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ABSTRACT

Introduction: Androgens are important to spermatogenesis in the testes, to sperm maturation in the
epididymis and to development and function of male accessory glands. The goal of this study is to investigate
the effect of mother’s malnutrition in the androgen receptor expression of post-weaning rat testis.

Material and Methods: At delivery, Wistar rats were assigned to one of the following groups: control
(C) = diet with 23% of protein; protein-restricted (PR) = diet with 8% of protein; energy-restricted (ER) = diet
with 23% of protein in restricted quantities, according to the ingestion of PR group. At the end of lactation
period, the animals were sacrificed, the testes excised, weighted and the androgen receptor determined |
Western blotting technique.

Results: Testicular weight was significantly lower (p < 0.001) in both groups at the end of lactation,
when compared to controls (64.7% in the PR and 60.1% in the ER group). Both PR and ER groups had
significant (p < 0.001) increase in the relative quantity of androgen receptor, but this increment was higher in
the PR group.

Conclusion: The observed increase in the relative quantity of androgen receptor in response to the
maternal malnutrition can be consequent to alterations in the serum concentrations of gonadotropins, estroge
and androgen, since the androgen receptors are regulated by these factors.
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~ Os niveis de AR séo regulados por androgénio
INTRODUGAO nas células de Sertoli de animais adultos (7,8),
enquanto em animais imaturos o hormdnio foliculo
Os hormdnios androgénios sédo importantesestimulante (FSH) parece ser o principal regulador
para a manutencao da espermatogénese no testicul®,10). Shan et al. (11) demonstraram ainda que nas
para a maturacdo do espermatozdide no epididimo eélulas de Leydig ocorre o inverso, os niveis de AR
para o desenvolvimento e funcdes dos 6rgaos sexuado estimulados por androgénios nos animais
acessorios masculinos (1). imaturos, néo tendo efeito nos animais adultos.
Através de técnicas de imunocitoquimica, o Cardone et al. (12) utilizando cultura de
receptor de androgénio (AR) foi localizado em tecidoscélulas testiculares demonstraram que tanto
do sistema reprodutor de homens e ratos de ambos @strogénios como androgénios podem autoregular a
sexos (2,3). O receptor de androgénio é uma proteinexpressédo dos RNA mensageiros dos seus proprios
com peso molecular entre 100 e 110 kd (4), ja tendgeceptores, e ainda que os estrogénios podem diminuir
sido clonada (5,6). a expressdo dos RNA mensageiros nos receptores de
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androgénio. Foi demonstrado que o androgénioem dieta hipoprotéica, foi estudado a fim de
circulante, independente do conteddo luminal, édiferenciar os efeitos causados pela caréncia exclusiva
responsavel pela regulacdo da expressao dode proteina daqueles causados pela restrigdo calorica,
receptores de androgénio (13). uma vez que ja foi demonstrado que ratas lactantes
A restricdo alimentar pode inibir tanto a submetidas a restricdo protéica ingerem uma
manutengdo como o inicio da capacidade reprodutivajuantidade menor de racdo em relagdo as ratas
(14,15). Camundongos adultos submetidos a restricdcontroles (18,19).
alimentar de 30% por até 8 semanas apresentam A dieta hipoprotéica foi preparada
reducdo de 42% na concentragdo de testosteron@manualmente em nosso laboratério e sua composi¢ao
sérica, reducdo de 27% na massa testicular e urd mostrada na Table. A fonte protéica (8%) desta dieta
aumento na apoptose, que pode ser responsavel pdiai a racdo comercial macerada (Labina - Purina
regressao testicular que ocorre em resposta a restricddutrimentos Ltda.) e as calorias foram compensadas
alimentar (16). pelo acréscimo de amido de milho a fim de se obter
Nao encontramos na literatura estudos sobreuma dieta hipoprotéica e isocalorica. As vitaminas e
os efeitos da desnutricdo materna no periodo d®s minerais foram suplementados de maneira a se
lactagd@o sobre os tecidos do sistema urogenital debter a mesma composicao da racdo comercial que €
ratos. Assim, o presente estudo tem como objetivdbaseada nas recomendagdes do National Research
investigar a expressao dos receptores de androgéniouncil e do National Institute of Health, USA (20).
nos testiculos de filhotes de ratas lactantes A dieta hipoprotéica foi administrada a partir
desnutridas. do dia do nascimento dos filhotes quando a ninhada
foi ajustada em namero de 6. Este niumero de filhotes
foi escolhido porque segundo Fishbeck & Rasmussen
parece ser este o nUmero de animais que confere o
maior potencial lactotréfico (21). Provavelmente, o

~ Ratas Wistar fémeas, nuliparas, foram (3manho da ninhada influencia muito mais na
mantidas em biotério com temperatura estavel (25 *quantidade de leite produzida do que em sua

1°C) e ciclo claro-escuro (7:00h - 19:00h) controlados. composiczo (22).
Foram utilizados os principios descritos em “The Aos 21 dias de lactacdo os animais foram

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” gnestesiados com tiopental (0.1 ml/100g peso corpo-
para os cuidados no uso e manuseio dos animais (17)a)) os testiculos foram excisados, pesados e armaze-
Aos 3 meses de idade estes animais foramyaqos 4 7T para posterior determinacéo dos recep-

acasalados na propor¢ao de 2 fémeas para 1 machgyes de androgénio pela técnica de Western blotting.
recebendo ragdao comercial (23% de proteina) até o Os testiculos foram homogeneizados em

nascimento dos filhotes, quando entéo foram divididagampzo de homogeneizacdo (50mM TRIS pH 7.4

em 3 grupos de tratamento: ) 1.5mM EDTA, 50mM NacCl, glicerol 10%, 5mM
1)- Controle (C): com livre acesso a agua e apTT, 10ug/ml de leupeptina e 30/g tecido de
dieta normal (racéo comercial com 23% de proteina) ppsE) em um volume de 260 O homogenato foi
_2)-Restrigdo protéica (RP): com livre acesso entzo centrifugado a 100.000 Xg, por 2h.%@.40
a agua e a dieta hipoprotéica (8% de proteina).  spprenadante foi coletado e armazenado &G-20
_ 3)-Restricdo calorica (RC): com livre acesso g antidade de proteina total do sobrenadante foi
a agua, porem submetido a dieta normal (ra¢aqeterminada utilizando-se o método de Bradford (23).
comercial com 23% de proteina) restrita as mesmas As proteinas foram separadas em gel de

quantidades ingeridas no dia anterior pelo grupo eMycrijamida 8% (SDS-PAGE). Foram adicionados
dieta hipoprotéica. cerca de 6Qig de proteina das amostras em cada slot

O grupo de animais em restricdo caldrica, (o gel. Logo apés, as amostras foram transferidas para
pareados pela quantidade de racéo ingerida pelo grufgma membrana de nitrocelulose, a qual foi blogqueada

MATERIAL E METODOS
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Table -Composition of the Control and Protein-Restricted diets

Control § Protein-Restricted*
Ingredients (g / Kg)
Soybean + Wheat 230.0 80.0
Corn starch 676.0 826.0
Soybean oil 50.0 50.0
Vitamin mix T 4.0 4.0
Mineral mix T 40.0 40.0
Macronutrient composition (%)
Protein 23.0 8.0
Carbohydrate 66.0 81.0
Fat 11.0 11.0
Total energy (KJ / Kg) 17038.7 17038.7

§ Standard diet for rats (Nuvilab-Nuvital Nutrients Ltd., Parana, Brazil).* The low-protein diet was prepared in the labosatigry
the control diet and replacing part of its protein content with corn starch. The amount of corn starch added was calcefaieackto

the energy content that was decreased by the protein redui@amin and mineral mixtures were formulated to meet the American
Institute of Nutrition AIN-93G recommendation for rodent diets (ref. 20).

com tampdo towbin (31mM TRIS pH 7.4, 3.4 mM da membrana 3 vezes com tamp&o towbin, a
KCI, 0.17M NaCl, 0.05mM vermelho de fenol, 0.1% membrana foi incubada com reagente de deteccéo
tween 20) contendo 5% de leite desnatado, por 1hECL (Amersham) por 5 minutos e exposta num
com agitacdo. Posteriormente a membrana foihiperfilme ECL para autoradiografia (Amersham). A

incubada com anticorpo especifico (rabbit polyclonal densitometria foi feita utilizando o programa de
200 pg/ml, Santa Cruz proced) em tampao towbin computador Scion Image.

contendo 0.25% de leite desnatado “overnight”, com As diferencas entre os grupos foram
agitacdo, lavada 3 vezes com tamp&o towbin,determinadas através de analise de variancia
seguindo-se entdo uma incubacdo adicional com Qinivariada associada a teste de comparacdo muiltipla

segundo anticorpo (peroxidase-conjugated donkeyentre as médias, teste de Newman-Keuls (24).
IgG, 1:2000), por 1h, com agitagdo. Apos lavagem
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Figure 1 - Testicular weight of 21-day-old rats whose dams were fed a control diet with 23% of protein (Controls - C), a diet with 8%
of protein (Protein Restricted - PR) or a diet with 23% of protein but in restricted quantities (Energy Restricted - ERbhduring

lactation period. Values are given as the mean + standard error of the mean (six animals studied in each group). * p ¥sQ€01 ve
Controls.

502



EFFECT OF MALNUTRITION IN THE TESTIS

RESULTADOS filhotes de ratas lactantes desnutridas diminuiu
significativamente(Figure-2)porém quando
O peso do testiculo dos filhotes de ratasanalisamos por grama de tecido esta diferenca
submetidas a restricdo protéicacaldrica ndactacdo  desaparece.
apresentou reducéo significativa (p < 0.001) e esta Os animais cujas maes foram submetidas a
representado na Figure-1. A reducdo observada nambos os tipos de desnutricdo apresentaram uma
peso do testiculo do grupo Restricdo Protéica (RP) éuantidade de receptor significativamente maior que
de 64.7% e do Restricdo Caldrica (RC) é de 60.1%.0s animais controle, sendo que 0 aumento no grupo
A concentragdo de proteina nos testiculos doRP foi significativamente maior que no RC (Figure-

3).
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Figure 2 - Testicular protein concentration in micrograms per milliliter (mgptn/ml) of 21-day-old rats whose dams were fed a control
diet with 23% of protein (Controls - C), a diet with 8% of protein (Protein Restricted - PR) or a diet with 23% of pratenedtvtted
quantities (Energy Restricted - ER) during the lactation period. Values are given as the mean + standard error of the an@aalésix
studied in each group); * p < 0.001 versus Controls.
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Figure 3 - Androgen receptor in the testes of 21-day-old rats whose dams were fed a control diet with 23% of protein (Controls - C), a
diet with 8% of protein (Protein Restricted - PR) or a diet with 23% of protein but in restricted quantities (Energy RedfiR}ed

during the lactation period. Values are given as the mean + standard error of the mean (five animals studied in eachpgr@upp1*

versus Controls; # p < 0.001 versus Protein Restricted — PR.
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DISCUSSAO concentracdes séricas de LH, FSH, androgénios e
estrogénios, junto com a determinacédo dos AR no
A desnutricio materna na lactacdo levou atesticulo estdo sendo conduzidos para confirmar

uma reducdo significativa no peso do testiculo, o€stes achados.
que esta de acordo com Young et al. (16) que relatou
diminuicdo de 27% no testiculo de camundongos
adultos desnutridos.

Acreditamos que a concentracdo de Pesquisa financiada pela Fundagéo de Amparo
proteinas totais no testiculo foi reduzida pela & Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) e
desnutricdo materna em decorréncia da redugdo no pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
peso do testiculo, ja que quando relacionamos a Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) Brazil.

concentracao protéica por grama de tecido esta
alterac&o n&o foi mais observada.

A expressdo de receptores de androgénio
(AR) nos varios tecidos ou células varia em resposti EFERENCIAS
ao androgénio. Os niveis de RNA mensageiro dos
AR, em resposta ao androgénio, aumentam no riml. Carson-Jurica MA, Scharader WT, O’'Malley
de aves (25) e no musculo liso do pénis de rato (26), BW: Steroid receptor family: structure and
enquanto diminuem no figado de aves (25) e na functions. Endocr Rev, 11: 201-222. 1990.
prostata ventral de ratos (7). Ao nivel protéico, os2. Kimura N, Mizokami A, Oonuma T, Sasano H,
AR parecem diminuir na préstata e vesiculas Nagura H: Immunocytochemical localization of
seminais de rato em resposta ao androgénio. androgen receptor with polyclonal antibody in

Zhu et al. (8) demonstraram que os AR sao parafﬁn-embEddEd human tissues. J Histochem
regulados pelo androgénio circulante, de maneira  Cytochem, 41: 671-678, 1993.
diferente nas células de Serton, de Leyd|g e n03. Pelletier G, Labrie C, Labrie F: Localization of
epididimo de ratos adultos. Além disto, alguns  Oestrogen receptor alpha, oestrogen receptor
autores sugerem que o FSH e ndo o androgénio seja Peta and androgen receptors in the rat
o regu|ad0r principa| da expressao dos AR em reprOdUCtive OrganS.J Endocrinol, 165: 359-370,
testiculos de animais imaturos (9,10). 2000.

Cardone et al. (12) utilizando cultura de 4. Liao S, Kokontis J, Sai T, Hiipakka RA:
células testiculares demonstraram ainda que o Androgen receptors: structures, mutations,
estrogénio pode diminuir a expresséo dos RNA antibodies and cellular dynamiCS. J Steroid
mensageiros dos receptores de androgénio. Biochem, 34: 41-51, 1989.

Em macacos adu|tos’ foi demonstrado p0r5. Chang CS, Kokontis J, Liao ST: Structural
Console et al. (28) que a desnutricdo protéica levaa analysis of complementary DNA and amino acid
mudancas morfométricas e ultra-estruturais nos Sequences of human and rat androgen receptors.
gonadotrofos, com diminuicdo na densidade  Proc Natl Acad Sci, 85: 7211-7215, 1988.
volumétrica e celular e sinais compensatérios deb. Lubahn DB, Joseph DR, Sar M, Tan J, Higgs
hiperfuncao. HN, Larson RE, French FS, Wilson EM: The

Com base nesses relatos podemos sugerir human androgen receptor: complementary
que a desnutricio materna pode acarretar alteracées deoxyribonucleic acid cloning, sequence
nas concentracdes séricas de gonadotrofinas analysis and gene expression in prostate. Mol
lipofisarias (LH, FSH), androgénios ou estrogénios ~ Endocrinol, 2: 1265-1275, 1988.
na prole, justificando o aumento encontrado nos’/- ShanLX, Rodriguez MC, Janne OA: Regulation
receptores. Outros estudos, com dosagem das Of androgen receptor protein and mRNA
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