAM
(375,7 + 35,0 ng.h/mL). Estes resultados mostram que o bloqueio da agdo do estr6geno ndo causou
alteracao da secrecao total de CORT pela adrenal.

Nos horarios das 15 e 16 horas a secrecdo de CORT pelo grupo RUTAM foi maior que no seu
grupo controle (p=0,007 e p=0,011, respectivamente) (Figura 8 D). A secrecéo total de CORT,
representada pelas areas sob as curvas (Figura 8 E) ndo foi diferente entre o grupo RUTAM (455,8
34,2 ng.h/mL e o grupo CT-RU (357,1 + 30,8 ng.h/mL), mostrando que essa secre¢ao também nao se
altera com o blogueio simultaneo das a¢bes de ambos horménios, estrégeno e progesterona.

Confirmando que a acao do estrégeno e da progesterona de origem ovariana néo interfere na
secrec¢do total de CORT na tarde do proestro, o grupo OVX ndo mostrou diferenca do grupo Proestro

(Figura 8 A).

4.1.3 - Progesterona

N&o houve diferenca na secrecdo de P, entre os grupos controles tratados com éleo, CT-TAM
e CT-RU e o grupo Proestro. O grupo OVX apresentou secre¢do de P, menor que 0s grupos Proestro
(p<0,001) e CT-TAM (p=0,004) (F 3305 = 7,142 p<0,001) (Figura 9 A).

O grupo tratado com RU486, apresentou secrecdo de P, aumentada as 13 (p=0,003), 15
(p<0,001), 16 (p=0,016) , 17 (p=0,016) e 18 horas (p<0,001) em relagdo ao grupo CT-RU (Figura 9 B),
A secrecéo total de progesterona foi maior no grupo RU486 (132,7 = 10,2 ng.h/mL) do que no grupo
CT-RU (69,4 + 9,3 ng.h/mL) (Fy 13, = 21,621 p<0,001) (Figura 9 E).

A secrecdo de P4 no grupo TAM foi menor que do grupo CT-TAM (p<0,001) as 18 horas
(Figura 9 C) porém, néo houve diferenca na secrecao total (Figura 9 E) entre esses grupos (59,2 + 6,3
e 77.6 £ 9.1 ng.h/mL,respectivamente).

Com relacéo a variavel horério a secre¢éo de P, foi maior no grupo RUTAM as 14 e 15 horas
(p=0,022 e p<0,001, respectivamente) (Figura 9 D). Contudo, a secrecdo total de progesterona
mostrou que esta medida no grupo RUTAM (101.9 + 10.1 ng.h/mL) néo foi diferente do grupo CT-RU
(69.4 £ 9.3 ng.h/mL).

A secrecdao total de P4, no grupo RU486 foi maior que nos grupos CT-RU (p<0,001), CT-TAM



(p<0,01) e TAM (p<0,001); e no grupo RUTAM foi maior que no grupo TAM (p<0,05) (Figura 9 E).
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Figura 8. Evolucdo temporal da secre¢cdo de CORT (ng/mL) na tarde de proestro e secrecéo total indicada pela
area sob a curva (ng.h/mL). (A) Comparacgéo do grupo Proestro (PRO) com os dois grupos controles tratados
com 6leo de milho (CT-RU e CT-TAM) e com o grupo ovariectomizado (OVX); (B) comparacao do grupo RU486
e seu controle; (C) comparacgdo do grupo Tamoxifen (TAM) e seu controle; (D) comparagéo do grupo tratado com
RU486 e Tamoxifen (RUTAM) e seu controle; (E) comparacdo das areas sob as curvas de evolugéo temporal da
secrecdo de CORT. Entre parénteses o nimero de animais no respectivo grupo: PRO, n=12; OVX, n=14; CT-RU,
n=14; RU486, n=13; CT-TAM, n=12; TAM, n=11 e RUTAM, n=11. * Diferenca significativa em relagéo a secre¢éo
de CORT do grupo abaixo no mesmo horario, P< 0,05.
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Figura 9. Evolucdo temporal da secre¢do de progesterona (P4, ng/mL) na tarde do proestro e secrecdo total
indicada pela area sob a curva (ng.h/mL). (A) Comparacdo do grupo Proestro (PRO) com os dois grupos
controles tratados com 6leo de milho (CT-RU e CT-TAM) e com o grupo ovariectomizado (OVX); (B) comparagao
do grupo RU486 e seu controle; (C) comparagdo do grupo Tamoxifen (TAM) e seu controle; (D) comparacao do

grupo tratado com RU486 e Tamoxifen (RUTAM) e seu controle;

(E) comparacgédo das areas sob as curvas de

evolugédo temporal da secrecdo de CORT. Entre parénteses o nimero de animais no respectivo grupo: PRO,
n=13; OVX, n=12; CT-RU, n=13; RU486, n=9; CT-TAM, n=13; TAM, n=10 e RUTAM, n=10. * Diferenca
significativa em relacéo a secre¢do de P4 do grupo abaixo no mesmo horario, P< 0,05. ° Diferenca significativa
da area sob a curva em relacdo ao grupo RU486, P<0,05. # Diferenca significativa da area sob a curva em

relacéo ao grupo RUTAM, P<0,05.




4.2 - Imuno-histoquimica

4.2.1-GR
As areas de interesse para a contagem das células com expressdo de GR e MR foram
escolhidas por serem sitios onde ocorre retroalimentacao negativa da CORT sobre o eixo HPA. Estas

areas séo CALl ventral e subiculo ventral do hipocampo, e PVNp (apenas GR).

42.1.1-PVN

O numero de células marcadas com GR no grupo RU486 n&o foi diferente (357,8 + 23,6) do
grupo CT-RU (387 + 23,0). O grupo TAM (399,2 + 11,0) também ndo apresentou diferenca
em relagdo a seu controle, CT-TAM (382,7 + 39,6), quanto a este parametro. Assim como o
grupo tratado com ambos antagonistas, RUTAM (379,9 = 21,3), nao foi diferente do seu
controle, CT-RU (387 + 23,0). Por fim, o nimero de células GR no PVNp do grupo Proestro
(354,0 £ 21,1) foi semelhante ao niumero de células marcadas nesta area no grupo OVX

(377,9 + 30,2) (Figuras 10, 13).
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Figura 10. Numero de células com imunorreatividade para receptores de glicocorticoides
(ir-GR) por secg¢éo da regido parvocelular do nacleo paraventricular (PVNp) nos diferentes
grupos: Proestro (PRO); ovariectomizado (OVX); RU486 e seu controle (CT-RU);
Tamoxifen (TAM) e seu controle (CT-TAM); RUTAM (RU486 e Tamoxifen). Entre
parénteses o nimero de animais em cada grupo.



4.2.1.2 - CA1 Ventral

Nesta regido, o numero de células GR marcadas foi semelhante no grupo Proestro (213,8+
7,83) e no grupo OVX (205,6 * 8,2). A contagem neuronal nos grupos RU486 (202,1 + 10,8) e CT-RU
(232,9 = 12,4) e RUTAM (200,7 £ 2,6) e CT-RU (232,9 + 12,4) também ndo mostrou nenhuma

diferenca estatistica. O mesmo ocorreu na contagem de células no CA1 do grupo TAM (229,9+ 7,3) e

CT-TAM (232,7 + 7,3) (Figuras 11, 14).
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Figura 11. Numero de células com imunorreatividade para receptores de
glicocorticéides (ir-GR) por segmento da regido CA1l ventral do hipocampo nos
diferentes grupos: Proestro (PRO); ovariectomizado (OVX); RU486 e seu controle (CT-
RU); Tamoxifen (TAM) e seu controle (CT-TAM); RUTAM (RU486 e Tamoxifen). Entre
parénteses o nimero de animais em cada grupo.

4.2.1.3 - Subiculo Ventral

O subiculo ventral ndo apresentou diferenca significativa na contagem do nimero de células
GR marcadas nos diferentes tratamentos em relag@o a seus grupos controles: Proestro (473,3 + 17,3)
e OVX (503 + 24,9), RU486 (466,6 + 36,7) e CT-RU (467,4 + 34,7), TAM (488,5 + 6,9) e CT-TAM

(533,2 + 29,0), RUTAM (452,1 + 25,9) e CT-RU (467,4 + 34,7) (Figuras 12, 15).
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Figura 12. Numero de células com imunorreatividade para receptores de glicocorticoides
(ir-GR) por seccédo de subiculo ventral do hipocampo nos diferentes grupos: Proestro
(PRO); ovariectomizado (OVX); RU486 e seu controle (CT-RU); Tamoxifen (TAM) e seu
controle(CT-TAM); RUTAM (RU486 e Tamoxifen). Entre parénteses o nimero de animais
em cada grupo.



Figura 13. Fotomicrografias ilustrativas da
marcacgao para receptores de
glicocorticéides (GR) em seccdes coronais
(20 pm) da regido parvocelular medial do
ndcleo paraventricular PVN nos diferentes
grupos: (A) RU486; B) CT-RU; OC)
Tamoxifen; D) CT-TAM; E) RUTAM; F)
Proestro; G) OVX (aumento de 20X).




Figura 14. Fotomicrografias ilustrativas da
marcacao para receptores de
glicocorticéides (GR) em segmentos da
regido CAl ventral do hipocampo nos
diferentes grupos: A) RU486; B) CT-RU; C)
Tamoxifen; D) CT-TAM; E) RUTAM; F)
Proestro; G) OVX (aumento de 20X).




Figura 15. Fotomicrografias ilustrativas da
marcacao para receptores de
glicocorticéides (GR) em  seccdes
coronais (20 ym) do subiculo ventral do
hipocampo nos diferentes grupos: A)
RU486; B) CT-RU; C) Tamoxifen; D) CT-
TAM; E) RUTAM; F) Proestro; G) OVX
(aumento de 20X).




42.2-MR

4.2.2.1 - CAl Ventral

O numero de células marcadas com MR no grupo OVX (208,7 + 5,5) ndo diferiu do nimero
de células marcadas no grupo Proestro (211,9 + 12,8). Os animais tratados com RU486 (229,7 + 9,2)
apresentaram numero semelhante de células marcadas com MR no CA1 que o grupo CT-RU (252,26
+ 13,31). O grupo TAM (215,2 + 6,3) também n&o apresentou diferenca estatistica em relagéo a seu
controle CT-TAM (228,8 £ 8,9). O grupo tratado com ambos antagonistas, RUTAM (217,2 + 6,7) ndo
mostrou diferenca na expressdo de MR nesta regido comparado ao controle CT-RU (252,3 + 13,3)

(Figuras 16, 18).
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Figura 16. Numero de células com imunorreatividade para receptores de
mineralocorticéides (ir-MR) por segmento da regido CA1l ventral do hipocampo nos
diferentes grupos: Proestro (PRO); ovariectomizado (OVX); RU486 e seu controle (CT-RU);
Tamoxifen (TAM) e seu controle (CT-TAM); RUTAM (RU486 e Tamoxifen). Entre
parénteses o nimero de animais em cada grupo.

4.2.2.2 - Subiculo Ventral
Nesta regido o nimero de marcacdes para MR foi semelhante nos grupos Proestro (461,8
9,88) e OVX (478,8 + 12,30), RU486 (491,7 + 24,5) e CT-RU (517,3 + 11,1), TAM (490,6 + 29,5) e

CT-TAM (502,7 + 17,5) assim como nos grupos RUTAM (488,8 + 21,1) e CT-RU (517,3 + 11,1)

(Figuras 17, 19).
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Figura 17. NOmero de células com imunorreatividade para receptores de
mineralocorticéides (ir-MR) por secgdo de subiculo ventral do hipocampo nos diferentes
grupos: Proestro (PRO); ovariectomizado (OVX); RU486 e seu controle (CT-RU);
Tamoxifen (TAM) e seu controle (CT-TAM); RUTAM (RU486 e Tamoxifen). Entre
parénteses o nimero de animais em cada grupo.




Figura 18. Fotomicrografias ilustrativas da
marcacao para receptores de
mineralocorticoides (MR) em secc¢les
coronais (20 um) em segmentos da regido
CA1 ventral do hipocampo nos diferentes
grupos: (A) RuU486; B) CT-RU; C)
Tamoxifen; D) CT-TAM; E) RUTAM; F)
Proestro; G) OVX (aumento de 20X).




Figura 19. Fotomicrografias ilustrativas da
marcacgao de receptores para
mineralocorticéides (MR) em secgdes coronais
(20 ym) do subiculo ventral do hipocampo nos
diferentes grupos: (A) RU486; B) CT-RU; C)
Tamoxifen; D) CT-TAM; E) RUTAM; F) Proestro;
G) OVX (aumento de 20X).




5. aDiAcuAbdo



5.1 - Secrecéo de Corticosterona

N&o houve diferenca na concentracédo plasmatica basal de CORT entre ratas controle, que
receberam injecdes de 6leo, e ratas em proestro ou ovariectomizadas. Isto indica que: as injecdes
subcuténeas per si, utilizadas nos tratamentos executados em nossos experimentos, ndo constituiram
fator estressor capaz de induzir alteracao significativa da secrecéo de CORT; a remoc¢éo dos ovarios
ndo altera a secrecdo basal de CORT.

Em fémeas ocorre alteracdo da atividade basal do eixo HPA ao longo do ciclo estral: a
expressdo de RNAm para CRH e a secrecdo de CORT s&o maiores no proestro do que nas outras

fases do ciclo (ATKINSON, WADDELL, 1997; CRITCHLOW et al. , 1963; LAFLAME et al. , 1998;
SEALE et al. , 2004; VIAU, MEANEY, 1991). Além disso, o eixo HPA é mais sensivel ao estresse

durante o proestro. O aumento da sensibilidade do eixo HPA ao estresse durante o proestro pode ser
um mecanismo pelo qual condi¢cdes ambientais desfavoraveis a reproducgéo sinalizam uma inibicao da
atividade do eixo HPG ou um mecanismo protetor para assegurar sucesso reprodutivo durante o estro
(VIAU, MEANEY, 1991). No entanto, ainda esta para ser esclarecido se isto ocorre devido aos
hormdnios sexuais aumentados nesta fase do ciclo. Alguns pesquisadores mostraram que a reducéo
da concentracdo de CORT ap0s a ovariectomia € revertida pela administracdo de estrégeno,
indicando que talvez o estrogeno seja um fator responsavel pelo aumento da secrecdo de CORT
durante o proestro (SEALE et al. , 2004). Contudo outros estudos ndo mostraram diferencas na
secrecdo de CORT induzida por estresse ao longo do ciclo estral, sugerindo que sob certas
condicdes a atividade do eixo HPA nédo é necessariamente influenciada pela fase do ciclo estral (GUO
etal., 1994; RIVIER, 1999).

A atividade do eixo HPA varia em fungdo de dois fatores principais, um deles € o ritmo
circadiano, o outro fator é o estresse. O ritmo circadiano é quando concentracdes basais de ACTH e
de glicocorticéides variam marcantemente em animais ndo estressados, ao longo do curso do dia
(FUNDER, SHEPPARD, 1987). A secrecdo de glicocorticdides varia de acordo com um ritmo
circadiano, na maioria das espécies de vertebrados; em ratos e camundongos, o pico de secrecdo de
CORT ocorre logo antes do inicio da fase escura do dia, enquanto em humanos o pico de cortisol é
antes do raiar do dia (HERMAN, MUELLER, 2006).

O nucleo supraquiasmatico (SCN) possui atividade de marca-passo circadiano para uma area

ventral ao PVN, que deve influenciar transsinapticamente a expressao de CRH e AVP. O SCN tem



poucos GR e parece estar desacoplado do ritmo circadiano da atividade do eixo HPA (DE KLOET et
al. , 1993).

Nossos resultados mostram que ocorreu um pico de secrecéo de CORT por volta das 14h em
todos os grupos experimentais, provavelmente, devido as condicbes experimentais a que estes
animais foram submetidos. Na literatura ha uma variabilidade grande do horario desse pico (15-20h),
em funcao do ciclo claro/escuro (14/10h ou 12/12h) e do inicio (4-7h) e término (17 -21h) deste ciclo
(CRITCHLOW et al. , 1963 ; SEALE et al. , 2004; GUO et al. , 1994; DALLMAN et al. , 1987;
ATKINSON, WADDELL, 1997). Nosso biotério funciona em ciclo de 12/12h com inicio do ciclo claro

as 6h e término as 18h.

5.2- A¢des de antagonistas de E, e P4, na secrecdo de CORT

O bloqueio da acéo do estrogeno e/ou da progesterona pelo uso de antagonistas (Tamoxifen
e RU486, respectivamente) ndo alterou a secre¢do basal total de corticosterona na tarde de proestro.
Entretanto, estes antagonistas afetaram pontualmente a secre¢cdo de CORT, com o RU 486
aumentando a secrecdo as 13 e as 15 horas e o tamoxifen reduzindo a secre¢éo as 15 horas. O uso
de antagonistas permite observar que o E, e a P, parecem execer efeitos antagbnicos sobre a
secrecdo de CORT, respectivamente estimulatério e inibitério. Contudo, a ovariectomia ndo alterou a
secrecdo de CORT em relacdo a ratas em proestro. Nesta situacdo além da retirada simultdnea do E,
e da P,, outros fatores ovarianos cujas a¢des ainda sdo desconhecidas também séo removidos.

Neste estudo as ratas estavam em condi¢do basal e a administracdo de antagonista de E,
ndo alterou a secrecdo total de CORT. Estudos sugerem que concentragdes fisiologicas de estradiol
atenuem a resposta de estresse, e 0 bloqueio da acdo do E, em ratas com ciclo normal exacerbe
essa resposta. E provavel que o efeito do E, ocorra somente quando o eixo HPA esta estimulado por
algum estressor (YOUNG et al. , 2001).

Varios outros estudos mostram que o E, apresenta efeito estimulatério sobre o eixo HPA. As
divergéncias entre os varios estudos em relagédo a acéo do E, podem ser devido a diferenca de doses
utilizadas nos diferentes trabalhos como também, a forma de reposicdo (administracao) durante longo
ou curto periodo de tempo (BURGESS, HANDA, 1992; CAREY et al. , 1995; CHIHARA et al. , 1978;
HANDA et al. , 1994; ISGOR et al. , 2003; KELLY et al. , 2005; LESNIEWSKA et al. , 1990; SEALE et

al. , 2004; VIAU, MEANEY, 1991; WALF, FRYE, 2005; YOUNG et al. , 2001).



E provavel que o E, apresente agéo sobre a modulagdo da resposta de estresse. Evidéncia
disso é que fémeas, em particular mulheres no periodo pés menopausa, apresentam uma incidéncia
mais alta de depressao e de doencas relacionada ao estresse (KELLY et al. , 2005).

Poucos estudos avaliam o efeito da P, sobre o eixo HPA. Ha evidéncias que a atividade do
eixo HPA é positivamente regulada pelos ovarios, e especificamente por E, que aumenta a secrecao
de ACTH e CORT apo0s varios estressores, enquanto a progesterona previne ou reduz os efeitos
facilitatorios do E,. A amplitude menor no ritmo de CORT observada no dia do estro poderia estar
relacionada as concentracdes mais altas de P, na fase final do proestro (DUTRIEZ-CASTELOOT et
al. , 2001; RHODES et al. , 2004). Essa diferenca de efeitos de E, e P, € corroborada por nossos

resultados.

5.3 - A¢des dos antagonistas de E, e P, na secrecéo de P,

Poucos estudos avaliam o efeito da P, sobre o eixo HPA. Nosso estudo mostrou que o
tratamento com o antagonista de progesterona pode ter modificado a atividade basal do eixo HPA
uma vez que a secrecdo de CORT também mostrou-se alterada pontualmente em dois dos horéarios
analisados. A P, origina-se da adrenal e do ovario. Neste experimento, o tratamento com RU486
suprimiu a acdo da P, originaria de ambas as fontes. Em ratas ovariectomizadas somente a P, de
origem ovariana é suprimida. Assim, mostramos que P, de origem adrenal ndo altera a atividade do
eixo HPA em proestro.

Na tarde do proestro, os animais, apresentaram dois picos de secre¢do de P4, O primeiro as
14 horas e segundo entre 17 e 18 horas. O primeiro pico da secrecéo de P, (14h) coincide com o pico
de secrecdo de corticosterona e deve ser de origem adrenal, pois, também ocorreu em ratas
ovariectomizadas. O segundo pico de P, (no final da tarde) deve ser devido ao aumento de secrecao
ovariana, pois ndo ocorreu em ratas ovariectomizadas. Ndo houve diferenca do primeiro pico de P,
entre 0 grupo proestro e 0S outros grupos experimentais (tratados com veiculo, tratados com
antagonistas, ovariectomizados). No entanto, os grupos tratados com Tamoxifen (TAM e RUTAM)
ndo apresentaram o segundo pico de P, (no final da tarde) assim como o grupo ovariectomizado. Isto
indica que o tamoxifen deve ter causado um bloqueio da secrecdo de progesterona de origem

ovariana e que o estrogeno interfere nessa secrecao na tarde do proestro.



A secrec¢do total de P4 foi maior no grupo tratado com RU486 que nos grupos controle
tratados com 6leo e no grupo Tamoxifen; e maior no grupo tratado com RU486 e tamoxifen do que no
grupo tratado somente com tamoxifen, indicando que no grupo RUTAM o efeito do tratamento foi
devido ao RU486. Como o aumento da secrecdo de P, no grupo RU486 foi acompanhado, em dois
dos horarios analisados, por aumento da secrecdo de CORT, este efeito pode ser, pelo menos em
parte, resultante de aumento da atividade do eixo HPA. O efeito do RU486 também pode ser devido:
ao bloqueio da acéo de retroalimentacdo negativa da P4 sobre o eixo HPG, cuja atividade aumentada
estimularia a secre¢cdo de progesterona, elevando sua concentragdo plasmatica; ou a alguma acéo
periférica direta, que elevaria a secrecdo de P,.

No rato, a acdo do RU 486 na producao de P, é controversa. Ja foi mostrado que doses de
RU486 que sado efetivas para inibir a ovulagdo ndo alteram (SANCHEZ-CRIADO et al. , 1990;
IWAMASA et al. , 1992), inibem (TANAKA et al. , 1991) ou estimulam a secrecédo de P, (VAN DER
SCHOOT et al. , 1987; FORCELLEDO et al. , 1994; UILENBROEK, 1991; LE GOASCOGNE et al. ,
1989)

Estudos in vitro mostraram uma acao estimulatéria direta do RU 486 sobre a esteroidogenese
ovariana, em células dispersadas da granulosa e Iiteas de rata (MORGAN et al. , 1994;
UILENBROEK et al. , 1992). O RU486 aumenta em cerca de quatro vezes a concentracdo de P, em
células luteas por inibir a atividade da 20a-hidroxiesterdide desidrogenase (UILENBROEK et al. ,
1992) Contudo, outro trabalho mostrou auséncia de RNAm para receptor de progesterona no corpo
IGteo de rata indicando que a modulacdo da secregdo de P, ovariana litea pelo RU486 ndo deve ser
um efeito ovariano direto (PARK-SARGE et al. , 1995). Este efeito estimulatério do RU486 sobre a
secrecdo de P, pode ser mediado pela retirada da oposicdo exercida pela P, sobre a acdo do E,, na
hip6fise, de aumentar a prolactina plasmatica (VAN DER SCHOOT et al. , 1987; UILENBROEK,
1991). A hiperprolactinemia induzida por tratamento com RU486 resulta na persisténcia do corpo
lateo funcionalmente ativo (VAN DER SCHOOT et al. , 1990). E dificil distinguir entre um efeito

ovariano direto do RU486 e um efeito hipotalamico-hipofisario indireto (CURRY et al. , 1996).

5.4 - Receptores (GR/MR)

Outro parametro estudado neste trabalho foi a expressdo dos receptores de glicocorticéides

(GR) e mineralocorticoides (MR) em alguns sitios de retroalimentac¢éo do eixo HPA. Os dados sobre a



expressdo de MR no hipotadlamo sdo controversos. Dallman et al. (1987) dizem que a expressédo de
MR no hipotadlamo é pouca ou inexistente e Swanson e Simmons (1989) mostraram que a expressao
de RNAm para MR no PVN é cerca de 7 a 8 vezes menor que a expressédo de GR. Contudo, Han et
al. (2005) encontraram expressdo de MR tanto no PVN parvocelular quanto no magnocelular. Neste
trabalho ndo detectamos expressdo de MR no PVNp por isso nos restringimos a analise da expresséo
de GR nestaregido. O PVN é o sitio hipotalamico de retroalimentacdo do eixo HPA e apresenta
expressdo elevada de GR, principalmente na regido parvocelular, onde estdo localizados neurdnios
CRH (DALLMAN et al. , 1987).

Nossos resultados mostraram expressao de GR e MR no CA; e no subiculo do hipocampo
ventral. O controle do eixo HPA é um microcosmo da funcdo hipocampal, que envolve neurdnios do
CA; cujas aferéncias projetam-se para o subiculo. E provavel que a participacdo do hipocampo na
regulacéo do estresse ndo seja homogeneamente distribuida ao longo de sua estrutura. As proje¢cdes
topogréficas do hipocampo ventral e dorsal sdo bastante distintas (HERMAN, MUELLER, 2006;
SAPOLSKY et al. , 1991). Estudos de lesdes de tratos de fibras hipocampais apdiam a hipétese de
gue as informacdes provindas das células piramidais do CA; ventral e do subiculo ventral do
hipocampo constituem provavelmente, o principal mecanismo de regulagédo hipocampal sobre o ténus
do eixo HPA (HERMAN et al. , 1992).

O subiculo é o principal alvo das projecdes do CA; e desempenha acao inibitéria sobre o eixo
HPA. No entanto, ndo h& proje¢des diretas do subiculo para neurbnios efetores do PVN, indicando
um mecanismo de ac¢do transsinaptico (HERMAN, MUELLER, 2006). O hipocampo restringe a
atividade do eixo HPA indiretamente via estimula¢@o de neurénios GABAérgicos localizados na regido
septal ventrolateral e no nucleo do leito da estria terminal (BNST), que se projetam para neurdnios
CRH, do PVN (HERMAN, CULLINAN, 1997). Além disso, o subiculo também inerva varias estruturas
limbicas prosencefélicas, tais como cortex pré-frontal, amigdala medial e septo lateral, que
apresentam, projecdes bi-sinapticas para o PVN. Assim, o subiculo pode ter influéncia generalizada
na integracao limbica da resposta de estresse em diversos niveis e alterar a responsividade do eixo
HPA (HERMAN, MUELLER, 2006).

Os receptores de corticosteréides sao auto-regulados pelo aumento e diminuicdo da
concentracdo de hormdnio. Assim, a expressao dos receptores € aumentada pela adrenalectomia e

reduzida pelo aumento da concentracdo de hormdnio. A sensibilidade a retroalimentacdo pela



corticosterona aumenta ou diminui com a expressao respectivamente maior ou menor de receptores
hipocampais (DUTRIEZ-CASTELOOT et al. , 2001; JACOBSON, SAPOLSKY, 1991).

Nossos resultados mostraram que ndo houve diferenca do nimero de neurdnios com
expressdo de GR no PVN e de GR e MR no subiculo e na regidao CA; do hipocampo ventral entre
ratas controle em proestro, ovariectomizadas ou tratadas com antagonistas de estrégeno e/ou
progesterona. Ainda néo esta esclarecido como os esteréides gonadais influenciam o eixo HPA e
uma hipétese de atuacdo € sobre a retroalimentacdo do eixo HPA. Estrégenos e andrégenos
revertem alteracdes de secrecdo de CORT apOs gonadectomia agindo em sitios hipotalamicos ou
supra-hipotalamicos. O efeito do estrdgeno sobre o eixo HPA esta ausente em ratas
adrenalectomizadas sugerindo que € dependente da retroalimentagcédo do eixo HPA (SEALE et al. ,
2004; WALF, FRYE, 2005).

Embora o hipocampo expresse receptores para E, h4 duvidas se esse hormbnio altera a
expressdo de GR e MR no hipocampo. J4 foi mostrado que ndo ocorrem alteracbes da expressado de
GR e MR ap6s a ovariectomia ou reposicao com estrogeno. Entretanto, a expressdo de RNAm para
GR no PVN de ratas ovariectomizadas € maior do que em ratas intactas ou ovariectomizadas com
reposi¢do de E,. Assim, pode-se pensar na hipotese do E; alterar a retroalimentagéo pela CORT pela
reducdo de RNAm para GR e, consequentemente, reduzir a quantidade de GR funcionais envolvidos
em tal processo (SEALE et al. , 2004). Outro estudo mostrou que os esteréides gonadais femininos
atenuaram o aumento de RNAm de GR e MR resultante da remocdo da retroalimentacéo
adrenocortical endégena (PATCHEV, ALMEIDA, 1996). O aumento do conteldo de RNAm para
receptor de GR na hipofise é revertido por E,. Os esteréides gonadais apresentam influéncia menor
sobre a transcricdo génica dos MR, GR e CRH em condi¢bes basais; exercem efeitos semelhantes de
glicocorticéides sobre a transcricdo dos receptores de corticosterdides no hipocampo de animais
privados de esteréides (ADX), e interagem com mecanismos mediados por glicocorticdides da
regulacdo do eixo HPA através de mecanismos potencializadores ou atenuantes dependendo do
sexo (PATCHEV, ALMEIDA, 1996; TURNER, 1992).

Apesar de ndo termos verificado agdes do estrogeno e da progesterona sobre o nimero de
neurdnios que expressam GR e MR em sitios de retroalimentacdo do eixo HPA, ndo podemos
descartar que esses hormdnios alterem a atividade desses neurbnios. Outros estudos seriam

necessarios, em continuidade, para verificar essa possibilidade.



Em concluséo, apesar de ndo haver diferenca na secre¢do total de CORT entre os diferentes
grupos e nao ter sido observada variagdo no nimero de células que expressam GR e MR em sitios
de retroalimentacéo, nossos resultados mostram através de acdes pontuais dos antagonistas de E, e
P, que estes hormdnios podem apresentar acfes antaglnicas, respectivamente estimulatéria e
inibitéria sobre a atividade do eixo HPA, corroborando com dados da literatura que mostram acéo
estimulatéria do E, sobre o eixo HPA ao passo que a maioria dos trabalhos mostra acao inibitéria ou

auséncia de influéncia da P, sobre este eixo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

